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Resumen:

La superfamilia de proteinas BAR incluye proteinas que participan en el control del ciclo
celular y modulan la morfologia de membranas intracelulares. Nuestro equipo de trabajo aislo
una isoforma novedosa de la proteina perteneciente a esta superfamilia, Binl/Anfifisina II,
que carece del exon 6. La secuencia del exon 6 codifica para residuos de aminoacidos entre
las hélices 2 y 3 del dominio BAR de Binl/Anfifisina II. Esta regiéon del dominio BAR
incluye un asa desordenada rica en residuos de aminoacidos con carga positiva, que se ha
propuesto son importantes para la interaccion de esta proteina con membranas intracelulares.
Para estudiar las diferencias estructurales entre el dominio BAR de la isoforma aislada por el
laboratorio y el dominio BAR de configuracion exdnica descrito en la literatura, en este
trabajo se clonaron secuencias para estos dominios en vectores de expresion de proteinas
recombinantes en bacterias. La expresion en bacterias del dominio BAR carente del exon 6
fue deficiente. No obstante, se logro6 la sobreexpresion y purificacion del dominio BAR, con
el que se realizaron experimentos para determinar su capacidad de deformar membranas. Se
confirmo que el dominio BAR es capaz de deformar vesiculas de lipidos de carga negativa,
sin embargo y contrario a lo establecido en la literatura, también se observo que este dominio

genera estructuras tubulares a partir de vesiculas de lipidos de carga positiva.



Introduccion

Las células delimitan el espacio intracelular con barreras conocidas como membranas. Estas
barreras de entre 5 y 15 nm de grosor estan compuestas principalmente por lipidos y
proteinas. Existen diferentes tipos de membranas que varian en la proporcion de sus
componentes, sin embargo todas tienen un arreglo basico conocido como mosaico fluido '.
En este arreglo, lipidos normalmente anfifilicos, compuestos por cadenas hidrocarbonadas
con grupos polares en un extremo forman una bicapa. En esta bicapa las cadenas
hidrocarbonadas se encuentran orientadas hacia si mismas y los grupos polares se encuentran
en el exterior, en contacto con el medio acuoso. Las proteinas pueden estar embebidas en
esta bicapa con residuos hidrofobicos en contacto con las cadenas hidrocarbonadas y los
residuos hidrofilicos protruyendo en ambas caras de la bicapa (Fig.1.A), asociadas a la
membrana a través de modificaciones lipidicas, o bien, en contacto superficial con la
membrana a través de interacciones con los grupos polares de los lipidos. Procesos criticos
para la célula tales como la endocitosis, la sefializacion celular, o la generacion de gradientes
quimiosméticos son mediados por la membrana y su estructura es clave para el

funcionamiento de éstos.
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Figura 1: Vista actual del mosaico fluido. A Se muestra una simulacion de tipo grano grueso (Coarse Grain)
de una bicapa de composicion lipidica binaria, en la que el lipido a (Azul) interacciona preferencialmente con
la proteina embebida en la bicapa (Rojo) en comparacion con el lipido b (Amarillo) [Tomada de Reynwar B et
al., 2008%] B Simulacién de la proteina transportadora de siderdforos, FecA de Escherichia coli en una
membrana compuesta de: lipopolisacaridos, con grupos alquilo (rosa) y carbohidratos (amarillo), 1-palmitoil 2-

cis-vaccénico fosfatidil etanolamina, PVPE, (azul) y cardiolipina (naranja) [Tomada de Piggot T et al., 20133].

~2 ~



Las propiedades de la membrana dependen de las interacciones entre sus componentes:
lipidos y proteinas. Los lipidos tienen tres papeles cruciales para la célula: almacenan energia
como fuentes de poder reductor, fungen como moléculas de sefializacion celular y brindan el
soporte estructural de la membrana. Los lipidos membranales son moléculas anfifilicas con
cadenas acilo esterificadas a grupos polares. Las cadenas acilo varian en su longitud y pueden
presentar insaturaciones; los grupos polares varian en su tamafio, polaridad y carga. Las
interacciones entre los grupos acilo de los lipidos son interacciones tipo van der Waals,
mientras que los grupos polares pueden atraerse o repelerse por sus cargas, resultando en un
soporte fluido a la membrana'. Las proteinas membranales se clasificaron en un inicio de
acuerdo a la facilidad de su aislamiento de la membrana, las proteinas periféricas requieren
tratamientos tenues tales como cambios en la fuerza idnica, mientras que las proteinas
integrales requieren tratamientos mds severos, como tratamientos con detergentes'. Como se
menciond, la interaccidon entre las proteinas integrales y los grupos acilo de los lipidos
membranales son de tipo hidrofobico; mientras que las interacciones entre las proteinas
periféricas y los grupos polares de los lipidos membranales son de tipo electrostatico. Se ha
estimado que la proporcion de peso de proteinas entre lipidos varia entre 1.5 a 4!, de manera
que la membrana es una estructura rica en proteinas en la que inicialmente se propuso, que
el movimiento sobre el plano membranal era inicamente limitado por la difusién®. Sin
embargo, poco tiempo después de la propuesta del mosaico fluido, se obtuvo evidencia de la
segregacion preferencial de algunos lipidos®, asi como la existencia de dominios proteicos
con longitudes en el rango de micrometros® y la influencia del citoesqueleto sobre la difusion
de lipidos sobre el plano de la membrana’ (Fig.1B). Ahora el concepto de la estructura
membranal pretende extenderse para incluir fendmenos como la influencia de proteinas sobre

la conformacién lipidica asi como propiedades como la curvatura membranal®.

Curvatura membranal

La curvatura de las membranas e un aspecto que se ha observado desde la invencion del
microscopio, en el que se observo que los eritrocitos cuentan con barreras, cuya forma y
grosor responden a cambios en la osmolaridad del medio’. Esta propiedad es el resultado de
multiples factores, que se discutirdn posteriormente, y modula procesos tales como la

endocitosis, el trafico vesicular o la fision celular. Las bases teoricas utilizadas hasta ahora
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para describir fenémenos relacionados a la curvatura membranal se asentaron en 1973,
cuando Wolfgang Helffrich describié las propiedades elasticas de la membrana'®. Bajo el
modelo de propiedades elasticas de la membrana de Helffrich, la curvatura de una membrana
se describe con dos componentes de curvatura principal, ¢1 y ¢z, siendo ¢ = 1/R y R el radio
del espacio esférico recubierto por la membrana (Fig.2). Con los dos componentes de
curvatura se pueden describir la curvatura total J, J= C1 + C2 0 la curvatura Gaussiana K=cic>
1 Una vesicula de radio pequefio se describe como una vesicula de curvatura grande,
mientras que una vesicula con un radio grande se describe como una de curvatura pequena.
De manera que la célula contiene membranas de curvaturas pequefias, como la membrana
plasmatica, de didmetros en el orden de micrometros y membranas de grandes curvaturas
tales como las vesiculas que transitan entre las cisternas del aparato de Golgi, de didmetros

de decenas de nanometros'!.

C............“.“...... L) *
L J
® Poe e® %,

P .."..o.u..‘ooo..'..‘...
L4 * M

yd R R I/

Figura 2. Componentes de curvatura. A: En una célula (Gris), la curvatura de membrana en un punto a se
puede describir con dos componentes de curvatura, cl y c2, a su vez derivados de los radios 1 y 2, R; y Ro. Los
componentes de curvatura son inversamente proporcionales a los radios de curvatura, de manera que ¢,;=1/R;y
c=1/Rs. La curvatura principal en el punto A es la suma de c; y ¢z, j=ci+c; y la curvatura Gaussiana es el
producto de los componentes c; y ¢», de manera que k=c;c>. B: Una célula de didmetro R mas grande que una

con radio de menor longitud C, tendra menor curvatura.
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Asi como en las proteinas, en las membranas la forma también dicta la funcion. En
comparacion con las proteinas, las membranas aparentan prescindir de estructura u orden.
Sin embargo, la curvatura determina algunas de sus funciones. Los lipidos membranales, sus
propiedades e interacciones entre ellos dictan en gran medida el tipo de curvatura que estas
pueden adquirir'?, a la que se ha denominado curvatura espontanea''. Como se ha establecido,
las interacciones entre los lipidos dan origen a la formacion de bicapas. En las células las
bicapas son asimétricas en su composicion lipidica, por ejemplo, en células eucariontes, el
lipido fosfatidilserina es abundante en la cara intracelular, mientras que en bacterias los
glucolipidos son abundantes en la cara externa'®. Ademas de las propiedades quimicas que
le brindan a los lipidos sus composiciones, la composicion molecular de éstos también tiene
como consecuencia que cada lipido posea una geometria caracteristica. Dependiendo de la
longitud de las cadenas acilo, las insaturaciones en éstas, y el radio del grupo polar, los lipidos
se pueden describir como cilindros, o conos con bases en sus grupos acilo o en sus grupos
polares. La distribucion asimétrica de éstos entre las caras de la bicapa tiene como
consecuencia la generacion de curvatura; de manera que la presencia de lipidos de geometria
cilindrica en una monocapa interna y la presencia de lipidos de forma conica en la otra
llevaran a la formacion de una vesicula'®. La distribucion de lipidos sobre el plano de una
monocapa también tiene consecuencias estructurales y funcionales para la membrana. En
afios recientes se ha establecido una relacion entre el ordenamiento de los lipidos y la
curvatura membranal, pues se demostrd que lipidos en fase liquido ordenada, Lo, se segregan
preferencialmente a regiones de curvatura pronunciada, tales como las puntas de

proyecciones vesiculares'.

Las membranas contienen proteinas embebidas en la bicapa o adheridas a sus superficies, las
interacciones entre éstas alteran la curvatura intrinseca, dando origen a las diversas
estructuras membranales observadas en membranas plasmaticas y organelares. Los primeros
acercamientos al estudio de la deformacion de la curvatura intrinseca de la membrana se
realizaron con moléculas pequeiias, tales como drogas o polimeros. Una de las primeras bases
tedricas a través de la cual se ha explicado la adquisicién de curvatura membranal surgiod
gracias a experimentos realizados con drogas anfipaticas y eritrocitos. En estos experimentos
se observo el efecto de dos drogas sobre la membrana de eritrocitos, oleaoato (Fig.3A) y

clorpromazina (Fig.3B), ambas moléculas anfipaticas, la primera con una cara polar negativa
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y la segunda con una cara polar positiva. La clorpromazina generd invaginaciones en la
membrana de los eritrocitos (Fig.3D), mientras que el acido oleico gener6 proyecciones de
la membrana hacia el exterior!'® (Fig.3C). Estos resultados se interpretaron como la insercion
de la clorpromazina con carga positiva en la cara interna de la membrana y la insercion del
oleaoato en la cara exterior de la membrana, lo que llevd a que en el primer caso, la cara
interior de la membrana adquiriera mayor area que la cara externa y en el caso de la
clorpromazina a un incremento en el area de la cara externa respecto a la cara interna de la
membrana. Esto a su vez, llevo a la postulacion del modelo de monocapas apareadas, en el
que se propuso, que la diferencia entre el area de las monocapas externa e interna resulta en
una bicapa con una curvatura, por otro lado, si el area de las monocapas es idéntico, éstas
estaran organizadas como una bicapa plana'®. De manera similar, a través del estudio in vitro
de vesiculas de lipidos artificiales se ha observado la generacion de morfologias similares a
cuerpos membranales complejos, tales como la generacion de fenestras similares al reticulo
endoplasmico a través de la utilizacion de polimeros con un esqueleto hidrofilico de dextran
acoplado a 40 cadenas de 4cido palmitico!’. Resulta evidente que la curvatura membranal
espontanea se puede alterar generando inserciones en la membrana que alteren la diferencia
entre el 4rea de la monocapa, sin embargo, no es la Ginica manera de lograr esto, las células

cuentan con un gran nimero de proteinas capaces de modificar esta propiedad.

A B

Figura 3. Drogas anfipaticas inductoras de curvatura membranal en eritrocitos: Se muestran las
estructuras de las moléculas anfipaticas A acido oleico y B Clorpromazina, y sus respectivos efectos sobre las

membranas de eritrocitos, C y D (Imagenes tomadas de Sheetz et al. 1976'°).
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Proteinas y curvatura membranal

En la propuesta inicial del modelo del mosaico fluido se le asign6 un papel marginal a las
proteinas transmembranales en la modulacioén estructura membranal y, practicamente, se
descarto la participacion de las proteinas periféricas!. Sin embargo, poco tiempo después de
esta propuesta se comenzo a reportar el papel que proteinas periféricas de membrana tenian
sobre la movilidad de lipidos sobre el plano de la bicapa’ asi como los efectos de proteinas
transmembranales sobre la organizacion de los lipidos que las rodeaban'®. A pesar de que es
posible generar vesiculas in vitro con grandes curvaturas, la asimetria lipidica para generar
estas estructuras es mayor a las asimetrias lipidicas que se encuentran en membranas
bioldgicas'®, lo que indica que las curvaturas membranales pronunciadas que se observan in
Vivo se generan por la accion de otras moléculas, entre ellas, las proteinas'!. Ahora se conocen
multiples familias de proteinas periféricas como transmembranales capaces de deformar las
membranas que unen'®. La capacidad de proteinas de deformar membranas se ha descrito
bajo tres modelos, a través de la aplicacion de fuerzas mecanicas utilizando motores
moleculares (Fig.4C), a través de moldes con cierta curvatura (Fig.4B) o a través de

inserciones hidrofobicas en la membrana (Fig.4A) !!.
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Figura 4. Modelos de generacion de curvatura membranal por proteinas: Se muestran los modelos
propuestos para explicar la generacion de curvatura membranal por proteinas; A: el modelo de curvatura

espontanea local, en el que una insercion en una cara de la membrana ocasiona una diferencia de areas entre las
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monocapas, por lo tanto generando curvatura; B. el modelo de moldeado, en el que una proteina periférica
adherida a través de contactos polares a la membrana, impone su curvatura a ésta y C: el modelo de
acoplamiento a motores moleculares, en el que la membrana se deforma por el acoplamiento a motores

acoplados al citoesqueleto.

La confirmacion experimental del modelo del mosaico fluido llegd con la primera
estructura cristalografica de una proteina transmembranal. Esta estructura revel6 una proteina
con dos subunidades de 5 hélices alfa ricas en residuos hidrofobicos, propuestas como hélices
transmembranales®’. La obtencion de estructuras cristalograficas de proteinas integrales ha
confirmado la presencia de porciones hidrofébicas que se encuentran embebidas en la
membrana. La arquitectura de estas proteinas les permite participar en una gran variedad de
procesos, entre los que destacan el transporte de iones, la transduccion de sefales
extracelulares y la adhesion celular. Aunado a esto, la morfologia de las regiones
transmembranales puede alterar la curvatura membranal, ya que éstas pueden ocupar mas
area en una de las caras de la membrana, desplazando consecuentemente mas lipidos en esa
cara y provocando una diferencia de 4rea de superficie entre las caras de la bicapa'®. Ejemplos
de la influencia de la estructura de las porciones hidrofobicas sobre la curvatura membranal
incluyen a la ATP sintasa, que mediante la insercion de sus dimeros que forman un angulo
de 86 ° entre sus mondmeros genera la curvatura caracteristica de las crestas de la membrana

interna mitocondrial®!

y los reticulones, cuya porcion hidrofébica es de geometria conica,
importante para la formacion de las cisternas del aparato de Golgi'®*%. Las proteinas
transmembranales también pueden generar curvatura membranal de manera indirecta, tal
como lo hacen las flipasas, transportando lipidos preferencialmente hacia una cara de la
membrana, por lo tanto provocando una diferencia de area de superficie entre las caras de la

membrana, sin embargo, se considera que este mecanismo es escasamente empleado por la

célula'®.

El estudio de la relacion entre proteinas periféricas y curvatura membranal surgié en parte
por el estudio de la endocitosis mediada por clatrina'®. A pesar de las primeras observaciones
por microscopia electronica en las que se observo la recubierta de clatrina rodeando vesiculas
endociticas?®, ésta no interacciona directamente con la membrana?’, ni forma un molde

suficientemente rigido para deformar la membrana'®, por lo que se dedujo que otras proteinas
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provocan la curvatura necesaria para la formacion de vesiculas. Las proteinas periféricas que
deforman la curvatura membranal llevan a cabo este proceso a través de los tres modelos

previamente mencionados y con combinaciones de éstos.

Para llevar a cabo los procesos de deformacion membranal, estas proteinas tienen algunas
caracteristicas estructurales, tales como parches de residuos positivos, hélices alfa anfipaticas
y estructuras rigidas**. Las hélices anfipaticas inicialmente se identificaron en proteinas
globulares solubles, sin embargo, esta clase de motivo estructural también se encontré en
proteinas asociadas a lipidos e involucradas en el transporte de estos, conocidas como
Apolipoproteinas. A pesar de su alto contenido de hélices alfa, las Apolipoproteinas también
poseen regiones desordenadas que en presencia de lipidos de clase negativa sufren una
reestructuracion que genera hélices alfa anfipaticas® Las hélices anfipaticas, son un motivo
estructural abundante, por lo que se propuso una clasificacion de acuerdo a la distribucion de
tipos de residuos de aminoacidos en sus superficies®s. Algunas de estas clases de hélices, se
ha reportado, podrian resultar toxicas pues penetrarian y crearian poros en la membrana; tal
es el caso de las hélices tipo L, cuya porcion hidrofébica tiene uno de los valores mas altos
de hidrofobicidad, mientras que su cara polar es pequefia pero rica en residuos de
aminodacidos positivos, particularmente lisinas, ejemplos de este tipo de hélices son los
péptidos antimicrobianos conocidos como Magaininas®®. La mayoria de las proteinas
periféricas de membrana que provocan cambios en la curvatura membranal poseen hélices
anfipaticas, cuya insercion en la membrana no tiene resultados tan drésticos para la célula,
sino que provoca un cambio en el area de las monocapas. Existen multiples familias de
dominios estructurales tales como los dominios de homologia amino-terminal de epsina,
ENTH, de homologia amino terminal de AP128, ANTH?’, C2%, o Sec!!, que inducen
curvatura membranal a través de inserciones de hélices anfipaticas en la membrana,
importantes para procesos como endocitosis, en el caso de los dominios ENTH y ANTH;
sefializacion en el caso de los dominios C2 y mantenimiento de estructura de vesiculas de

transporte del reticulo endoplasmico en el caso de la proteina Sec.

Aunado a lo anterior, existen proteinas cuyas estructuras multiméricas u oligoméricas
tienen curvaturas con las que moldean la membrana a través de interacciones electrostaticas.

La oligomerizacién sobre la membrana de las proteinas Sec23'! lleva a la formacién de
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moldes que imponen su curvatura a la membrana. Otro ejemplo interesante de proteinas que
deforman la membrana con un mecanismo de moldeado es el de la GTPasa dinamina, se ha
observado la formacién de arreglos espirales de esta proteina sobre el cuello de la vesicula
endocitica, lo que se propone, lleva a la escision de la membrana plasmatica®®. Se ha
propuesto que esta oligomerizacion es dependiente de la union a GTP y la disociacion a la
hidrolisis del GTP, sin embargo, se han generado oligomeros in vitro sin GTP, lo que indica
que otro mecanismo lleva a la formacién del arreglo espiral que escinde la vesicula

endocitica®’.

La unidn entre las proteinas periféricas y la membrana es modulada por diferentes factores.
Existen proteinas que reconocen especificamente algin lipido, mientras que otras proteinas
unicamente reconocen la carga de los grupos polares de los lipidos y en afos recientes, se
han descrito proteinas cuya afinidad a la membrana es dictada por la curvatura de ésta®!. Ya
en 1992, se describia la relacién entre la curvatura de vesiculas lipidicas y la unién de
péptidos. Se describid un cambio en los componentes termodinamicos de asociacion entre un
péptido derivado de la somatostatina y vesiculas que era dependiente de la curvatura de éstas;
entre mas pequefias eran las vesiculas, la union era favorecida principalmente por el
componente entalpico, mientras que en vesiculas de mayor diametro, esto es de menor
curvatura; la asociacion tenia un componente entropico mas favorable®?. Si bien, con esto se
estableci6 el efecto que tendria la curvatura membranal sobre la adsorcion de péptidos en
ella, la primer familia de proteinas que se reportd que podria reconocer ésta propiedad de la

membrana fue la familia BAR?.

Superfamilia BAR

El aislamiento del gen de Binl, o Anfifisina II en humano llevo a la definicién de una nueva
familia de proteinas relacionadas con el control del ciclo celular**. Reportes previos
describian a este gen como una isoforma mas de Anfifisina, sin embargo se identificé a este
gen en un locus diferente al de Anfifisina®®. Al aislar la secuencia de Binl, se identifico una
secuencia homologa de alrededor de 270 residuos de aminoacidos en el extremo 5” de los
genes Anfifisina I y RVS, por lo que se le denominé dominio Bin Anfifisina Rvs, BAR**. En
esta superfamilia hoy se incluyen un gran nimero de proteinas que comparten un extremo

amino homélogo y participan en procesos relacionados a la estructura membranal®®. Sin
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embargo, el dominio BAR no es el inico comin denominador entre estas proteinas, también
lo es un dominio de interaccion proteica SH3 en el extremo carboxilo®. De manera que las
proteinas de esta familia poseen por lo menos dos mddulos funcionales, uno de interaccion
membranal y el otro de interaccidn proteina-proteina, representando nodos de comunicacioén

entre estas dos clases de procesos®’.

Se predecia que el dominio BAR de Anfifisina II seria un dominio rico en hélices alfa, sin
embargo no se conocia su estructura®®. En 2004, se obtuvo la estructura cristalografica del
dominio BAR de Anfifisina de Drosophila melanogaster®’, la primer estructura de un
dominio de esta familia. Esta estructura confirmo las predicciones estructurales previas pues
el dominio presentaba una estructura terciara de tres hélices alfa organizadas en hélices
entrelazadas, “"coiled coils”’, formando dimeros con una interface concava rica en residuos
positivos y con una interfaz de contacto entre los monoémeros rica en residuos hidrofébicos.
La superfamilia BAR ha crecido, de manera que existen depositadas en el banco de
estructuras de proteinas, PDB, alrededor de 40 estructuras de diferentes dominios BAR. En
todas estas estructuras estan presentes las tres hélices alfa, sin embargo las proteinas de esta
familia se han clasificado en familias de acuerdo a las caracteristicas estructurales de sus
dominios BAR, considerando principalmente la curvatura de sus dimeros>® (Fig.5). Tomando
en cuenta esta caracteristica, se han delimitado 4 sub-familias: 1) I-BAR, cuya cara convexa
es rica en residuos de aminodacidos positivos (Fig.5C); 2) F-BAR cuyos dimeros forman
estructuras planas en vez de curvas (Fig.5B)’%; 3) BAR, con dimeros de curvaturas
pronunciadas, esto es, diametros de entre 20 y 50 nm y 4) N-BAR (Fig.5A) que ademas de
las tres hélices alfa con curvaturas pronunciadas, cuentan con secuencias de entre 40 y 30
residuos de aminoacidos que carecen de estructura secundaria y en presencia de lipidos de

carga negativa se estructuran en hélices alfa anfipaticas.
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Figura 5. Dominios de la superfamilia BAR: Se muestran las estructuras de dimeros de tres diferentes
dominios BAR obtenidas por cristalografia de rayos X y su distribucion de cargas en la superficie: A) el
dominio N-BAR de Anfifisinal [I/Binl (PDB: 2FIC). B) el dominio F-BAR de Pacsina2 (PDB: 3Q0K) y C) el
dominio I-BAR de IRSp53 (PDB: 2YKT). Los monomeros se muestran en negro y gris, los residuos de
aminoacidos de carga positiva se muestran en azul y en rojo los de carga negativa. (Imagen generada con el

programa Chimera)
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Dominios N-BAR y curvatura membranal

Estos dominios deforman membranas al unirlas y a su vez, la curvatura de éstas determina la
afinidad de un dominio a una membrana. En el caso del dominio BAR de Anfifisina de D.
melanogaster, se demostro que éste consiste de dimeros que forman un arco con una
curvatura correspondiente a un diametro de 220 A, capaz de deformar liposomas en tibulos
con diametros de alrededor de 50 nm**. Esta estructura dimérica con forma de arco parecia
indicar que la curvatura seria un factor determinante en la unién de este tipo de proteinas a
la membrana®. Se demostro que la estructura obtenida no funge unicamente como un efector
de curvatura membranal, sino que también funge como un detector de esta propiedad, dado
que se observé que el dominio BAR unia con mayor afinidad vesiculas de 50 nm respecto a
vesiculas de 100 nm*?. Esto revelaba que los dominios BAR no s6lo reconocen la carga de

la membrana, sino también su curvatura.

La estructura cristalografica del dominio BAR de Anfifisina de D. melanogaster carece de
los primeros 34 residuos. Ahora se sabe que este segmento adquiere estructuras alfa
helicoidales anfipaticas en presencia de lipidos de carga negativa y es capaz de deformar
liposomas en tibulos con didmetros menores a 50 nm*’. Esta clase de segmentos, se han
encontrado en otros dominios BAR, lo que llevo a la denominacion de la familia N-BAR,
dominios BAR con regiones desordenadas que adquieren estructuras alfa helicoidales en

presencia de lipidos de carga negativa.

En los dominios N-BAR existe un balance entre la formaciéon de tibulos y la fisién de
membranas. Esto se debe a la naturaleza de estos dominios, que ademas de contar con
dimeros de geometria arqueada, cuentan con regiones desordenadas que se estructuran en
hélice alfa en presencia de lipidos con carga negativa. Estos modulos ejercen funciones
diferentes, los dimeros favorecen la formacion y estabilizacién de tibulos que varian de
didmetros entre 20 y 50 nm, mientras que las hélices anfipaticas desestabilizan membranas y
favorecen la fision membranal a través de inserciones en una de las caras de la membrana®’.
De manera que el dimero de geometria arqueada contrarresta la desestabilizacion membranal
que provoca la insercion de hélices anfipaticas, previniendo un la fragmentacion de

membranas y generacion de vesiculas a partir de éstas.
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Como se menciono, se ha reportado la afinidad del dominio BAR por vesiculas de didmetros
pequeiios®. Esta clase de selectividad de proteinas se ha explicado bajo dos mecanismos, el
primer mecanismo propone que la interfaz de proteinas o regiones de una proteina con una
curvatura intrinseca podrian unir membranas con mayor afinidad de acuerdo a la curvatura
que presenten **. El segundo mecanismo propone que regiones desordenadas de proteinas
son esenciales para que una proteina pueda detectar curvatura. En este mecanismo se propone
que las regiones desordenadas adquieren conformaciones de hélices anfipaticas en presencia
de lipidos con carga negativa y estas hélices se insertaran en la membrana dependiendo de
los “"defectos’” de ésta, esto es, del empaquetamiento de los lipidos en la membrana. Bajo
esta propuesta, una bicapa plana no tendra defectos que puedan ser utilizados por hélices
anfipaticas para su insercion y una membrana tendra mas defectos o un menor grado de
empaquetamiento lipidico mientras mayor sea su curvatura, permitiendo asi la insercion de
esta clase de hélices*!. La capacidad de detectar curvatura membranal de los dominios N-
BAR se ha demostrado in vivo y se le ha atribuido a la hélice 0, ya que en cultivos crecidos
en cajas con nanoestructuras que inducen invaginaciones en las células, se demostré un
reclutamiento del dominio N-BAR de endofilina a estas regiones que se abatia al eliminar la
secuencia de la hélice 0*?. Los dominios N-BAR, resultan de particular interés para el estudio
de la relacion entre las proteinas y la curvatura membranal, pues cuentan con dos mudulos

funcionales relacionados a la curvatura membranal, un efector y un sensor de curvatura.

Curvatura membranal en procesos patologicos

El mal de Parkinson se caracteriza por la presencia de agregados en neuronas conocidos como
cuerpos de Lewy. Estos agregados, se sabe, incluyen proteinas tales como glutation
transferasa, derivada de la mitocondria®®, ubiquitina** y alfa sinucleina*. También incluyen
lipidos, como esfingomielina y fosfolipidos*®. La presencia de lipidos en estos agregados asi
como la afinidad de alfa sinucleina por lipidos de carga negativa*’, han llevado a la
formulacion del planteamiento de que esta patologia tenga su inicio en la actividad
descontrolada de la alfa sinucleina, la cual se ha demostrado es capaz de vesicular liposomas
de lipidos de carga negativa*®. Esta actividad sin control, se propone, lleva a la ruptura de

organelos y a la liberacion de metabolitos nocivos, provocando lesiones neuronales*.
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Por otro lado, se han reportado inserciones y ablaciones en la secuencia del dominio BAR de
la proteina oligofrenina *>°°. Esta proteina tiene un patrén de expresion ubicuo, con mayores
niveles de expresion en tejido neuronal y se ha asociado al retraso mental ligado al
cromosoma X°!. La generacion de una isoforma que carece de 37 residuos de aminoécidos
del dominio BAR de oligofrenina se detectd en una familia con retraso mental ligado al
cromosoma X y se observé que esta ablacion lleva a una morfologia anormal del
hipocampo®®. Se propuso que esta ablaciéon en el dominio BAR inhibe la capacidad de
Oligofrenina de interaccionar con la membrana y, por lo tanto, con otras proteinas de la

magquinaria endocitica, sujetas a su control de proteina RhoGAP>’.

Bin1/Anfifisina 11

Binl o Anfifisina II fue la primera proteina descrita de la superfamilia BAR. Como se
menciond, en 1997 se aislo y reporto la secuencia de Anfifisina II como una isoforma de la
proteina Anfifisina I°2, involucrada en el reciclaje de vesiculas postsinapticas®. También, se
reporto el hallazgo de diferentes proteinas, como SH3P9>*, Amphiphysin-Like-Protein, ALP-
1°°, Anfifisina II°® o Binl**; sin embargo, se demostrd que estos trabajos reportaban

isoformas de un gen diferente a Anfifisina I, localizado en el cromosoma 2q14 en humano®.

Anfifisina II/Binl cuenta con 5 dominios estructurales, cuyas secuencias sufren
modificaciones por edicion de intrones tejido especifica (Fig.6)’*. Los dominios
estructurales de Binl/Anfifisina II son el dominio BAR, el dominio GPA, el dominio de
union a clatrina, el dominio de unidon a c-Myc y el dominio de interaccion de protepinas,
SH3. La tnica modificacion por edicion de intrones que sufre la secuencia del dominio BAR
es la insercion de una porcion del intron 6°%°2°°57 El dominio GPA es exclusivo de la familia
de las anfifisinas, comprende los exones 9 a 11, de los cuales el exén 10 unicamente es
observado en tejido muscular, confiriéndole afinidad y especificidad hacia PI(4,5)P; a
Anfifisina 1I**. El dominio de unién a clatrina es codificado por el exén 12, que tiene
versiones de la A a D, de los cuales, el exdn 12A se detecta tanto en tejido neuronal como en
lineas celulares tumorales y los exones 12B-12D se detectan exclusivamente en tejido
neuronal. El dominio de union a MYC, MBD (por sus siglas en inglés, MYC Binding
Domain) esta conformado por los exones 13 y 14, de éstos, el exon 13 sufre corte y empalme

alternativo aparentemente desregulado, ya que se observan en misma proporcion isoformas
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con su presencia o ausencia. El dominio de interaccion SH3 estd conformado por los exones
15-16 y no sufre ediciones postranscripcionales®®. La generacion de isoformas de
Binl/Anfifsina II resulta en una gama de proteinas involucradas en diferentes procesos pues
sus interacciones con la membrana y con otras proteinas se modifican por la edicion de

intrones.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12A 128 12C 120 13 14 15 16

Anfifisinall/Binl

Figura 6. Composicion exonica de Anfifisina II/Binl: Se muestran los exones de Anfifisina II/Binl y los
dominios estructurales que conforman. La region comprendida por los exones 1-9 es el dominio de dimerizacion
e interaccion membranal BAR, el exdn 10 le confiere afinidad a fosfatidil inositol (4,5) bifosfato, PIP2(4,5), el
exon 11 comprende una secuencia unica de anfifisinas, los exones 12A a 12D se localizan en tejido neuronal y
participan en la interaccion con clatrina, los exones 13 y 14 conformal el dominio de unién a c-Myc, MBD, y

los dominios 15 y 16 conforman el dominio de interaccion SH3.

La identificacién de este gen que comparte una region con proteinas relacionadas a la
endocitosis y, a su vez, contiene un dominio de unién al oncogén c-Myc representa un punto
de conexion importante entre estos dos procesos. Su participacion en el control del ciclo
celular a través de la inhibicion del factor transcripcional c-Myc es evidente pues la expresion
de Binl se abate en lineas celulares tumorales asi como en tumores y su expresion en células
transformadas revierte su fenotipo canceroso, confirmando su papel como gen supresor de
tumores. La alta similitud con Anfifisina I llevo a postular a este gen como participante en la
endocitosis. Sin embargo, experimentos en los que a través de ingenieria genética se abatid
su expresion, no presentaron fenotipos de endocitosis aberrante. A pesar de esto, su
participacion en la regulacion de la estructura membranal es claro pues existen isoformas que
regulan la morfologia de membranas internas de tejido muscular para formar los tabulos T,
Por otro lado, la sobrexpresion de Anfifisina II como Anfifisina en células COS-7 llevo a
niveles disminuidos de endocitosis de transferrina que se reestablecian cuando se
sobreexpresaban ambas proteinas®’. De manera que en Anfifisina II participa en la
endocitosis actuando en conjunto con Anfifisina I, a través de su dominio BAR, con el cual,

se postula detecta curvatura membranal en el cuello de la vesicula endocitica.
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Nuestro equipo de trabajo aislé dos isoformas de Binl/Anfifisina I, la isoforma Bin1-1PC12
fue aislada de células PC12 de feocromocitoma de rata, que como isoforma de tejido
canceroso incluye la insercion aberrante del exon 12A y la isoforma Binl-10F7, que se
obtuvo de la linea celular de ovario de hamster chino transfectada con el receptor pepenador,
CHO-F7, que resulta novedosa pues posee la configuracion exonica de isoformas de
expresion ubicua, pero carece del exon 6°° (Fig.7C). El ex6n 6 codifica una region con alta
concentracion de residuos de carga positiva que une las hélices 2 y 3 del dominio (Fig.7A,B).
De hecho, esta region comprende uno de los parches de carga positiva con los que el dominio
BAR interacciona con las cargas negativas de la membrana. La hélice 3 del dominio BAR es
importante para la estructura y funcién del dominio BAR, pues estudios en los que se han
eliminado los 13 residuos del extremo carboxilo de esta hélice han resultado en la pérdida de
la capacidad de dimerizacion del dominio®. De manera similar, estudios en los que se ha
introducido un giro de hélice alfa mas entre las hélices 2 y 3 ha resultado en dominios BAR
que retienen su estructuray su capacidad de unidn a liposomas pero que son deficientes en la
formacién de tubulos. Mas aan, el estudio del dominio BAR de Anfifisina de D.
melanogaster en el que se realizaron mutaciones en los residuos positivos del asa entre las
hélices 2 y 3 produjeron dominios BAR incapaces de formar tabulos®*. Considerando que el
dominio BAR de la isoforma Bin1-10 F7 contiene la hélice 0, la cual se ha demostrado es
capaz de vesicular liposomas y que también retiene el exén 7, que contiene residuos de
aminodcidos criticos para la formacion de dimeros, nuestro equipo de trabajo ha formulado

la siguiente hipotesis:
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Figura 7. Isoformas de Anfifisina II/Binl: A) Se muestra la estructura cristalografica de los monomeros del
dominio N-BAR de Anfifisina II/Binl de humano. En gris y negro se muestran los monémeros del dominio, en
rojo se indica la porcion de los mondémeros codificada por la secuencia del exon 6 y se indican los extremos
amino terminal, N-ter y carboxilo terminal, C-ter. B) Se muestra el homodimero del dominio N-BAR de
Anfifisina 1I/Binl. C) Se muestran todos los exones del gen de Anfifisina II/Binl asi como de las isoformas
Binl-10F7 y Binl-1PC12, en gris se indican los exones codificantes para la secuencia del dominio BAR, en
amarillo se indica el exon 10, en rosado el exdn 11, en café los exones codificantes para la secuencia del dominio

de union a clatrina, en morado el dominio MBD y en azul el dominio SH3.
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Hipotesis

La ausencia del exon 6 en el dominio BAR resultara en un dominio deficiente en su

capacidad de generacion de estructuras tubulares a partir de arreglos lipidicos.

Objetivo

% Llevar a cabo la comparacion estructural y funcional de los dominios BAR de las
isoformas Bin1-1PC12 y Binl-10F7.

Objetivos particulares
<> La sobreexpresion de los dominios BAR de las isoformas Bin1-1PC12 y Bin1-10F7.
<> El aislamiento de los dominios BAR de las isoformas Bin1-1PC12 y Bin1-10F7.

<> El anélisis de la capacidad de reorganizacion de vesiculas por ambos dominios BAR.
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Metodologia

Las secuencias de los dominios BAR obtenidas en el laboratorio se clonaron para su
sobreexpresion en cepas de la bacteria Escherichia coli, E. coli aptas para la expresion de
proteinas recombinantes. Se prosiguid a obtener protocolos de purificacion de las proteinas
recombinantes empleando métodos cromatograficos. Las proteinas purificadas fueron
utilizadas para analizar su capacidad de interaccion y deformacion de vesiculas lipidicas a
través de ensayos de absorbancia y microscopia electronica; asi como su capacidad de

estructuracion en presencia de lipidos negativos.

Biologia Molecular

Diseiio de construcciones

Se utilizaron las secuencias de los exones 1-9 de Anfifisina II de rata. A pesar de que los
transcritos Binl-1PC12 y Binl-10F7 fueron aislados en tejidos de rata y hamster,
respectivamente, las secuencias codifican proteinas con dominios BAR cuya tnica

diferencia es la ausencia del ex6n 6 en el caso de Binl-10F7 (Figs. 8,9)

BinlPC12 ATGGCAGAGATGGGGAGCAAGGGGGTGACGGCGGGGAAGATCGCAAGCAATGTTCAGAAG 60
BinlCHOF7 ATGGCAGAGATGGGGAGCAAGGGGGTGACGGCGGGGAAGATCGCCAGCAACGTACAGAAG 60
ok kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk K*hkkk Kk kkkkkk
BinlPC12 AAGCTGACTCGAGCTCAGGAGAAGGTCCTGCAGAAACTGGGGAAGGCGGATGAAACGAAG 120
BinlCHOF7 AAGCTGACCCGAGCGCAGGAGAAGGTCCTGCAGAAACTGGGGAAGGCGGATGAGACTAAG 120
kokkkkkkk Kkkkk hkkkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkk *k *k*
BinlPC12 GATGAGCAGTTCGAACAGTGCGTCCAGAATTTCAATAAGCAGCTGACAGAGGGCACCCGG 180
BinlCHOF7 GATGAGCAGTTTGAGCAGTGTGTCCAGAACTTCAATAAGCAGCTGACAGAGGGCACCCGG 180
kokkkkkkkkkk kk kkkokk kokkkkokkk ok okokok ok k ok ok ok k k ok k ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok k ok ok
BinlPC12 CTGCAGAAGGATCTTCGGACCTACCTGGCTTCTGTTAAAGCCATGCACGAAGCCTCCAAG 240
BinlCHOF7 CTGCAGAAGGATCTCCGCACCTACCTGGCTTCTGTTAAAGCCATGCACGAAGCCTCCAAG 240
Kok kkok ok kkokkkk ok ok kok sk ok ok ok ok ok k ok ok ok ks ok k ko ok k ok ok ok ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok ok ok k ok ok ok ok kK ok
BinlPC12 AAGCTGAGTGAGTGTCTCCAGGAGGTGTATGAGCCTGAGTGGCCTGGCAGGGATGAAGCG 300
BinlCHOF7 AAGCTGAGTGAGTGTCTCCAGGAGGTATATGAGCCCGAGTGGCCTGGCAGGGATGAAGCA 300
kokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk  kkkkkkkk & ok k& ok ok k& ok ok k& ok Kk % % ok k& %k * %
BinlPC12 AACAAGATAGCAGAGAACAATGACCTGCTATGGATGGACTATCACCAGAAGCTGGTGGAC 360
BinlCHOF7 AACAAGATTGCAGAGAACAATGACCTACTATGGATGGACTACCACCAGAAGCTGGTGGAT 360
Kok kkkkkk kkkkhkkhkrhkkkkkkkk hrkkkkkkkkkokkkk Kk k ok okkkokk k& ok k& ok kx %
BinlPC12 CAGGCTCTGCTGACCATGGATACCTACCTGGGCCAGTTCCCTGATATCAAGTCACGCATT 420
BinlCHOF7 CAGGCTCTGCTGACCATGGACACCTACCTGGGCCAGTTCCCTGACATTAAG-———————— 411
kkkkhkkkhkkkkkkkkhkkkkk khkhkkkhkrxkkhkkkkkkkkxkkkxk *k ***k
BinlPC12 GCCAAGCGGGGGCGGAAGCTGGTGGACTACGACAGCGCCCGGCACCACTATGAGTCTCTT 480
BinlCHOF7 o o o
BinlPC12 CAAACCGCCAAAAAGAAGGATGAAGCCAAAATTGCCAAGGCAGAAGAGGAGCTCATCAAA 540
BinlCHOF7 = = @ - GCAGAGGAGGAGCTCATCAAA 432

khkKkhkk hhkkkhkkkkhkkkkKhkKxKx*



BinlPC12 GCCCAGAAGGTGTTCGAGGAGATGAATGTGGACCTGCAGGAGGAGCTGCCATCCCTGTGG 600

Binl1CHOF7 GCCCAGAAGGTGTTTGAGGAGATGAATGTGGACCTACAGGAGGAGCTGCCATCCCTGTGG 492
hkhkkhkhkkhkhkkhhkkhkhkhkkhhkh dhhhkkhhkkhhkhkhkhkhkhkkhhkhkhhkhhkh ,hkhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhrkkhkhkkhkhkhkhkxkx*k
BinlPC12 AACAGCCGTGTGGGTTTCTATGTCAACACGTTCCAGAGCATCGCGGGTCTGGAGGARAAC 660
BinlCHOF7 ARCAGCCGTGTAGGTTTCTATGTCAACACGTTCCAGAGCATCGCGGGTCTGGAGGAGAAC 552
hkhkkhkhkkhkhkkhhkhkkhk *hhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhhhkkhhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkrkhkhkkhkhhkk *x*k
BinlPC12 TTCCATAAAGAGATGAGTAAGCTCAATCAGAACCTCAATGATGTCCTGGTCAGCCTAGAG 720
BinlCHOF7 TTCCATAAAGAGATGAGTAAGCTCAATCAGAACCTCAATGACGTCCTGGTCAGCCTAGAG 612
Ak hkhkkhkhkkhkhhkhkhkhhkhhkhkhhkhhkkhkhkhkhhkhkhkkhhkkhkhhkhkhkhhkkhhkhkhdx *,khhkkhkhkhkhkhkkhhkkhkhhhkxkhx*k
BinlPC12 ARGCAACACGGGAGCAACACCTTCACAGTCAAGGCCCAGCCCAGTGACAGCGCCCCTGAA 780
BinlCHOF7 ARGCAACATGGGAGCAACACCTTCACAGTCAAGGCCCAGCCCAGTGACAATGCGCCTGAR 672
khkkhkhkkhkhkkhkhk hhkkhhkkhhkhkhhkhkhkkhhkhkhhkhhkhhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkk * Kk Kk kkkk
BinlPC12 ARAGGGAACAAGAGCCCTTCACCTCCTCCAGATGGTTCCCCTGCTGCTACCCCTGAGATC 840
BinlCHOF7 ARAGGGAACAAGAGCCCTTCACCTCCTCCAGATGGCTCCCCTGCTGCTACCCCTGAGATC 732
Ak hkhkkhhkkhkhkhkhkhkhhkkhhkhkhhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkkhkhhkhkhkh ,hkhkhhkkhhkkhhkkhkhkhkhkhrkhkhkkhkhkhkhkkxkhx*k
BinlPC12 AGAGTGAACCATGAGCCAGAGCCGGCCAGTGGGGCATCGCCTGGGGCTACCATCCCCAAG 900
BinlCHOF7 AGAGTGAACCACGAGCCAGAGCCGGCCAGTGGGGCCTCACCTGGTGCCACCATCCCCAAG 792
khkhkhkkhkhkkhkhkhkkhhx *hhkhkhkhkhhkkhhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhhkh *k *hkkhkhk, **k *hhxkhkhkkhkhkhkxkx*
BinlPC12 TCCCCATCTCAGCTCCGGAAAGGCCCACCGGTCCCTCCGCCTCCCAAACACACCCCATCC 960
BinlCHOF7 TCCCCATCCCAG-— === === === === === ————— oo 804
Ak kkkhkkkhkk Kkkk
BinlPC12 ARGGAGATGAAGCAGGAGCAGATTCTCAGCCTTTTTGATGACGCATTTGTCCCTGAGATC 1020
BIinlCHOFT7 = —mm oo oo oo oo
Binl1PC12 AGCGTGACCACCCCCTCCCAGCCAGCAGAGGCCTCCGAGGTGGTGGCTGGAACCCAGGAG 1080
BIinlCHOFT7 = —mmmm oo oo oo
BinlPC12 CCAGGGGAGACAGCAGCCAGTGAAGCGACCTCCAGCTCTCTCCCGGCTGTGGTGGTGGAG 1140
BinlCHOF7 = ——————mmmmmmmmmmmmm AGCTCTCTTCCCGCCGTGGTGGTGGAG 831
khkkkkhkhkkk kk kk Kkhkkkkkhkkkkkk
BinlPC12 ACCTTCTCAGCAACTGTGAATGGCGCCGTGGAGGGCAGCACTACGACTGGACGCTTGGAT 1200
BinlCHOF7 ACCTTCTCAGCAACTGTGAATGGCGCCGTGGACGGCAGCAGTGGGACTGGGCGCTTGGAC 891

khkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk *hkkkkkkx * *hkkkkk kkkkkkkk

BinlPC12 CTGCCCCCGGGATTCATGTTCAAGGTGCAAGCCCAGCATGATTACACGGCCACTGACACT 1260
BinlCHOF7 ATGCCCCCGGGCTTCATGTTCAAGGTGCAAGCCCAGCACGATTATACGGCCACTGACACT 951
dhkkhkhkhkhkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkkhkkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkx
BinlPC12 GACGAGCTGCAACTCAAAGCTGGCGATGTGGTACTGGTGATCCCCTTCCAGAACCCAGAG 1320
BinlCHOF7 GATGAACTTCAACTCAAAGCTGGTGATGTGGTGCTGGTGATCCCCTTCCAGAACCCAGAG 1011

kk kk kk o kkkkkkkkhkkkkkk kkkkkkkk khkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk

BinlPC12 GAGCAGGATGAAGGCTGGCTCATGGGTGTGAAGGAGAGCGACTGGAATCGGCACAAGGAA 1380

BinlCHOF7 GAGCAGGATGAAGGCTGGCTCATGGGAGTGAAGGAGAGCGACTGGAACCAGCACAAAGAG 1071
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk * *hkkkkkx **

BinlPC12 CTGGAGAAATGCCGCGGCGTCTTCCCGGAGAATTTCACAGAGCGGGTG 1428

BinlCHOF7 CTGGAGAAATGCCGGGGCGTCTTCCCGGAGAATTTCACAGAGCGGGTG 1119

Kk hkhkhkhkkhkhkhhhhhkhk hhhkhhkhkhhAhhhhkhkhhAhdkhkhkhhAhdkhkk Ak kk kK

Figura 8: Alineamiento de secuencias nucleotidicas: Se muestra el alineamiento obtenido por el programa
ClustalW de las secuencias nucleotidicas de Bin1-1PC12 y Binl-10F7. En verde se muestran los nucleotidos

C, Ty G, y en rojo se muestran el nucledtido A. La identidad entre los nucledtidos se indica con un asterisco

k
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BinlPC12
BinlF7

BinlPC12
BinlF7

BinlPC12
BinlF7

BinlPC12
BinlF7

BinlPC12
BinlF7

MAEMGSKGVTAGKIASNVQKKLTRAQEKVLOKLGKADETKDEQFEQCVONENKQLTEGTR
MAEMGSKGVTAGKIASNVQKKLTRAQEKVLOKLGKADETKDEQFEQCVONENKQLTEGTR

hhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhhhhkkhkhrhkhkhhhkhkhrhkhkhkhhkhkhrhkhkhkhhkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkhkhk*xx

LOKDLRTYLASVKAMHEASKKLSECLOEVYEPEWPGRDEANKIAENNDLLWMDYHQKLVD
LOKDLRTYLASVKAMHEASKKLSECLOQEVYEPEWPGRDEANKIAENNDLLWMDYHQKLVD

hkhkhkhkkhhkhkhhkhkhAhAhkhhhhhhAhAhhhhrhkhhkhhdhrhhhkhhkdhrhkhhhhkdrrkhhhrhkhrrkhhrkhkxxx

QALLTMDTYLGQFPDIKSRIAKRGRKLVDYDSARHHYESLQTAKKKDEAKIAKAEEELIK
QALLTMDTYLGQFPDIK-—————————————————— - —— AEEELIK
AkhkAkkkk ) khkhkhkhkhkkkk*%%k *kkkkk Kk

AQKVFEEMNVDLOQEELPSLWNSRVGEYVNTFQSTIAGLEENFHKEMSKLNONLNDVLVSLE
AQKVFEEMNVDLOQEELPSLWNSRVGEYVNTFQSTIAGLEENFHKEMSKLNONLNDVLVSLE

hhkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhhhhAhhhhrhhhkhhdhrhhkhhhkdhrhkhhhrhkdrrhkhkhhrhkhrrkhhrkhkxx

KQHGSNTFTVKAQPSDSAPEKGNKSPSPPPDGSPAATPEIRVNHEPEPASGASPGATIPK
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hhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhk hhkhhhkhkrhkhkhhhkhkrhkhkhkhhkhkrhkhkhkhhkhkrhkhkhkhhkkhkrhkhkkhkhkxx

Figura 9: Alineamiento de secuencias proteicas. Se muestra el alineamiento obtenido por el programa

ClustalW de las secuencias de las proteinas de Bin1-1PC12 y Binl-10F7. En gris se resalta la secuencia de la

hélice 0 y en amarillo se indica el resto de la secuencia del dominio BAR. La identidad se muestra con un

asterisco *.

Las secuencias correspondientes a los aminodcidos se enviaron a la compaiiia Genscript para

el disefio de secuencias nucleotidicas modificadas de manera que estas puedan ser traducidas

de manera mas eficiente en E. coli. (Fig.10). La optimizacion de codones se realizd

cambiando codones utilizados comuinmente en células eucariontes por codones mas

utilizados por E. coli.

N-BAR completo

>NBARcomp
ATGGCAGAGATGGGGAGCAAGGGGGTGACGGCGGGGAAGATCGCAAGCAATGTTCAGAAGAAGCTGA
CTCGAGCTCAGGAGAAGGTCCTGCAGAAACTGGGGAAGGCGGATGAAACGAAGGATGAGCAGTTCGA
ACAGTGCGTCCAGAATTTCAATAAGCAGCTGACAGAGGGCACCCGGCTGCAGAAGGATCTTCGGACC
TACCTGGCTTCTGTTAAAGCCATGCACGAAGCCTCCAAGAAGCTGAGTGAGTGTCTCCAGGAGGTGT
ATGAGCCTGAGTGGCCTGGCAGGGATGAAGCGAACAAGATAGCAGAGAACAATGACCTGCTATGGAT
GGACTATCACCAGAAGCTGGTGGACCAGGCTCTGCTGACCATGGATACCTACCTGGGCCAGTTCCCT
GATATCAAGTCACGCATTGCCAAGCGGGGGCGGAAGCTGGTGGACTACGACAGCGCCCGGCACCACT
ATGAGTCTCTTCAAACCGCCAAAAAGAAGGATGAAGCCAAAATTGCCAAGGCAGAAGAGGAGCTCAT
CAAAGCCCAGAAGGTGTTCGAGGAGATGAATGTGGACCTGCAGGAGGAGCTGCCATCCCTGTGGAAC
AGCCGTGTGGGTTTCTATGTCAACACGTTCCAGAGCATCGCGGGTCTGGAGGAAAACTTCCATAAAG
AGATGAGTAAGCTCAATCAGAACCTCAATGATGTCCTGGTCAGCCTAGAGAAGCAACACGGGAGCAA
CACCTTCACAGTCAAGGCCCAGCCCTGA

>NBARcomp
MAEMGSKGVTAGKIASNVQKKLTRAQEKVLOKLGKADETKDEQFEQCVONEFNKQLTEGTR
LOKDLRTYLASVKAMHEASKKLSECLQEVYEPEWPGRDEANKIAENNDLLWMDYHQKLVD
QALLTMDTYLGQFPDIKSRIAKRGRKLVDYDSARHHYESLQTAKKKDEAKIAKAEEELIK
AQKVFEEMNVDLQEELPSLWNSRVGFYVNTFQSTAGLEENFHKEMSKLNONLNDVLVSLE
KQHGSNTFTVKAQP-
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N-BAR-6

>NBAR-6
ATGGCAGAGATGGGGAGCAAGGGGGTGACGGCGGGGAAGATCGCCAGCAACGTACAGAAGAAGCTGA
CCCGAGCGCAGGAGAAGGTCCTGCAGAAACTGGGGAAGGCGGATGAGACTAAGGATGAGCAGTTTGA
GCAGTGTGTCCAGAACTTCAATAAGCAGCTGACAGAGGGCACCCGGCTGCAGAAGGATCTCCGCACC
TACCTGGCTTCTGTTAAAGCCATGCACGAAGCCTCCAAGAAGCTGAGTGAGTGTCTCCAGGAGGTAT
ATGAGCCCGAGTGGCCTGGCAGGGATGAAGCAAACAAGATTGCAGAGAACAATGACCTACTATGGAT
GGACTACCACCAGAAGCTGGTGGATCAGGCTCTGCTGACCATGGACACCTACCTGGGCCAGTTCCCT
GACATTAAGGCAGAGGAGGAGCTCATCAAAGCCCAGAAGGTGTTTGAGGAGATGAATGTGGACCTAC
AGGAGGAGCTGCCATCCCTGTGGAACAGCCGTGTAGGTTTCTATGTCAACACGTTCCAGAGCATCGC
GGGTCTGGAGGAGAACTTCCATAAAGAGATGAGTAAGCTCAATCAGAACCTCAATGACGTCCTGGTC
AGCCTAGAGAAGCAACACGGGAGCAACACCTTCACAGTCAAGGCCCAGCCCTGA

>NBAR-6
MAEMGSKGVTAGKIASNVQKKLTRAQEKVLOKLGKADETKDEQFEQCVONENKQLTEGTR
LOKDLRTYLASVKAMHEASKKLSECLOQEVYEPEWPGRDEANKIAENNDLLWMDYHQKLVD
QALLTMDTYLGQFPDIKAEEELIKAQKVFEEMNVDLQEELPSLWNSRVGEYVNTFQSIAG
LEENFHKEMSKLNONLNDVLVSLEKQHGSNTFTVKAQP-

Figura 10: Secuencias de los genes sintéticos obtenidos de la compaiiia Genscript. Se muestran las

secuencias nucleotidicas enviadas por la compafiia Genscript y su traduccion, in silico.

La compaiia Genscript envi6 las construcciones en el vector de clonacion pUCS57 (Fig.11).
Las secuencias codificantes para los dominios BAR y BAR A6 se liberaron de este vector
utilizando las enzimas de restriccion BamHI y HindlIII, para ser clonadas en el vector de
expresion pET23 procesado con las mismas enzimas de restriccion. El vector pET23 cuenta

con un promotor dependiente de la RNA polimerasa del fago T7 (Fig.12).

EcoD1090 2898 Pfol 46  SstAFl 179
Aanl 2641, / Nde) 183
Sspl 2525 | | / Ehel 235

Paml 2213

Begl 2230
Seal 20 _ ™

Gsin 1808~

Cr10l 1803 .~
EFco31l 1790~
Earmi106l 1718

\
\ \BseYl 1134
\ can 1241

Figura 11: Vector de clonacién pUCS7. Se muestran los sitios de restriccion del vector, en azul se indica el

sitio de clonacion multiple, MCS.
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- Hinc Il Eagl .
_Ndel Nhel Ti-Tag PL172°% BamH| EcoR| Sacl  Sall Hindlll _Notl  Xhol His*Tag
TATACATATGGCTAGCATGACTGLT GGACAGCAAATGLGGTCGLGGATCCGAAT TCGAGLC TCCGTCGACAAGE T TGEGGCCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
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MethAlaSer . .. GlyArglleArgl leArgAlaProSerThrSerleuArgProHisSerSerThrThrTheThrThrThrGlu
Bpu11021 T7 terminator
GATCCGGCTGC TAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGC TGC TGCCACCGL TGAGCAAT AACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTARACGGGTCT TGAGGGGTTTTTIG
-
TT terminator primer #69337-3

PET-23a-d(+) cloning/expression region

Figura 12: Vector de expresion pET23. Se muestran los sitios de restriccion del vector.
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Preparacion de bacterias competentes.

Se inocularon 5 mL de medio SOB con cepas de E. coli conservadas en glicerol al 50 % a —
70 ° C, se incubaron 16 h en agitacion y a 37 ° C. El medio "“stperoptimo’’, SOB contiene
magnesio, cuya presencia en cultivos incrementa su competencia, capacidad de las bacterias
de internalizar plasmidos®!. Se utilizaron 200 pL del cultivo saturado para inocular 10 mL de
medio SOB, que se incubaron a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una absorbancia de 0.5 a
una longitud de onda de 550 nm. Los cultivos se incubaron en hielo por 10 min, y se
centrifugaron a 2300 revoluciones por minuto (rpm) por 12 min a 4 ° C. Las pastillas de
bacterias obtenidas por centrifugacion se resuspendieron en 800 uL de amortiguador de
transformacion I, TFBI frio (acetato de potasio 30 mM, cloruro de rubidio 100 mM, cloruro
de calcio 10 mM, cloruro de magnesio 50 mM, glicerol 15%, ajustado a pH de 6.5 y
esterilizado por filtracion) e incubadas en hielo por 15 min. Las bacterias se centrifugaron
nuevamente a 2300 rpm durante 12 min a 4 ° C, las pastillas se resuspendieron en 800 uL de
amortiguador de transformacion II, TFBII frio (cloruro de rubidio 10 mM, cloruro de calcio
75 mM, acido 3(n-morfolino)-propanosulfénico, MOPS 10 mM, glicerol 15%, ajustado a pH
de 6.5 y esterilizado por filtracién), y se incubaron en hielo por 15 min. Finalmente, la

suspension de bacterias se distribuyo en alicuotas de 50 pL que se almacenaron a - 70 ° C.

Transformacion de bacterias competentes.

Se agregaron 100 ng de acido desoxirribonucleico (DNA) plasmidico a 50 pL de bacterias
competentes, se incubaron 30 min en hielo, posteriormente 90 s a 42 °C y finalmente 5 min
en hielo. Se inoculé 1 mL de medio SOB con las bacterias previamente sometidas a choque
térmico, y se incubaron a 37 °C en agitacion por una hora. El medio con bacterias recuperadas
se centrifugod a 13,000 rpm por 15 s y la pastilla se esparci6 en placas de LB con ampicilina

a 100 pg/mL y cloranfenicol a 34 ug/mL que se incubaron 16 h a 37 °C.

Extraccion de DNA plasmidico.

Los plasmidos utilizados se extrajeron utilizando el método de lisis alcalina. Este método de
extraccion de acidos nucleicos esta basado en la propiedad del ADN circular de doble cadena
de resistir tratamientos alcalinos, especificamente pH 12, seguidos de neutralizacion,

contrario al DNA gendémico o DNA circular con incisiones que precipitan®?4?,
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Se inocularon 5 mL de medio SOB adicionado con antibi6ticos selectivos, con una colonia
transformante de la cepa XL1-Blue de E. coli, y se incubaron 16 h a 37 °C en agitacion.
Después de la incubacion, el cultivo se centrifugd a 13,000 rpm, a 4 °C por 10 min, y el
sobrenadante se removi6. La pastilla se resuspendio en 300 pL de solucion I (Tris 50 mM a
pH 8, EDTA 10 mM, RNAsa 100 pg/mL) y se agregaron 300 pL de solucion IT (NaOH 200
mM, dodecilsulfato de sodio, SDS 1 %). La mezcla se incubd 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente se agregaron 400 puL de solucion I (KCH3COO 1 M pH 5.0) para neutralizar
el NaOH y se incub6d nuevamente 5 min a 4 °C. La mezcla se centrifug6 a 12,000 rpm por 5
min a 4 °C. El sobrenadante se recupero y se le agregé 1 mL de etanol frio. La mezcla con
etanol se centrifugd a 12,000 rpm por 30 min a 4 °C. Después de centrifugar la mezcla, se
retir6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 50 pL de agua. La pastilla reconstituida
se incubod con 400 pL de amortiguador para RNAasa y dos unidades de RNAasa RNAse One
(Promega ® Madison, WI, EUA), durante 30 min a 37 °C. Se agregaron 450 pL de mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (en proporcion 25:24:1) y se agitaron en un mezclador
de vortice por 2 min. Se prosiguié a centrifugar la mezcla a 12,000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente, la fase acuosa se recuperd, y se le agregd un volumen equivalente de
isopropanol frio al 70%, para después ser incubada a -80 °C durante 1 h. Después de la
incubacion, la mezcla se centrifugd a 12,000 rpm por 30 min a 4 °C y el sobrenadante se

retiro. La pastilla se resuspendid en 50 uL de agua.

Analisis por electroforesis en geles de agarosa

Los productos de digestiones de DNA se analizaron en geles de Tris-Acetato-EDTA (TAE)
agarosa al 2%. Las muestras se cargaron en el gel con un amortiguador de carga y se
corrieron a 100 V durante 1 h en amortiguador TAE 1X. Los geles se tifiieron posteriormente
en una solucioén de bromuro de etidio 0.5 mg/mL por 10 min y se lavaron en H>O destilada
dos veces por 5 min. Una vez tefiidos los geles, se visualizaron en un transiluminador de luz

ultravioleta.

Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa
Se digirieron dos vectores con el mismo par de enzimas de restriccion. Los fragmentos
generados se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 1%. El gel se tifi6 con

bromuro de etidio y se visualiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta. Los fragmentos
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de interés se cortaron del gel con una navaja. El DNA digerido se extrajo de los geles de
agarosa utilizando el kit comercial QIAEX II. Se prosiguio a pesar los fragmentos de agarosa
y dependiendo del peso obtenido se agregaron 3 volumenes del amortiguador QXI.
Dependiendo de la cantidad de DNA en la muestra, previamente determinada en un
espectrofotometro a través de la absorbencia a longitud de onda de 280 nm, se agregaron 10
uL de amortiguador con perlas, QIAEXII. La mezcla se incubd a 50 °C por 10 min mientras
se agitaba cada 2 min. La mezcla se centrifug6 30 s en una micro-centrifuga a 13,000 rpm.
El sobrenadante se retir6 y la pastilla se resuspendié en 500 puL. de amortiguador QXI, se
agitd en un mezclador tipo vortice, se centrifugé por 30 s a 13,000 rpm y el sobrenadante se
retird. Se repitid dos veces el lavado pero con amortiguador PE. La pastilla se sec6é durante
15 min. E1 DNA se eluy6 de las perlas agregando 20 pL de H>O y se agité la muestra. La
muestra se incubd a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugd por 30 s, el sobrenadante

se recolecto.

Desfosforilacion por fosfatasa alcalina
Los plasmidos digeridos se prepararon para llevar a cabo reacciones de ligacion. Para esto,
se desfosforilaron los plasmidos en los que se subclonarian los insertos correspondientes a

las secuencias de los dominios BAR con la finalidad de evitar la religacion de los plasmidos.
Se incubd 1 pg de plasmido digerido con 1 unidad de fosfatasa alcalina de camardn (Roche)
auna concentracion 1X de amortiguador de la enzima en un volumen final de 10 pL durante

15 min a 37 °C. La enzima se inactivo incubando 15 min a 65 °C.

Ligacion de DNA

Para llevar a cabo las reacciones de ligacion de DNA se utilizo la ligasa del fago T4. Se
incubaron 3 pg de DNA liberado del vector de clonacién con 1 pg de vector linearizado y
desfosforilado en presencia de 400 unidades de ligasa, a una concentracion 1X de

amortiguador enzimatico, en un volumen final de 20 uL de reaccion, durante 16 ha 16 °C.

La reaccion se utilizd para transformar bacterias competentes y seleccionar clonas.
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Produccion de proteinas recombinantes

Pruebas de expresion
Se utilizaron las siguientes cepas de E. coli para determinar las condiciones idoneas para la

sobreexpresion de las proteinas recombinantes:

% Origami (DE3) pLysS
¢ BL21 Codon Plus pLysS
% BL21 (DE3) pLysS

Estas cepas se han derivado de la cepa BL21 (DE3), que cuenta con dos mecanismos para la
eficiente produccion de proteinas con alta especificidad®®. Esta cepa cuenta con un promotor
Lac mutante, conocido como LacUVS5, que se puede inducir por lactosa o analogos y es
insensible a la represion catabolica, esto es, por la presencia de fuentes de carbono, como
glucosa®®. La sobreexpresion de proteinas necesita de una maquinaria que utilice la mayor
cantidad posible de recursos del organismo en el que se expresen. La transcripcion de genes
por la RNA polimerasa bacteriana representaria niveles de transcripcion insuficientes, dado
que estaria transcribiendo multiples RNAm de la bacteria. La RNA polimerasa del fago T7
bajo control del operador LacUVS5 fue clonada en el cromosoma de E. coli a través de la
infeccién por el fago AD69%. La T7-RNA polimerasa es especifica para sus promotores, de
los cuales, no se encuentra ninguno en el genoma de E. coli y produce cadenas de RNA 5
veces mas rapido que la RNA polimerasa de E. coli®®. Ademas de esto, las cepas utilizadas
también cuentan con el plasmido pLysS, que confiere resistencia a cloranfenicol e incluye
la secuencia codificante del inhibidor natural de la RNA-polimerasa del bacteriéfago T7, la
lisozima del bacteriofago T7. De esta manera, la transcripcion basal de genes clonados en
vectores con promotores T7 es inhibida por la lisozima. Al agregar un agente inductor, los
niveles de expresion de la RNA polimerasa aumentan, de manera que se acumulan niveles

de esta proteina suficientemente altos para escapar el control por la lisozima®’.

Estas cepas de bacterias se sometieron al protocolo para inducir competencia quimica y se
almacenaron a — 70 °C. Se transformaron estas bacterias con 100 ng de los plasmidos
deseados, se plaquearon en medio LB-agar con antibioticos selectivos en cajas de Petri y se

incubaron a 37 °C durante 16 h. Se utilizaron colonias de las bacterias transformantes para
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inocular 3 mL de medio SOB con antibioticos selectivos y se incubaron 16 h a 37 °C en
agitacion. Se tomaron 500 pL de éstos cultivos para inocular 100 mL de medio SOB con
antibioticos selectivos en matraces de 250 mL y se incubaron a 37 °C en agitacion hasta que
los cultivos alcanzaron una densidad 6ptica, DO de 0.8. Una vez alcanzada ésta DO, se
agregaron 10 uL de IPTG 1 M para alcanzar una [IPTG] de 100 uM. Posteriormente, se
incubaron los cultivos a 30 °C durante 4 h. Posteriormente a la incubacion, los cultivos se
centrifugaron en un rotor JA-14 utilizando una centrifuga J-26XP (Beckman Coulter, Inc.,
Indianapolis, Indiana, EUA) a 6000 rpm durante 30 min a 4 °C. Las pastillas de bacterias se
resuspendieron en un amortiguador Tris 20 mM, Hepes 20 mM, pH 7.4 con concentraciones
variables de NaCl. La suspension se sonico en hielo con un sonicador Vibrasonics en ciclos
de 1 min a 40 % de potencia con pulsos de 1 s. Las pastillas sonicadas se centrifugaron a
15000 rpm durante 1 h a 4 °C en un rotor JA-25.50 utilizando una centrifuga J-26XP. Se
recolectod el sobrenadante, se filtr6 con una membrana de 0.22 pum y se utilizo para la

determinacion de la sobreexpresion de la proteina de interés.

Cuantificacion de proteina por reduccion de acido bicinconinico

La concentracion de proteina en los diferentes pasos de purificacion utilizados se determin6
utilizando el kit comercial MicroBCA basado en el método de determinacion de proteina por
4cido bicinconinico y cobre®® (Thermo Scientific®, Rockford, Illinois, E.U.A.). Este kit

utiliza el 4cido bicinconinico para detectar enlaces peptidicos mediante la reduccion del i6n

2+ 1

caprico, Cu *', a i6n cuproso, Cu '" por proteinas en un ambiente alcalino. El é4cido
bicinconinico quela iones cuprosos en un complejo de dos moléculas por ion y éste absorbe
luz a una longitud de onda de 562 nm. La formacion de este complejo es dependiente del
nimero de enlaces peptidicos, la presencia de cisteina, cistina, triptdfano y tirosina. Este kit
detecta concentraciones de proteina en un rango linear de 2 a 40 pg/mL. Para determinar la
concentracion de proteina de las fracciones obtenidas se realizo una curva estandar de la

siguiente manera:

Se prepar6 una solucion concentrada de 200 pg/mL de albumina sérica bovina, BSA, de la
cual se tomaron los siguientes volumenes para obtener las siguientes concentraciones en un

volumen final de 75 uL (Tabla 1.):

~ 29 ~



Concentracion - ~ Vol. BSA

pg/mL 200 pg/mL -
pL

80 30

40 15

30 11.25

20 7.5

15 5.625

10 3.75

5 1.875

0 0

Tabla 1: Curva de calibracion para determinacion de concentracion de proteina por método de acido
bicinconinico. Se muestran las concentraciones utilizadas en la curva de calibracion y los volumenes de BSA

utilizados.

Se tomaron 5 uL de las muestras cuya concentracion de proteina era desconocida y se
llevaron a un volumen final de 75 pL con agua destilada, diluyendo la muestra con un factor
de 15. Posteriormente, se agregaron 75 pL de una solucién de cobre compuesta por los
reactivos A, B y C en proporcion 25:24:1, tanto a las muestras como a los pozos con las
soluciones de curva de calibracion y se incubaron durante 30 min a 65 °C. Se determin¢ la
absorbencia de la curva de BSA y de la muestra a con el filtro de 570 nm en un lector de
placas modelo 550 (Bio-Rad, Hercules, California, EUA) y se determino la linearidad de la
curva con un tratamiento de regresion lineal. Habiendo determinado la linearidad de la curva
estandar, se extrapolaron las lecturas de las muestras y se determind la concentracion de

proteina.

Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE

Las muestras de proteina fueron visualizadas en geles de poliacrilamida-SDS para
determinar la presencia de las proteinas recombinantes. Dependiendo de la proteina de
interés se prepararon geles de poliacrilamida-SDS al 10 o al 12 %. Las muestras se cargaron
en los geles con un amortiguador de carga (Tris 50 mM, DTT 100 mM, SDS 2 %, azul de
bromofenol 0.1 %, glicerol 10 %). Los geles se sumergieron en una soluciéon de Tris 25 mM,

Glicina 250 mM, SDS 0.1 % y se sometieron a un voltaje de 130 V durante 1:30 h.
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Escalamiento de sobreexpresion

Habiendo determinado las condiciones idoneas de sobreexpresion de la proteina de interés,
se realizaron experimentos de expresion en volimenes de cultivo de 3 L. Para esto, se
inocularon 30 mL de medio SOB con antibioticos selectivos con una colonia transformada
con el plasmido de interés y se incubaron en agitacion 16 h a 37 ° C. Posteriormente, se
inocularon 6 matraces de 2 L con 500 mL de medio SOB y antibioticos con 5 mL del cultivo
saturado. Los cultivos se incubaron en agitacion a 37 ° C hasta que alcanzaron una DO de
0.6. Una vez que estos cultivos alcanzaron la DO deseada, a cada matraz con 500 mL de
cultivo se le agregaron 500 uL de IPTG 100 mM para llegar a una concentracion final de
IPTG de 100 uM. Habiendo agregado el IPTG a los cultivos, éstos se incubaron en agitacion
durante 4 h a 20 ° C. Una vez finalizado el tiempo de sobreexpresion, se recolectaron los
cultivos y se centrifugaron en un rotor JA-10 utilizando una centrifuga J-26XP (Beckman-
Coulter) a 4 ° C durante 30 min a 6000 rpm. Las pastillas celulares obtenidas se procesaron

como se describid previamente.

Purificacion de proteinas

Purificacion por precipitacion con sulfato de amonio

Se utiliz6 como primer paso de purificacion la precipitacion de proteinas con sulfato de
amonio. Se agregd sulfato de amonio al extracto de proteinas hasta llegar a las
concentraciones de 20, 40 y 60 % (peso/volumen). El sulfato de amonio se agregd
lentamente a la solucion en agitacion y a 4 °C. Habiendo agregado todo el sulfato de amonio
para alcanzar un porcentaje de saturacion, se centrifugd la suspension 15 mina 12,000 gy a
4 °C. El precipitado se resuspendid en 2 mL de amortiguador de lisis y el sobrenadante se

utiliz6 para precipitar proteinas con la siguiente concentracion de sulfato de amonio.

Sistema de cromatografia liquida de desempeiio rapido (FPLC)
Todos los métodos cromatograficos utilizados para la purificacion de proteinas realizados
en este trabajo se llevaron a cabo en un sistema de cromatografia de desempefio rapido,

FPLC (Pharmacia, ahora, General Electric, Uppsala, Suecia).
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Purificacion por cromatografia de intercambio aniénico

En el caso de los cultivos de sobreexpresion en los que la lisis se llevd a cabo en
amortiguadores de acoplamiento a columna de intercambio anionico, (Tris 20 mM, fosfatos
20 mM pH 8.0, o Tris 20 mM pH 8.0) el extracto fue inyectado directamente a las columnas
HiTrapQ o Sourcel5Q. En los casos en los que las proteinas se encontraban en
amortiguadores con NaCl, se dializaron contra amortiguadores sin sal. Las didlisis se
realizaron vertiendo las fracciones de proteinas de interés en una bolsa con porosidades
impermeables a moléculas de peso mayor a 10 kDa (Cellusep), la cual se sumergié en un

volumen 1000 veces mayor y se incubd en agitacion, a 4 ° C durante 16 h.

Se utilizaron dos columnas de intercambio anidnico. Las columnas utilizadas se conservaron
a4 ° C en una solucién de etanol al 20 %. La primer columna en utilizarse fue la columna
HiTrap FF(5 mL) (General Electric, Uppsala, Suecia). Esta columna estd compuesta de una
matriz de agarosa entrecruzada con dextran al 6 % con porosidades de 45 a 165 pm y con
una capacidad de unién de proteina de alrededor de 130 mg/mL de medio. Previo al inicio
de las purificaciones realizadas, la columna se lavd durante 10 min con agua destilada con
un flujo de 5 mL/min. Posteriormente, se lavd de la misma manera pero con amortiguador
de elucion (Se utilizaron 2 amortiguadores de elucion, Tris 20 mM, fosfatos 20 nM, NaCl
IM pHS8.0 y Tris 20 mM, NaCl 1M pH&8.0), para después repetir €ste paso de lavado con
amortiguador de acoplamiento. Las muestras se inyectaron a un flujo de 5 mL/min, después
de lo cual, se prosigui6 a lavar la columna con amortiguador de acoplamiento al mismo flujo
y hasta que la sefal de absorbencia a 280 nm alcanzara la linea basal. Posteriormente, se
inici6 la elucion de proteinas acopladas a la matriz de la columna con un programa de 90
min en el que la concentracion del amortiguador de elucion aumentd de 0 a 100 % mientras

el equipo de FPLC recolectaba fracciones cada minuto.

La segunda columna utilizada fue la columna Source 15 Q (General Electric, Uppsala,
Suecia). Esta columna esta compuesta de perlas de poliestireno y divinil benceno de 15 pum.
La coumna se lavo con agua destilada como se describi6 previamente, utilizando un flujo de
2 mL/min. Las muestras se inyectaron a un flujo de 2 mL/min, después de lo cual se realiz6
un lavado con amortiguador de acoplamiento, como se describidé previamente.

Posteriormente, se realizo un gradiente de elucion a un flujo de 2 mL/min de 0 a 30 % de
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amortiguador de elucion durante 1 h mientras el equipo de FPLC recolectd fracciones cada

minuto.

Purificacion por cromatografia de filtracion en gel

Para la purificacion por exclusion de peso molecular se utilizo la columna Superdex 200
10/300GL (General Electric, Uppsala, Suecia). Esta columna esta compuesta de una matriz
de perlas de 13 um de agarosa y dextran entrecruzados. La columna se lavo con agua
destilada durante 1 h a un flujo de 0.5 mL/min, después se equilibré con el amortiguador
deseado a un flujo de 0.5 mL/min. Las muestras se inyectaron en un volumen menor a los
500 pL y se mantuvo un flujo de 0.5 m/min durante 1 h mientras el sistema FPLC recolectd

fracciones cada minuto.

Inmunoensayo tipo western

Para confirmar la presencia de las proteinas recombinantes en los ensayos de expresion, se
realizaron inmunoensayos tipo western. Se cargaron 40 pg de proteina en geles de
poliacrilamida y SDS al 12 %. Los geles se sometieron a un voltaje de 120 V durante 1:30 h.
Posteriormente se transfirieron las proteinas separadas en los geles a membranas de fluoruro
de polivinilideno previamente incubadas en metanol durante 5 min sometiéndoles a un
amperaje constante de 400 mA durante 1 h a 4 °C. Las membranas de PVDF con proteina se
incubaron con agitacion a 4 ° C durante 12 h en una solucion de bloqueo, consistente en
amortiguador salino (NaCl, KCI, pH 7.4), Tween 20 al 0.1 % y leche descremada al 5 %.
Posteriormente las membranas se incubaron en soluciéon de bloqueo con el anticuerpo
policlonal anti-Anfifisina II N-19 sc-8534 (Santa Cruz Biotechnologies Inc., Dallas, Texas,
EUA) diluido en una proporcion de volumen 1:500, con agitacion durante 24 h a 4 °C.
Terminado el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron 3
veces durante 10 min a temperatura ambiente en soluciéon de bloqueo durante 15 min.
Posteriormente, las membranas se incubaron en solucion de bloqueo con el anticuerpo
secundario anticabra acoplado a peroxidasa de rabano sc-2033 (Santa Cruz Biotechnologies
Inc., Dallas, Texas, EUA) diluido en una proporcion de volumen 1:500 durante 12 ha 4 °C
y en agitacion. Habiendo finalizado la incubaciéon con el anticuerpo secundario, las
membranas se lavaron 3 veces en una solucion de TBS y Tween 20 al 1 % durante 15 min.

Finalmente las membranas se utilizaron para llevar a cabo la reaccion de
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quimioluminiscencia agregando 1 mL de substrato de peroxidasa de rabano con luminol
(Merck-Millipore, Billerica, Massachusetts, EUA) en oscuridad. Se permiti6 que la reaccion
procediera durante 1 min, después de lo cual se expusieron placas autoradiograficas (Kodak,
Rochester, NY, EUA) a las membranas durante 2 s. Las placas se incubaron durante 30 s en
solucion de revelador, posteriormente se lavaron en agua destilada y finalmente se incubaron

durante 30 s en solucién de fijador.

Analisis de remodelado de vesiculas lipidicas

Preparacion de vesiculas gigantes

Se disolvieron 50 mg de palmitoil-oleoil-fosfatidilglicerol, POPG (Avanti Polar Lipids,
Alabaster, Alabama, EUA) en 1 mL de cloroformo. De ésta solucion se tomaron 24.65 uL y
se diluyeron en 2 mL de cloroformo. Para las preparaciones de palmitoil-oleoil-
fosfatidilcolina, POPC (Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, EUA) se tomaron 54 pL
de una solucion a 25 mg/mL en cloroformo. Estas soluciones se secaron bajo un flujo
constante de nitrogeno durante 4 h en un vial de vidrio previamente lavado con cloroformo.
Una vez que la mayoria del cloroformo se evapord, los viales se incubaron en una cdmara al
vacio durante 16 h para eliminar trazas de cloroformo restante. Habiendo secado las
preparaciones de lipido, se resuspendieron en 2 mL de amortiguador para tener una

concentracion de POPG de 900 uM. Los lipidos rehidratados se incubaron 16 h a 37 °C.

Caracterizacion de liposomas mediante ensayos de turbidez.

Para determinar si las proteinas obtenidas son capaces de modificar el tamafio de vesiculas
gigantes, se analizaron las muestras de vesiculas lipidicas en ausencia y presencia del
dominio BAR a través de determinaciones de turbidez; estos ensayos han sido utilizados
para la caracterizacion del tamafio y forma de liposomas. Se ha determinado que la
absorbancia de una muestra de liposomas es proporcional a su radio y lamelaridad®. Esto,
sin embargo es aplicable a muestras de particulas de diametros homogéneos. No obstante, el
objetivo de este trabajo no es determinar el tamafo exacto de las vesiculas estudiadas, sino
evaluar el efecto de los dominios BAR y BARG6 sobre poblaciones de vesiculas de lipidos de
diferentes caracteristicas. Se realizaron experimentos en cajas transparentes de 96 pozos
(Corning, Tewksbury, Massachussets, EUA). A cada pozo se agregaron 100 uL. de POPG

900 uM, en el caso de los pozos control, se agregaron 50 uL de amortiguador y en los pozos
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experimentales se agregaba el volumen necesario para obtener concentraciones de proteina
de 5, 15 y 30 uM, el volumen restante se alcanzaba agregando la cantidad necesaria de
amortiguador. Habiendo preparado todos los pozos, la placa se insert6 en un
espectrofluorometro Synergy HT (Biotek, Winooski, Vermont, EUA). El fluorémetro leyo

la absorbancia de los pozos a 500 nm cada 2 min durante 1 ha 37 ° C.

Microscopia electronica de transmision.

Para determinar los cambios de morfologia que ejerce el dominio BAR sobre vesiculas de
lipidos polares las muestras obtenidas se visualizaron mediante microscopia electronica de
transmision, utilizando la técnica de tincion negativa. Las preparaciones de lipidos polares
en presencia y en ausencia del dominio BAR se incubaron 1 h a 37 °C. Después de esto, se
tomaron 8 pL y se depositaron sobre rejillas de cobre recubiertas de carbono durante 10 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 8 pL de acetato de uranilo a las
muestras y se incubaron durante 10 min. Las mezclas de muestras y acetato de uranilo se
retiraron con papel filtro Whatman. Finalmente se secaron las muestras bajo una ldmpara de
Tungsteno durante 20 min. Las rejillas se visualizaron en un microscopio electronico JEM
12000 EIl (JEOL, Tokio, Japon) a 80 kV en la unidad de microscopia del Instituto de

Fisiologia Celular.
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Resultados

Generacion de construcciones

Las construcciones sintetizadas por la compafiia Genscript fueron analizadas a través de
digestiones con enzimas de restriccion para verificar el correcto peso molecular de los insertos
NBARFULL y NBARG6. Al disefiar las construcciones, se incluyeron sitios de corte de las
enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, flanqueando en 5 y 3’ respectivamente la secuencia
de los dominios N-BAR. Al digerir con sélo la enzima EcoRI es posible observar las bandas
de los plasmidos linearizados pUC57NBARG6 y pUC57NBARFULL con pesos de 3379 pb y
3487 pb, respectivamente. Se confirmo el peso de los insertos NBARFULL y NBARG6, 777 y
669 pares de bases al digerir las construcciones con las enzimas BamHI y HindIII, ademas del

fragmento de 2710 pb, correspondiente al vector pUC57 (Fig.13).

BARG BARFULL
Lin Lib

Figura 13. Digestiones diagnéstico de construcciones: Se muestran las digestiones de las construcciones
pUCS57-NBAR6 BARG6 y pUC57-NBARFULL BARFULL. Los plasmidos se digirieron con la enzima EcoRlI,
que linearizoé los plasmidos, Lin y también se digirieron con las enzimas BamHI y HindIII que liberaron los
insertos de los plasmidos, Lib. Se indican los marcadores de peso molecular PM.
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Para poder obtener resultados adecuados en las reacciones de ligacion de DNA, es necesario
obtener altas cantidades de DNA. Se logré digerir 3 pg de las construcciones pUCS57-
NBARFULL y pUC57-NBARG6 con las enzimas BamHI y HindlIlIl para liberar su inserto
(Fig.14). Asimismo se logr6 digerir 1 pg del vector de expresion pET23b con las mismas
enzimas de restriccion (Fig.14). Los fragmentos de las digestiones se separaron por

electroforesis en geles de agarosa. Se cortaron los fragmentos y se utilizaron para la reaccion

de ligacion.
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Figura 14. Liberacion de insertos para subsecuente ligacion: Se muestran las digestiones con las enzimas
BamHI y HindIII de los plasmidos pUC57-NBARFULL, pUC57NBARG6 y pET23b, y los marcadores de peso
molecular PM.
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Los fragmentos separados por electroforesis fueron purificados con un kit de extraccion de
acidos nucleicos a partir de agarosa. Con los fragmentos de DNA purificados se llevaron a
cabo las reacciones de ligacion. Los productos de las reacciones de ligacion. Las colonias
resistentes se utilizaron para extraer plasmido. Los plasmidos obtenidos de las colonias
transformantes se analizaron por digestiones con enzimas de restriccion. Se obtuvieron
multiples colonias que incorporaron los insertos BARFULL y BARG6 al vector de expresion

pET23b, de 3665 pb (Fig.15)
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Figura 15. Digestiones diagnostico de nuevas construcciones: Se muestran las digestiones con las enzimas BamHI y HindIIl
de los plasmidos pET23b-NBARG6 y pET23b-NBARFULL obtenidos por reacciones de ligacion. Se indican los marcadores de
peso molecular, PM.
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Pruebas de sobreexpresion

Se utilizo la construccion pET23BARFull en pruebas de expresion las cepas de E. coli BL21 CodonPlus,
BL21(DE3) y OrigamiB. La presencia de bandas de alrededor de 28 kDa se observo en los extractos de
proteina de cultivos transformados con la construccion pET23BARFull (Fig.16). La induccion de la
expresion de la proteina recombinante fue evidente en los extractos de proteina de cultivos inducidos con

IPTG. La cepa en la que se observo una mejor induccion de la expresion de la proteina recombinante fue

la cepa BL21 Codon Plus (Fig.16).

Figura 16: Sobreexpresion de proteina recombinante BARFULL. Tincion Coomasie en gel de poliacrilamida-SDS (10%).
Se indican los marcadores de peso molecuar, PM, las cepas de bacterias E. coli, BL21 Codon Plus, CP, BL21 (DE3), DE3,
Origami B, Ori. También se indica si las bacterias no fueron transformadas, ST, o transformadas con el vector pPET23BARF, T.

De igual manera, se indica la ausencia, =, o presencia, +, de IPTG a una concentracion de 100 uM.
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La expresion de la proteina recombinante BARG6 se evalu6 en las cepas BL21 Codon Plus y Origami B. Los
niveles de expresion fueron menores en comparacion a los obtenidos para la proteina BARFull. Se
evaluaron diferentes tiempos de induccion (Fig.17). La expresion de la proteina recombinante aumentd en

los cultivos conforme al tiempo de induccion de estos, se obtuvo el mayor nivel de expresion en ambas

cepas a las 12 h de induccion (Fig.17).
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Figura 17: Optimizacion de la expresiéon de proteina recombinante BARG6. Tincion Coomasie en gel de poliacrilamida-SDS
(12 %). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, las cepas de bacterias E. coli, BL21 Codon Plus, CP y Origami B,
Ori. También se indica si las bacterias no fueron transformadas, ST, o transformadas con el vector pET23BARG6, T. De igual
manera, se indica la ausencia, -, o presencia, +, de IPTG a una concentraciéon de 100 uM; y el tiempo de incubacion de los
cultivos, 0, 2, 4, 8 0 12 h. La induccion de la proteina BARG6 se indica con una raya negra.
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Debido a que los niveles de expresion de la proteina BAR6 no incrementaron en las condiciones
mencionadas, se busco la concentracion de IPTG en la que se pudiera aumentar el nivel de expresion de la
proteina. Se utilizaron cuatro concentraciones de IPTG en los cultivos de bacterias transformadas con el
plasmido pET23BARG6, 0, 0.3, 0.5 y 1 mM. El efecto del IPTG fue evidente, desde la concentracion de 0.3
mM se observa una banda de peso molecular aparente de 26 KDa; sin embargo, este efecto no es

proporcional a la concentracion de IPTG (Fig.18).
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Figura 18: Optimizacion de la expresion de proteina recombinante BARG6. Se indican los marcadores de peso molecular,
PM, bacterias BL21 Codon Plus sin transformar C+ y las concentraciones de IPTG utilizadas en mM.
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Deteccion de dominios BAR en ensayos de expresion.

Para confirmar la presencia de los dominios BAR en los sistemas de expresion utilizados, se realizaron
inmunoensayos tipo western. Ambos dominios BAR, el dominio BAR de configuracion exonica completa
(Fig.19A) asi como el dominio BAR carente del exén 6 (Fig.19B) se detectaron en los extractos de
bacterias transformadas sin inducir, sin embargo, su presencia resultdé mas clara en los extractos de bacterias
transformadas e inducidas (Fig.19). Resulta evidente la deteccion de dos proteinas de pesos moleculares
diferentes, el dominio BAR, con un peso molecular aparente superior a los 25 kDa (Fig.19A), asi como el

dominio BAR6, con un peso aparente de 25 kDa (Fig.19B).

A BAR B BAR6
PVDF Rev PVDF Rev
PM ST TNI Tl BSA ST TNl TI BSA PM ST TNl TI BSA ST TNl TI BSA

150

100
75

250
150

100
7!
50 5

37

x5 37

20
25

20

Figura 19: Inmunodeteccion de los dominios BAR en ensayos de expresion. Se muestran los inmunoensayos tipo western
realizados para detectar los dominios BAR, A y BARG6, B. Se muestran las membranas de PVDF a las que se transfirieron los
los marcadores de peso molecular, PM, asi como los extractos de proteinas de las bacterias BL21 Codon Plus, ST, las bacterias
transformadas con los vectores, TNI, las bacterias transformadas con los vectores e incubadas en presencia de IPTG, TI y
albumina sérica bovina, BSA. También se muestran las placas reveladas en presencia de las reacciones de quimioluminiscencia,

Rev, en las que se detectaron las sefales de las proteinas de interés.
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Purificacion del dominio BAR

Se escald la sobreexpresion de la proteina BAR a cultivos de 1 L y se utiliz6 como primer paso de
purificacion la precipitacion con sulfato de amonio. Se utilizaron 3 diferentes concentraciones de sulfato
de amonio, 20, 40 y 60 % (peso/volumen). Se observo la separacion de la poblacion de proteinas y la
concentracion de la proteina recombinante BARF en la las fracciones saturadas al 40 y 60 % de sulfato de
amonio; sin embargo, se observo la presencia de una proteina de menor peso molecular, alrededor de 25

kDa, en la fraccion precipitada con 60 % de sulfato de amonio (Fig.20).
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Figura 20: Precipitacion con sulfato de amonio de la proteina BAR. Tinciéon Coomasie en gel de poliacrilamida-SDS (12%).
Se indican los marcadoresde peso molecular, PM, el porcentaje de saturacion de sulfato de amonio y las proteinas solubles
después de las precipitaciones, S.
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La fraccion de proteinas precipitada con 40 % de saturacion de sulfato de amonio se utiliz6 para una
subsecuente purificacion mediante cromatografia de intercambio anidnico. En el perfil de elucion de la
columna de intercambio anidnico se observaron dos sefales de absorbencia de luz UV sobrepuestas entre
las fracciones 8 y 30, que corresponden a eluciones a concentraciones de NaCl entre 100 y 200 mM. La

sefial de mayor intensidad se obtuvo en la fraccion 14 (Fig.21).
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Figura 21: Purificacion por cromatografia de intercambio anionico. Cromatograma de FPLC. Se indican las Unidades de
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Absorbancia AU, las fracciones colectadas, en azul la absorbancia de luz UV (A=280nm) y en rojo la concentracion del
amortiguador de elucion con 1 M de NaCl.
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El analisis por electroforesis desnaturalizante de las fracciones obtenidas en el gradiente reveld que las
sefales de absorbencia corresponden a la elucion de la proteina BARFULLY una proteina de menor peso
molecular (Fig.22). Se observa una mayor cantidad de la proteina BARFULL en la fraccion 10 respecto a

la fraccion 20.
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Figura 22: Purificacion por intercambio aniénico de la proteina BAR. Tinciéon Coomassie en gel de poliacrilamida SDS
(12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, y las fracciones obtenidas en el gradiente de elucion de la columna
HiTrap Q (5mL).

Al observar las fracciones 9 a la 17 mediante electroforesis desnaturalizante se observ un enriquecimiento
de la proteina BARFULL en las fracciones 12 y 13;mientras que en las fracciones 15 y 16 se observo el

enriquecimiento de la proteina de menor peso molecular (Fig.23).

PM 9 10 11 12 13 14 15 16 17

250
150

100
75

50

37

25
20

Figura 23: Purificaciéon por intercambio aniénico de la proteina BAR. Tincion Coomassie en gel de poliacrilamida SDS
(12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, y las fracciones obtenidas en el gradiente de elucion de la columna
HiTrap Q (SmL).
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Se realiz6 la sobreexpresion de la proteina BAR en 3 L de cultivos y se prosigui6 a purificar
la proteina mediante cromatografia de intercambio aniénico. Se obtuvo un perfil de elucion
con dos picos de absorbencia (Fig.24A). Al analizar las fracciones obtenidas en el gradiente
de elucion, se observo un enriquecimiento en las primeras fracciones del gradiente
(Fig.24B). Sin embargo, se observaba la presencia del dominio BAR en la fraccion no unida

a la columna.
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Figura 24: Purificacién por cromatografia de intercambio aniénico de la proteina BAR- Expresion
escalada. A: Se muestra el perfil de elucion obtenido con una columna de intercambio aniénico HiTrap Q. En
azul se muestra la sefal de absorbancia y en rojo la concentracion del amortiguador de elucidon. Se indican las
unidades de absorbancia UA y las fracciones obtenidas por el FPLC. B: Tincion Coomassie en gel de
poliacrilamida SDS (12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, el extracto de proteinas, Ex, la
fraccion de proteinas no adherida a la columna, NA y las primeras fracciones obtenidas en el gradiente de
elucion de la columna HiTrap Q (SmL). C: Se muestran las fracciones obtenidas a lo largo del gradiente de

elucion.

~ 46 ~



Se intentd recuperar la proteina BAR de la fraccion no retenida en la columna. Para esto, se
dializ6 la fraccidon no acoplada contra un amortiguador de Tris y 5 mM de fosfatos. Al
inyectar esta fraccion dializada a la columna de intercambio aniénico, HiTrapQ, se obtuvo
un perfil de elucidon con una sefal de absorbencia con un hombro en las primeras fracciones
de elucion (Fig.25A). Al analizar las fracciones obtenidas por esta purificacion mediante
electroforesis desnaturalizante, se observo la retencion de proteinas de pesos menores del
dominio BAR entre las fracciones 5 y 10; asi como fracciones enriquecidas con el dominio
BAR a partir de la fraccion 20 (Fig.25B). Sin embargo, no todo el dominio BAR se uni6 a la

columna, como se observo en la fraccion de proteinas del lavado de la columna (Fig.25B).
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Figura 25: Purificacién por intercambio aniénico de la proteina BAR- fracciéon no-acoplada. A: Se
muestra el perfil de elucion obtenido al inyectar la fraccion no unida a la columna. Se indican las unidades de
absorbencia UA vy las fracciones obtenidas por el FPLC. B: Tincion Coomassie en gel de poliacrilamida SDS
(12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, el extracto de proteinas, Ex, la fraccion de proteinas

no unidas a la columna, NA y las primeras fracciones obtenidas en el gradiente de elucion de la columna HiTrap

Q (5mL).
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Se analiz0 si las proteinas en las fracciones obtenidas mediante intercambio anidnico podrian
separarse mediante un subsecuente paso de purificacion por cromatografia de filtracion en
gel. Las fracciones 20 a 40 obtenidas en el gradiente de elucion de intercambio anidnico se
concentraron y se inyectaron a una columna Superdex200. En el perfil de elucion obtenido
se observa una sefal de absorbencia importante entre las fracciones 20 y 25, rodeada de
hombros de menor absorbancia (Fig.26A). Al analizar estas fracciones mediante
electroforesis desnaturalizante, se observo como una proteina de peso molecular aparente
menor a 37 kDa eluyo en las primeras fracciones y como el dominio BAR se retuvo hasta las

fracciones posteriores a la 23 (Fig.26B).
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Figura 26: Purificacién por filtracion en gel de la proteina BARF. Se muestra el perfil de elucién obtenido
al utilizar la columna Superdex 200. En azul se muestra la sefial de absorbencia. Se indican las unidades de
absorbancia UA y las fracciones obtenidas por el FPLC. B: Tincién Coomassie en gel de poliacrilamida SDS
(12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, las fracciones concentradas, Con y las fracciones

obrenidas a través de la filtracion en gel.
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Dado que no toda la proteina BAR se retuvo en la columna HiTrapQ, se realizdé una
purificacion con las fracciones obtenidas previamente y dializadas contra un amortiguador
libre de sales de fosfatos y con una columna de intercambio anionico Sourcel5Q. Se obtuvo
un perfil de elucidon que demostrd una alta concentracion de proteinas unidas a la columna a
partir de la fraccion 7 (Fig.27A). La electroforesis desnaturalizante de las fracciones
obtenidas revel6 la elucion del dominio BAR a partir de la fraccion 15, asi como la elucion
de proteinas de pesos moleculares superiores a los 150 kDa en las fracciones 20 a 25
(Fig.27B). La mayor cantidad del dominio BAR se obtuvo en la fraccion 14, sin embargo,
esta fraccion y las fracciones 12 a 15, a pesar de estar enriquecidas en el dominio BAR,

demostraron una elucion junto con proteinas de menor peso molecular (Fig.27B).
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Figura 27: Purificacién por intercambio aniénico de la proteina BARFULL. A: Se muestra el perfil de elucion obtenido con una
columna de intercambio anionico Sourcel5 Q. En azul se muestra la sefial de absorbencia y en rojo la concentracion del amortiguador de
elucion. Se indican las unidades de absorbancia UA y las fracciones obtenidas por el FPLC. B: Tincion Coomassie en gel de poliacrilamida
SDS (12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, la muestra concentrada e inyectada a la columna, Fcon, los lavados de la
columna con amortiguador de acoplamiento, L1 y L2, asi como las fracciones obtenidas a lo largo del gradiente de elucion.
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Las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio anidénico se concentraron y se
separaron mediante cromatografia de filtracion en gel. El perfil de elucion reveld tres picos
de absorbencia (Fig.28A). Al analizar las fracciones obtenidas mediante electroforesis
desnaturalizante se observo que las primeras dos sefiales de absorbancia correspondian a

poblaciones con la proteina BAR enriquecida (Fig.28B).
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Figura 28: Purificacién por filtracion en gel de la proteina BARF. Se muestra el perfil de elucién obtenido
al utilizar la columna Superdex 200. En azul se muestra la sefial de absorbencia. Se indican las unidades de
absorbancia UA y las fracciones obtenidas por el FPLC. B: Tincién Coomassie en gel de poliacrilamida SDS
(12%). Se indican los marcadores de peso molecular, PM, las fracciones previamente obtenidas por

cromatografia de intercambio anidnico y las fracciones obrenidas a través de la filtracion en gel.
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Analisis funcional del dominio BAR

Las fracciones 24 a 27, obtenidas en la purificacion del dominio BAR se utilizaron para
determinar su capacidad de deformacion de vesiculas gigantes de lipidos anidnicos mediante
ensayos de turbidez, propiedad relacionada al didametro de particulas en una solucioén y que
se ha utilizado previamente para evaluar el efecto de proteinas sobre el tamaiio de vesiculas

48,7071 Se observd como la concentracion de sal afecta la

de diferentes clases de lipidos
capacidad del dominio BAR de alterar vesiculas de lipidos catidénicos. A una concentracion
de 150 mM de NaCl se observaron sefiales de absorbencia de las muestras con el dominio
BAR menores que las sefiales de las vesiculas de POPG, sin embargo, estas sefiales resultaron

bastante similares entre si, independientemente de la concentracién de proteina (Fig.29).
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Figura 29: Modificacion de vesiculas de POPG por BAR a 150 mM de NaCl. Se muestran las sefales de
absorbencia a 500 nm de POPG (Gris), POPG+BAR 5 uM (verde), POPG+BAR 15 uM (azul), POPG+BAR
30 uM (negro).
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Se determind la capacidad del dominio BAR de modificar la estructura de vesiculas lipidicas
a menor concentracion de sal, a 75 mM de NaCl. Se observo un claro efecto del dominio
BAR sobre las vesiculas de POPG, pues disminuy6 la absorbencia de estas vesiculas
(Fig.30). La absorbancia de las muestras de las vesiculas y de las vesiculas incubadas con el
dominio BAR tuvieron menor variacion entre si y el efecto de la incubacion con el dominio

BAR fue mas evidente.
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Figura 30: Modificacion de vesiculas de POPG por BAR a 75 mM de NaCl. Se muestran las sefiales de
absorbencia a 500 nm de POPG (Gris), POPG+BAR 15 uM (verde).
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Al llevar a cabo los experimentos en ausencia de sal, se observo el mismo efecto del dominio
BAR sobre las vesiculas de POPG. Sin embargo, este efecto fue mas marcado en

comparacion con los experimentos llevados a cabo a 75 mM de Nacl (Fig.31).
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Figura 31: Modificaciéon de vesiculas de POPG por BAR en ausencia de sal. Se muestran las sefiales de

absorbencia a 500 nm de POPG (Gris), POPG+BAR 15 uM (verde).
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También, se determinoé la capacidad del dominio BAR de alterar el tamafio de vesiculas del
lipido catidonico, POPC. El dominio BAR también logré disminuir la absorbencia de las
vesiculas de éste lipido a una concentracion de NaCl de 75 mM (Fig.32). En comparacion

con las vesiculas de POPG, las vesiculas de POPC alcanzaron valores mayores de

absorbancia y con mayor varianza.
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Figura 32: Modificacién de vesiculas de POPC por BAR a 75 mM de NaCl. Se muestran las sefiales de
absorbencia a 500 nm de POPC (Gris), POPC+BAR 15 uM (verde).
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De manera similar a lo observado con las vesiculas de POPG en ausencia de sal, el dominio

BAR también ejercio efectos de remodelacion de las vesiculas del lipido catiénico POPC,

como se observo por su efecto de disminucion de la absorbencia de las muestras de vesiculas

de este lipido (Fig.33).
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Figura 33: Modificaciéon de vesiculas de POPC por BAR en ausencia de sal. Se muestran las sefiales de

absorbencia a 500 nm de POPC (Gris), POPC+BAR 15 uM (verde).
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Posteriormente, se analiz6 el comportamiento del dominio BAR a una mayor concentracién
de lipidos, 1.2 mM utilizando la misma concentracion de proteina en ausencia de sal. Al
estudiar el comportamiento de dominio BAR en presencia de POPC, se observé un efecto
que no se habia obtenido en los experimentos previos, la absorbencia de las muestras con
POPC y con el dominio BAR aumento con el tiempo. En el caso de POPG, observamos la
misma tendencia de experimentos anteriores, la disminucion de la absorbencia de muestras

con el dominio BAR (Fig.34).
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Figura 34: Modificacion de vesiculas de lipidos polares a 1.2 mM por el dominio BAR. Se muestran las
sefiales de absorbencia a 500 nm de POPG (Azul claro), POPG+BAR 15 uM (Azul oscuro), de POPC (Rojo
claro), POPC+BAR 15 uM (Rojo oscuro).
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Se analizaron las muestras de vesiculas de POPG sin sal mediante microscopia electronica
de transmision utilizando la técnica de tincion negativa. En las muestras de vesiculas de
POPG se observaron vesiculas de diferentes diametros, de alrededor de 300 a 1200 nm

(Fig.35A) mientras que en las muestras de vesiculas incubadas con el dominio BAR se

observaron vesiculas de diametros del orden de los 30 nm (Fig.35B).

Figura 35: Modificacion de vesiculas de POPG por el dominio BAR.: Se muestran imagenes de muestras
teflidas negativamente obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de: A Vesiculas de POPG y

B Vesiculas de POPG incubadas con el dominio BAR (la barra de escala es de 500 nm).

Al analizar las muestras del lipido cationico POPC se observo un claro efecto de generacion
de estructuras tubulares sobre estas vesiculas por el dominio BAR (Fig.36). Las muestras de
vesiculas de POPC contenian estructuras de diferentes morfologias y didmetros que variaban
entre los 400 y 1000 nm (Fig.36A). El dominio BAR no s6lo redujo el tamafio de estas
vesiculas, sino que también gener6 estructuras tubulares de diametros de alrededor de 20 nm

(Fig.36B)
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Figura 36: Modificaciéon de vesiculas de POPC por el dominio BAR. A: Se muestran imagenes de muestras
teflidas negativamente obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de vesiculas de POPC. B: Se
muestran imagenes de muestras teflidas negativamente obtenidas mediante microscopia electronica de
transmision de vesiculas de POPC incubadas con el dominio BAR. Se indica la escala, el voltaje y el aumento

de las imagenes.
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Discusion:

El estudio del gen Anfifisina II inicié por su asociaciéon con el control del ciclo celular ** y
posteriormente, se observo su participacion en procesos de endocitosis. Desde su aislamiento,
se observd la presencia de un dominio en el extremo amino, conservado en diferentes
proteinas de organismos eucariontes denominado BAR. Poco tiempo después, se observo la
capacidad de este dominio de generar estructuras tubulares a partir de vesiculas lipidicas in
vitro. La participacion de Anfifisina I en la endocitosis se ha cuestionado, pues estudios de
ingenieria genética en los que la expresion de este gen se abatid, demostraron que la ausencia
del gen no afect6 la capacidad de endocitosis. A pesar de esto, los dominios BAR se han
estudiado extensamente in Vvitro, y su capacidad de unidén a estructuras lipidicas y la
deformacion de éstas ha sido consistente. Mas aun, el estudio de los dominios BAR cobro

relevancia pues se describio su capacidad de detectar curvatura membranal.

La diversidad de funciones atribuidas a Anfifisina II se debe a la generacion de isoformas
especificas a diferentes tejidos. El control de la generacion de diferentes isoformas ha
demostrado ser importante, pues su desregulacion resulta en patologias como el cancer, en
las que factores de transcripcion favorecen la generacion de isoformas de Binl que carecen

de su capacidad supresora de tumores’?.

El estudio in vitro de proteinas periféricas de membrana ha permitido describir los factores
involucrados en su union a estructuras lipidicas. Las proteinas de la familia BAR se han
estudiado extensamente in vitro y en el caso de los dominios N-BAR se ha observado la
contribucion a la unidon y modificacion de estructuras lipidicas de sus dos modulos
estructurales, la hélice 0 y el dominio BAR canonico. La conclusion recurrente de los trabajos
que han analizado los dominios N-BAR ha sido que éstos se adhieren a la membrana a través
de su interfaz concava, en la que se localizan residuos de aminoacidos de carga positiva y
que delimita su interaccion a membranas con lipidos polares de carga negativa. Asimismo,
el otro modulo funcional con que cuentan estos dominios, la hélice 0, se ha propuesto que
funge como un moédulo de anclaje a la membrana, ya que ésta adquiere una estructura alfa
helicoidal en presencia de lipidos de carga negativa y se inserta de manera parcial en la
monocapa citosélica de la membrana plasmatica. En este trabajo se present6 la oportunidad

de evaluar la contribucién a la unién a membranas de uno de los parches de residuos positivos
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del dominio BAR a través del estudio comparativo entre el dominio BAR y el dominio BAR

carente del exdn 6, rico en residuos positivos.

Al iniciar el estudio de la comparacion estructural entre el dominio BAR de configuracion
exonica completa y el dominio BAR de la isoforma carente del exén 6 se han encontrado
dificultades para la sobreexpresion de este ultimo. Por otro lado, el analisis de la interaccion
entre el dominio BAR vy vesiculas de lipidos polares arrojo resultados contrastantes con las
propiedades de la interaccion entre estos dominios y lipidos polares, previamente descritas

en la literatura.

El estudio de las propiedades del dominio BAR6 no se llevd a cabo pues las condiciones
exploradas en sistemas bacterianos no resultaron en niveles Optimos de expresion. La
produccion de proteinas recombinantes utilizando sistemas bacterianos ha resultado un
sistema eficiente para la produccion y el estudio de éstas. Sin embargo, las caracteristicas de
la secuencia y estructura terciaria de la proteina de interés dictaran la eficiencia con que esta
podra expresarse en bacterias. El hecho de que la proteina BAR6 no se produjera a niveles
suficientes resultd inesperado pues se ha reportado que los niveles de produccion de una
proteina disminuiran conforme el tamafio de estas incrementa’. Otros factores que se ha
reportado afectan los niveles de expresion en sistemas bacterianos son la presencia de
porciones transmembranales y la presencia de estructura secundaria en el RNAm’*. El
dominio BARG6 se expres6 a bajos niveles en las cepas utilizadas y en diferentes
concentraciones del agente inductor IPTG. Esto indica que la limitacion de la traduccion por
codones raros en bacteria, y la hidrofobicidad de la proteina BAR6 no fueron los factores
limitantes en su produccion, por lo que se plantea buscar otros sistemas de expresion, ya que
nuestro equipo de trabajo ha observado que en células CHO, la isoforma Binl-10F7, que
posee el dominio BARG6 tiene mayores niveles de expresion respecto a otras isoformas con

dominios BAR completos”.

En este trabajo se realizaron dos protocolos de purificacion del dominio BAR, el primero
consistente en un primer paso de precipitacion por sulfato de amonio seguido de purificacion
por intercambio anionico; y el segundo consistente en una purificaciéon por intercambio
anidnico utilizando la columna HiTrap Q, seguida de una purificacion por intercambio

anidnico en ausencia de sales de fosfato utilizando la columna Sourcel5Q y seguida,
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finalmente por una purificacion mediante filtracion en gel con una columna Superdex200.
La elaboracion de este protocolo de purificacion permitio realizar experimentos para analizar

la funcion del dominio BAR.

Se ha propuesto que el dominio BAR deforma membranas intracelulares a través de dos
mecanismos, actuando como un molde que impone su curvatura a la membrana y a través de
la insercion de una hélice anfipatica en la membrana. En este trabajo la asociacion del
dominio BAR a vesiculas de lipidos polares se analiz6 mediante ensayos de turbidez y
visualizacion a través de microscopia electronica. Los ensayos de turbidez permitieron
confirmar que el dominio BAR reduce el tamafio de vesiculas de lipidos con carga negativa
de manera dependiente de la fuerza i6nica del medio. Sin embargo, estos ensayos arrojaron
resultados contrastantes con la selectividad del dominio BAR por vesiculas de lipidos de

carga negativa descrita en la literatura3-343

, ya que se observo que el dominio BAR también
es capaz de reducir los tamafios de vesiculas de lipidos con carga positiva. Aunado a esto, al
aumentar la concentracion de lipidos en ausencia de sal se observo un resultado inesperado,
el dominio BAR provocd un aumento en la absorbancia de las muestras de vesiculas de
POPC. El efecto del dominio BAR sobre la morfologia de vesiculas de POPG y POPC en
ausencia de sal se visualiz6 mediante microscopia electronica de transmision. Se observo que

el dominio BAR disminuy6 el tamano de vesiculas de POPG a diametros de decenas de

nanémetros, y deformo las vesiculas de POPC a estructuras tubulares.

En este trabajo se obtuvieron resultados que indican una interaccion entre el dominio BAR y
POPC, asi como un efecto de generacion de estructuras tubulares a partir de éstas, contrario
a la selectividad por carga de estos dominios previamente reportada. Los ensayos de turbidez
han sido utilizados previamente para determinar el efecto de proteinas y otras moléculas
sobre el tamafio de vesiculas multilamelares. Proteinas tales como ApoAl’!, ApoE" y alfa
sinucleina*® han producido efectos similares a los observados en las muestras de vesiculas de
POPG incubadas con el dominio BAR. Por otro lado, los resultados obtenidos al incubar
vesiculas de POPC con el dominio BAR asemejan a los obtenidos en estudios con la proteina
Pex-11, asociada a la biogénesis de peroxisomas. En estos estudios se ha observado la
asociacion de péptidos anfipaticos derivados de esta proteina a vesiculas de composicion

lipidica similar a la de membranas de peroxisomas mediante microscopia electronica asi
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como por ensayos de turbidez, en los que se observé una disminucion en la transmitancia de
las vesiculas incubadas con el péptido pex11, esto es un aumento en la absorbencia’®. Este
resultado fue interpretado como un indicio de interaccion entre el péptido y las vesiculas. Si
bien, en la literatura existen estudios en los que se demuestra la asociacion de proteinas
periféricas o péptidos a vesiculas o arreglos lipidicos compuestos de lipidos con carga
negativa, también existen casos reportados de proteinas capaces de unir y alterar la
morfologia de membranas de lipidos positivos. Tal es el caso de péptidos derivados del
extremo carboxilo de la cinasa del receptor acoplado a proteina G, GPCRK5"7, asi como de
péptidos antimicrobianos conocidos como magaininas; estos ultimos unen membranas de
POPC con una orientacion casi paralela en relacion al plano de la membrana, a diferencia de
cuando unen membranas de POPG, utilizadas como modelos de membranas de bacterias

Gram-negativas en las que se insertan en un angulo practicamente perpendicular’®.

Nuestro equipo de trabajo aisld una isoforma no descrita previamente, en este trabajo se
intentaron dilucidar las diferencias estructurales y funcionales que genera la ablacion de una
porcion del dominio BAR de Anfifisina II. La escasa produccion de esta proteina en sistemas
bacterianos probablemente signifique que esta proteina es inestable. Resta encontrar las

condiciones de produccion optima de esta proteina.

Como se ha mencionado, el dominio BAR fue capaz de disminuir la absorbencia de vesiculas
de lipidos catidnicos, lo que podria indicar que la inserciéon de la hélice anfipatica en la
membrana es la principal manera con la que este dominio moldea membranas. Para confirmar
esto, seran necesarios experimentos con lipidos de grupos polares de mayor tamafio pues
cabe la posibilidad de que el grupo polar de POPG sea pequeiio y este dominio necesite
grupos polares de mayor tamafio para poder ejercer el efecto Optimo de moldeo sobre la

membrana.
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Conclusiones:

% La metodologia utilizada para la obtencion del dominio BAR6 resulté en niveles de

X/
°

X/
°

expresion minimos de éste, por lo que no se pudo elaborar un protocolo de purificacion de

proteina.

El efecto sobre la sefial de absorbencia de vesiculas gigantes de POPG y la generacion de

vesiculas de diametros de decenas de nandometros confirmaron que el dominio BAR

deforma vesiculas del lipido aniénico POPG.

El dominio BAR también es capaz de deformar vesiculas del lipido cationico POPC, como

se observo a través de su efecto sobre la sefal de absorbancia y la generacion de estructuras

tubulares visualizadas a través de microscopia electronica.

Perspectivas

7
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
°

Obtencion de las condiciones apropiadas para la expresion eficiente del dominio BAR
carente del exon 6.

Aislamiento del dominio BAR carente del exon 6.

Andlisis experimental de la capacidad de union a y deformacion de vesiculas de
lipidos polares del dominio BAR carente del exon 6.

Determinacion de estado oligomérico del dominio BARG6 a través de cromatografia
de exclusion de peso molecular.

Determinacion de estructura secundaria del dominio BARG6 en ausencia y presencia
de lipidos polares.

Determinacion de estructura secundaria del dominio BAR en presencia de POPC.
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Participacion en articulos sometidos a publicacion

X/
L X4

Relationship between amphiphysin II/Binl and c¢-Myc in receptor-mediated

endocytosis of modified lipoproteins. Damian-Zamacona S, Garcia-Gonzalez V,

Avila-Barrientos LP, Delgado-Coello B, Mas-Oliva J. Biochemical and biophysical
Research Communications (2014).

A novel Amphiphysin Il isoform — Implications for membrane-protein electrostatic

binding models. Damian-Zamacona S, Avila-Barrientos LP, Mas-Oliva J. Articulo en

preparacion.
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