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RESUMEN

Las GTPasas son enzimas reguladoras que estan implicadas en procesos celulares
esenciales como la transduccién de sefales, la formacion del citoesqueleto y la biogénesis
ribosomal (Karbstein, 2007).

La biogénesis ribosomal es un proceso que en Saccharomyces cerevisiae requiere de la
accion coordinada de mas de 75 complejos ribonucleoproteicos nucleolares pequefios
(snoRNP), y 200 proteinas que no estan presentes en el ribosoma traduccionalmente

competente (Henras, et al., 2008).

Son pocos los casos en los que se conoce con cierto detalle la funcién de las diversas
proteinas accesorias. La GTPasa Lsg1 participa en la etapa final de la maduracién de la
subunidad 60S que ocurre en el citoplasma. Lsg1, junto con la proteina Rpl10, participa en la
liberacion de la proteina Nmd3, un adaptador para la exportacion de la subunidad pre-60S a
través del poro nuclear. A su vez, Rpl10 requiere de la interaccion con la chaperona Sqt1 para
unirse a la subunidad pre-ribosomal 60S. La unién de Rpl10 es necesaria para la liberacion de
Nmd3, ya sea porque proporciona un sitio de union para Lsg1, o porque afecta la actividad de
hidrolisis de GTP de Lsg1 (Karbstein, 2007).

En este trabajo el objetivo fue producir de forma recombinante a la GTPasa Lsg1, para lo
cual se realizaron las construcciones y se probaron dos sistemas de expresion, para
finalmente establecer un protocolo de purificacion que permitiera obtenerla  en cantidades
abundantes, para su estudio posterior. También se realiz6 una caracterizacion presuntiva

sobre su estructura y funcion.

La proteina se obtuvo de manera recombinante con un rendimiento de 3.5 mg/L, y de
acuerdo a los resultados obtenidos con técnicas como dicroismo circular, fluorescencia y

dispersion dinamica de la luz, la proteina se encuentra plegada y es funcional.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Lasuperfamiliade las GTPasas

Las GTPasa son una clase universalmente conservada de proteinas reguladoras
implicadas en diversas funciones celulares como: la transduccion de sefiales, la
traduccioén, la biogénesis ribosomal, el transporte intracelular y la formacion de
citoesqueleto entre otras (Karbstein, 2007). Las GTPasas se clasifican en dos
grandes grupos de acuerdo a su secuencia y su estructura (Leipe, et al., 2003).
La primera clase se denomina TRAFAC (Factores de traduccién), que incluye
enzimas que participan en la traduccion, en la motilidad celular, en la
transduccion de sefales y en el transporte celular. Mientras que la segunda
clase, nombrada como SIMIBI por sus tres grandes subgrupos; las GTPasas de
reconocimiento de senal, la superfamilia MinD y la BioD, que son ATPasas
implicadas en la localizacion de las proteinas, la particion del cromosoma y en el

transporte a nivel de membrana plasmatica (Leipe, et al., 2003).

1.1.1 Caracteristicas generales de las GTPasas

Todas las GTPasas tienes un dominio altamente conservado denominado el
dominio G (Blombach, et al., 2011),cuyo plegamiento es conocido como P-loop
NTPasa el cual consiste en una mezcla de seis laminas B y cinco a-hélices
intercalados (Figura 1), (Leipe, et al., 2003). El dominio G esta formado por
cinco motivos caracteristicos denominados G1, G2, G3, G4 y G5, los cuales son
responsables de la unién e hidrdlisis de los nucleo6tidos de guanina (Leipe, et al.,
2003). Las contribuciones mas importantes a la union, son generadas por las
interacciones del nucleétido con los motivos G4, G5 y G1. El motivo N/TKXD (G4)
que es responsable de la especificidad por la guanina, una Ala invariante del
motivo SAK (G5) interacciona con la base, vy los fosfatos 3 y y son reconocidos
por el motivo (G/A)XXXXGK(S/T) (G1) (motivo de unién a fosfatos o P-loop). Una
glicina en el motivo (DXXG) (G3, Switch Il), contribuye a la discriminacion entre
GDP y GTP al interaccionar con el fosfato y, y forma un contacto con la molécula

de agua responsable de la hidrdlisis. Finalmente, una treonina del motivo RXITI



(G2, Switch 1) interacciona con el fosfato y y participa en la interacciéon con el

magnesio (Tabla 1).

Figura 1. Estructura tridimensional del dominio G de una GTPasa Ras en donde se muestra el
plegamiento y los motivos que lo conforman (Wittinghofer & Vetter, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas y funcién de los cinco motivos del dominio G de una GTPasa.

Motivo | Nombre Secuencia Consenso | Funcidn

G1 AsaPo (GIAYXXXXGK(S/T) Enlaza a los fosfatos a y B del GDP y
Walker A GTP

G2 Switch | RXITI Funciona como mediador entre el

agua y el ion Mg* el cual es
necesario para enlazar fuertemente al
fosfato Y del GTP. Sufre grandes
cambios estructurales en entre GTP

o GDP
G3 Walker B o DXXG Involucrado en la coordinacion del
Switch Il ion Mg®* y unién al fosfato Y
G4 Region (N/T)KXD Se une al anillo de guanina a través
NKXD de enlaces de hidrégeno
G5 Motivo SAL | SA(KI/L) Interacciona con el oxigeno de la

guanina (poco conservado en las
GTPasas que participan en el
ensamblaje de los ribosomas).




1.1.2 Actividad enzimética de las GTPasas

Las GTPasas llevan a cabo la reaccion de hidrolisis de GTP obteniendo como
productos a GDP y fésforo inorganico (PO,™). La hidrdlisis del GTP conduce a la

formacion de tres estados en la GTPasa(Figura 2) (Wittinghofer & Vetter, 2011).

1) El estado activo cuando la GTPasa se encuentra unida a GTP
2) El estado inactivo unido a GDP una vez hidrolizado GTP.
3) El estado vacio una vez que la proteina libera al GDP que es ocupado

inmediatamente por una nueva molécula de GTP

PO?3,

GDP

Figura 2. Ciclo catalitico de las GTPasas en donde encontramos a la enzima en sus tres estados:
A) activo-unido a GTP, B) inactivo- unido GDP y C) vacio.

En general, las GTPasa no estan disefiadas para responder a cambios en la
concentracion de nucleétidos en el medio y su afinidad por ellos es modulada por
biomoléculas efectoras. Existen proteinas reguladoras que favorecen la liberacién
del GDP de la GTPasa (GDS), factores que favorecen la union del GTP a la
enzima (GSF), proteinas reguladoras que aceleran la hidrdlisis del GTP (GAP) y
proteinas que inhiben la disociacion del nucleétido una vez ocurrida la hidrdlisis
(GDI) (Wittinghofer & Vetter, 2011) (Figura 3).



GSF

GTP

Figura 3. Modulacién de la actividad de una GTPasa por biomoléculas efectoras en cada etapa
del ciclo catalitico. GSF: Factor Estabilizador de GTP, GAP: Proteina Activadora de GTP, GDI:
Inhibidor de Disociacion de GDP, GDS: Estimulador de Disociacion de GDP (Wittinghofer &
Vetter, 2011).

1.2 Ribosomas y la biogénesis ribosomal

Los ribosomas son complejos macromoleculares formados por proteinas y RNA.
Son los responsables de la sintesis de las proteinas en todas las células. En
eucariontes, el ribosoma esta compuesto por dos subunidades, la subunidad
mayor 60S y la subunidad menor 40S. En levaduras, la subunidad 60S esta
formada por 46 proteinas ribosomales y tres rRNA (5.8S, 5S y 25S) mientras que
la subunidad 40S esta formada por un soélo rRNA, 18S, y 32 proteinas

ribosomales (Figura 4)(Garcia, et al., 2015).

La biogénesis ribosomal es la ruta celular mediante la cual se sintetizan los
ribosomas y es el proceso que mas recursos energéticos consume en un célula
(Thomson, et al., 2013). Es un proceso dinamico, complejo y altamente regulado
que requiere de la accion coordinada de mas de 75 complejos
ribonucleoproteicos nucleolares pequefos (snoRNP), y 200 proteinas que no
estan presentes en el ribosoma traduccionalmente competente (Henras, et al.,
2008). El proceso comienza en el nucléolo, un subcompartimento del nucleo, en

donde son transcritos los rRNA 35S y 5S por la RNA polimerasa | y Il



respectivamente. Los pre-RNAr sufren diversas modificaciones post-
transcripcionales como  digestiones endo- 'y  exo-nucleoliticas vy
pseudouridinilacion antes de ser ensamblados, junto con las proteinas
ribosomales (Thomson, et al., 2013). Una vez ensamblados dan lugar a la
particula pre-90S la cual posteriormente es modificada por un complejo
macromolecular conocido como el procesoma, que escinde a la particula pre-90S
en las particulas pre-40S y pre-60, las cuales continuan su maduracion en el
nucleo. Posteriormente son exportadas independientemente al citoplasma donde
continua el proceso de maduracion para originar las particulas 40S y 60S quienes

se unen para conformar el ribosoma maduro 80S (Thomson, et al., 2013).

rRNA 258
rRNA 18S HRNA S
25 PR rRNA 5.8S
46 PR

Figura 4. Esquema de la estructura y composicion de un ribosoma eucarionte.

1.2.1 GTPasas que actlan en la biogénesis ribosomal

Dentro de las proteinas accesorias que participan en la biogénesis ribosomal se
encuentran varias GTPasas cuya funcidén es esencial en el proceso, sin que se
conozca su funcidn exacta. Sus posibles funciones asociadas a la hidrdlisis de

GTP en la sintesis de ribosomas son:

e Facilitar la asociacion o disociacion de proteinas ribosomales, y/o factores
que participan en la maduracién (Goto, et al., 2013).

e Promover re-arreglos conformacionales.

e Marcadores de posicion para evitar la union prematura de proteinas
(Karbstein, 2007).



Las GTPasas involucradas en la biogénesis ribosomal, contienen un dominio de

unién a ARN ademas del dominio G. Hasta ahora se han descrito seis proteinas

con actividad de GTPasa involucradas en la biogénesis ribosomal (Tabla 2).

Tabla 2. GTPasas involucradas en la biogénesis ribosomal.

Efecto
GTPasas | Ubicacion mutante/deplecion Funcién putativa
Nug1 Nucléolo/ Su reduccion resulta en la | Requerida para la
nucleo acumulacion  de  pre-rRNA | exportacion
27SB citoplasmatica de la pre-
60S
(Babler, et al., 2001)
Nog 1 Nucléolo/ Su reduccién resulta en la | Forma parte de la
nucleo acumulacion  de  pre-rRNA | particula pre-66S (Park,
27SA et al., 2000)
Nug2 Nucléolo/ Su eliminacién resulta en la | Exportacion y
(Nog 2) nucleo disminucién del rRNA 25S maduracion nuclear de la
subunidad 60S
Efl1 Citoplasma Acumulacién  Tif6 en el | *Verificar la integridad del
citoplasma ensamble del tallo de
subunidad 60S.
*Liberacion del factor
Tif6.
Lsg1 Citoplasma Acumulacién de subunidades | *Liberacion del factor
pre-60S en el nucleo y de | adaptador NMD3
NMD3 en citoplasma (Hedges, | *Ensamblaje de la
et al., 2005). proteina Rpl10 en la
subunidad 60S
Bms 1 Nucleo Disminuye la cantidad de | Procesamiento de rRNA

subunidad pre-40S por defecto
en el procesamiento del rRNA
358S. (Wegierski, et al., 2001)

188S.
subunidad 40S

Sintesis de la

A continuacion se describe con mas detalle la funcién de la GTPasa Lsg1 la cual

es el objeto de estudio.




1.3 LaGTPasaribosomal Lsgl
La proteina Lsg1 pertenece a la familia de las GTPasas circularmente

permutadas o YRG, la cual esta presente en todos los dominios de la vida
(Bacteria, Archaea y Eukarya). Se caracterizan por tener los motivos del dominio
G permutados de la siguiente manera G4, G5, G1, G2 y G3 (Reynaud, et al.,
2005). Sin embargo hay estudios que demuestran que la estructura invertida

parece no afectar la actividad de GTPasa o el plegamiento (Anand, et al., 2006).

Lsg1 es una proteina monoémerica que no ha sido cristalizada, pero a partir de su
secuencia primaria se han descritos algunos motivos estructurales como la
presencia de los motivos del dominio G, una regidon de hélice superenrollada
(coiled-coil), asi como una regidén que posiblemente corresponde a una sefal de
localizacion nuclear (NLS) (Figura 5). Esta senal de localizacion nuclear parece

ser funcional en el ortélogo humano mas no en el de levadura.

Dominio G

I LV

Figura 5. Esquema de los motivos estructurales conocidos de la proteina Lsg1.

El gen de esta proteina se encuentra en el cromosoma VIl de Saccharomyces
cerevisiae y esta constituido por 1923 pb que en el proceso de traduccion dan
como resultado una proteina de 640 aa y cuya masa molecular es de

aproximadamente 75 kDa con un punto isoeléctrico tedrico de 8.76.

Es una enzima citoplasmatica esencial en levaduras (Kallstrom, et al., 2003) cuya
funcion principal se cree tiene lugar al final de la maduracion citoplasmatica de la
subunidad ribosomal 60S, en un proceso en el cual la secuencia temporal y
celular de los eventos no esta bien establecida pero en donde su supresion tiene

consecuencias letales para el desarrollo de las células (Kallstrom, et al., 2003).

Su funcién especifica parece ser la de cargar la proteina estructural Rpl10 en la
subunidad 60S y la subsecuente liberacion de Nmd3 (Figura 6) (West, et al.,
2005). Nmd3 es un adaptador para la exportacion de la subunidad pre-60S al



citoplasma que es reconocido por el receptor Crm1 (Kallstrom, et al., 2003). Una
vez en el citoplasma a la subunidad pre-60S se le une la proteina estructural
ribosomal Rpl10, que forma un complejo con la chaperona Sqt1, lo cual le
permite unirse a la subunidad. Lo que sugiere que la unién de Rpl10 es
necesaria para la liberacion de Nmd3 ya sea porque proporciona un sitio de union
para Lsg1, porque afecta la actividad de hidrdlisis de GTP de Lsg1 (Karbstein,
2007) o porque la energia liberada de la hidrdlisis de GTP causa un cambio
conformacional que permite el correcto ensamblaje de la proteina Rpl10 y, a su
vez, la liberacion del adaptador Nmd3 y de ella misma para ser reciclada, ya que

esta proteina solo ha sido encontrada en asociacion con la subunidad 60S libre.

el e

Nucleo Citoplasma

&G
g

Figura 6. Modelo para la funcidon de Lsg1 en la biogénesis ribosoma. La subunidad 60S (naranja)
es exportada al citoplasma por el adaptador Nmd3, una vez en el citoplasma se une la proteina
ribosomal L10 junto con Sqt1. Lsg1 se une a este precursor 60S y promueve la liberacién de
Nmd3 y la incorporacién de L10 en la subunidad 60 para luego ser reciclada.

1.4 Proteinas recombinantes
Las proteinas recombinantes o proteinas heterélogas son aquellas proteinas que

se obtienen a partir de organismos hospedadores, en los que se ha introducido
material genético procedente de otro organismo mediante técnicas de ADN
recombinante, de tal manera que el organismo hospedador o huésped, emplea
su maquinaria bioldgica para producir la proteina cuya secuencia esta codificada
en el ADN introducido artificialmente (Guerrero- Olazaran, et al., 2004).



Tradicionalmente, la produccién de proteinas consistia en el aislamiento y mejora
de las propiedades biolégicas de proteinas especificas a partir de diversas
fuentes naturales, como por ejemplo; animales, plantas o microorganismos, para

su posterior utilizacién en diversas aplicaciones terapéuticas o de otra indole.

Gracias al avance en las técnicas de ADN recombinante y al desarrollo de
sistemas de expresion de proteinas recombinantes, ha sido posible producir
grandes cantidades de proteinas, muchas de las cuales se encuentran en
concentraciones muy bajas en su ambiente natural (Guerrero- Olazaran, et al.,
2004).

Para la produccion de proteinas recombinantes se hace uso de los multiples
sistemas de expresion disponibles comercialmente o de aquellos desarrollados

con fines de investigacion (Guerrero- Olazaran, et al., 2004).

Un sistema de expresion lo conforma un organismo hospedero y un vector de
expresion o fragmentos de ADN que poseen los elementos génicos necesarios
para realizar los procesos de transcripcion y traduccién en dicho organismo,
ademas de contener al transgene en estudio. Para la seleccién de un sistema de
expresion adecuado en la sintesis de una proteina recombinante se toma en
consideracion su origen bioldgico, sus propiedades quimicas y su aplicacion,

entre otras propiedades (Tabla 3).
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Tabla 3. Factores determinantes en la seleccion de un sistema de expresion de proteinas

Origen de la
Proteina

recombinantes.

Propiedad de la
Proteina

Aplicacién

Bioproceso

Procariota
Eucariota

Propiedades quimicas

Toxicidad

Grado de pureza

Alimentos

Medio Ambiente

Escala

- Tamaro
- p|
- Modificaciones postraduccionales

- Procesos Industriales

- Aditivos

- Nutracéuticos

- Suplemento alimenticio

- Energia y
combustibles

- Tratamiento de
residuos
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1.4.1 Sistemas de expresion
La expresion de proteinas recombinantes se ha realizado tanto en células

procariotas como en células eucariotas, siendo las primeras las mas conocidas,

las mas estudiadas y las mas utilizadas.

Dentro de los sistemas procariotas, uno de los modelos de expresion mas
utilizados ha sido Escherichia coli, debido entre otras cosas, a su facil
manipulacion, dentro de los modelos procariontes también podemos encontrar
bacterias como Lactobacillus lactis la cual es considerada como GRAS
(Generally Recognized As Safe) y por ello muy utilizada en la industria
alimentaria, ademas de la capacidad que tiene para secretar las proteinas (Khow
& Suntrarachun, 2012). Las células eucariotas mas utilizadas a nivel industrial
son las levaduras (Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae), los hongos
filamentosos (Aspergillus niger y Aspergillus oryzae), las células de insecto
(Drosophila S2) y las células de mamifero (CHO, HEK, HELA). Las células de
insecto son utiles para el procesamiento de proteinas complejas, especialmente
glicoproteinas, sin embargo, su patrén de glicosilacion difiere respecto a las
células de mamifero (Kost, et al., 2005). Las células de mamifero tienen la
ventaja de que producen correctamente glicoproteinas humanas, pero el costo de
la produccién es elevado en comparacién con los otros sistemas procariotas
debido al costo de materiales, a la densidad celular y el tiempo de generacién

celular.

1.4.2 Escherichiacoli

El sistema de expresion de proteinas recombinantes mas empleado es la
bacteria Gram-negativa Escherichia coli. Esta constituido por dos componentes:
una bacteria hospedera y un vector de expresion que posee los elementos
geénicos necesarios para realizar los procesos de transcripcion y traduccion en
dicha bacteria. Para seleccionar el vector de expresion adecuado es necesario

tener en cuenta varios criterios con el fin de obtener una expresion eficiente: 1) el

12



origen de replicacion que influye en el numero maximo de copias del vector de
expresion por cada célula, 2) las caracteristicas de las secuencias de inicio y final
de la transcripcion, entre las que se incluyen los promotores y terminadores, 3)
las sefales de comienzo de la traduccion, como son el codon de inicio de la
traduccién y los sitios de unién al ribosoma, 4) la localizacion subcelular de la
proteina que se va a expresar (citoplasma o periplasma) y 5) el control de la
segregacion plasmidica para la retencion del vector en la célula. EI mecanismo
clasico para tener una segregacion homogénea en la poblacién bacteriana, es la
incorporacion de un gen codificante para la resistencia a un marcador de
seleccion, generalmente un antibidtico, en el vector de expresion. Unicamente las
células que posean en su interior el vector seran capaces de propagarse en un

medio de cultivo que contenga el marcador de seleccion.

Dentro de las ventajas que tiene el utilizar a E. coli como microorganismo para la

expresion de proteinas recombinantes podemos mencionar las siguientes:

Se tiene un amplio conocimiento de su fisiologia.
Su crecimiento es rapido (alcanza densidades celulares elevadas).
Es facilmente manipulable.

Crece en medios de cultivo econdmicos.

NN

Existe un elevado numero de mutantes y vectores de expresion
disponibles.
v' Se ha observado que los niveles de expresion en este sistema son altos y

de facil caracterizacion.

Sin embargo, E. coli presenta ciertos inconvenientes en la sintesis de proteinas
recombinantes:
e No lleva a cabo modificaciones post-traduccionales propias de células
eucariotas, como es el caso de la glicosilacion o fosforilaciéon, lo cual
afecta la estructura, estabilidad, solubilidad y actividad biolégica de la

proteina producida.

13



e Carece de chaperonas (proteinas de plegamiento) adecuadas para
permitir un plegamiento correcto de las proteinas recombinantes.

e No forma puentes disulfuro en el citoplasma, salvo en ciertas cepas
mutantes (Ario, 2009).

1.4.3 Saccharomyces cerevisiae

Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes basados en levaduras
han demostrado ser una fuente eficiente y econémica de proteinas eucariotas de
gran interés. Estos sistemas ofrecen un ambiente apto para el plegamiento de
proteinas eucarioticas y son capaces de llevar a cabo algunas modificaciones
postraduccionales, asi como su secrecion al medio de cultivo. Las levaduras
mantienen las ventajas de las bacterias al ser de facil manipulacion y tener un
crecimiento rapido. Por otro lado, estos microorganismos cuentan con una
organizacion celular eucaridtica que permite la realizacion de procesos de
expresion y maduracion caracteristicos de este tipo de células, lo cual les
proporciona una ventaja para la produccion de proteinas de origen eucarionte

(Guerrero- Olazaran, et al., 2004).

Saccharomyces cerevisae es una de las levaduras mejor caracterizada, su
genoma ha sido totalmente secuenciado y es considerado como organismo
GRAS (del inglés Generally Recognized as Safe, Generalmente Reconocido
como Seguro) por la FDA americana (Food and Drug Administration). Otro
microorganismo perteneciente a este grupo es Pichia pastoris, el cual posee la
gran ventaja de emplear los promotores mas fuertes y eficientemente regulados
de los cuales se tenga conocimiento. Las principales desventajas de estos
sistemas de expresion son las glicosilaciones no deseables, ya que en ocasiones
se presentan hiperglicosilaciones que limitan la actividad de la proteina, ademas

de brindar una baja eficiencia en la secrecion de proteinas (Celik & Calik, 2012).
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2 HIPOTESIS

Si se clona y se logra expresar Lsg1 en un sistema heter6logo adecuado,
entonces podremos obtener una proteina plegada con la cual se podran realizar

ensayos de estructura y funcion.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

e Obtencion recombinante de la GTPasa ribosomal Lsg1 plegada

correctamente y funcional.

3.2 Objetivos especificos

e Clonar la secuencia codificante de la proteina Lsg1 en vectores que
permitan su sobre-expresion en levadura y bacteria.
e Purificacién por técnicas de cromatografia convencional a la proteina Lsg1.

e Caracterizacion preliminar de su estructura y funcion.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 Reactivos quimicos
Los antibidticos que se utilizaron en este trabajo fueron el cloranfenicol, la

kanamicina (ForMedium®) y la ampicilina (Sigma Chemical Co).

4.2 Soluciones y amortiguadores de pH
Los reactivos utilizados en la elaboracion de las disoluciones vy los

amortiguadores de pH fueron adquiridos de Sigma Chemical Co., Becton,
Dickinson and Company y Merck & Co. En la Tabla 4 y Tabla 5 se muestra la
composicion de las diferentes disoluciones y amortiguadores de pH utilizados en

este trabajo.

Tabla 4. Soluciones y amortiguadores de pH en Métodos Biologia Molecular.

Extraccion de ADN gendmico
Amortiguador o disolucion Composicion
Amortiguador Harju 10mM Tris-HCI pH 8, 2% TritonX-100, 1% SDS,
100mM NaCl, 1TmM EDTA
Aislamiento de ADN plasmidico mediante lisis alcalina

Solucién P1 50mM Tris-HCI pH 8, 10mM EDTA, 100umol/mL
RNAsa A

Solucién P2 1% SDS, 0.2M NaOH

Solucion P3 3M Acetato de potasio pH 5.5

Electroforesis en gel de agarosa
Amortiguador de carga 6X 0.1% naranja G, 40% sacarosa

Amortiguador TAE 10X 48.4 g Tris base, 11.4 mL acido acético glacial, 3.7
g sal disédica EDTA en un volumen de 1L
Transformacion de células de levadura

Amortiguador TE 10X 100 mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM EDTA pH 8.0
L1 Amortiguador TE 1X, 100 mM LiCl en agua
L2 Amortiguador TE 1X, 100 mM LiCl en 50% PEG
4000
Expresion en levadura

Drop Out +Leu +Trp 0.6% leucina, 0.4% triptéfano
Glucosa 20% Glucosa 20% (w/v) en agua
Galactosa 20% Galactosa 20% (w/v) en agua
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Tabla 5 .Soluciones y amortiguadores de pH en Métodos Bioquimica de Proteinas.

Electroforesis SDS-PAGE

Gel concentrador

0.5 M Tris-HCI pH 6.8

Gel separador

1.5 M Tris-HCI pH 8.8

Amortiguador de carga 4x

200 mM Tris-HCI pH 8, 400mM B-mercaptoetanaol,
40% glicerol, 8% SDS, 0.4% azul de bromofenol

Solucion tefiidora

0.025% Coomasie G-250, 10% acido acético

Solucién fijadora SDS-PAGE

40% etanol, 10% acido acético

Amortiguador de tanque

3% Trizma base, 14.4% glicina, 1% SDS

Purificacién de proteina expresada en levadura por cromatografia de afinidad a

iones Ni?*

Amortiguador de lisis L

50 mM Tris—HCI pH 7, 300 mM NaCl, 10% glicerol, 5
mM MgCl,, 30mM imidazol

Amortiguador de elucién para
la columna de Ni**

50 mM de Tris-HCI pH 7, 300mM NaCl, 10% glicerol,
5m M de MgCl, 500mM Imidazol

Purificacién de proteina expresada en bacteria por cromatografia de afinidad a

iones Ni?*

Amortiguador de lisis B

50 mM PO43'pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM imidazol,
5 mM MgCl,, 10% glicerol, 20 mM B-mercaptoetanol

Amortiguador de alta sal

50 mM PO,> pH 7.5, 2 M NaCl, 5 mM MgCl,

Amortiguador de elucion para
la columna de Ni**

50 mM PO43'pH 6, 250 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 250
mM imidazol, 10% glicerol

Purificacién por columna de exclusién molecular

Amortiguador filtracién en gel

50 mM PO,’pH 6, 300 mM NaCl, 10% glicerol, 5
mM MgCl,

Western blot

Amortiguador de transferencia
1X

12 mM Trizma base, 96mM glicina, 20% metanol

Amortiguador TBST

100 mM Tris-HCI, 140 mM NaCl, 0.05% Tween 20

Solucién de Rojo de Ponceau

0.01% Rojo Ponceau, 0.1% acido acético

Dicroismo circular

Amortiguador C

50 mM PO,* pH 7, 50 mM NaCl

4.3 Medios de cultivos

A continuacién se muestran la composicion de los medios de cultivo utilizados en este

trabajo (Tabla 7 y Tabla 7).
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Tabla 6. Medios de cultivo para bacteria.

Medio

Composicién

LB (Luria Bertani )

1% NaCl, 0.5% extracto de levadura,
1%triptona.

LB-Ampicilina

1% NaCl ,0.5% extracto de levadura, 1%
triptona, 100 ug/mL ampicilina.

LB-Kanamicina

1% NaCl, 0.5% extracto de levadura, 1%

triptona, 50 ug/mL kanamicina.

LB-Cloranfenicol- Kanamicina

1% NaCl, 0.5% extracto de levadura,1%
triptona, 50 ug/mL kanamicina y 50 ug/mL

cloranfenicol.

2xXTY

1.6 % triptona, 1% extracto de levadura, 0.5%
NaCl

*Para los medios solidos se adiciond 1.5% de agar.

Tabla 7. Medios de cultivo para levadura.

Medio Composicién
YEPD 1.1% extracto de levadura, 2.2% peptona, 0.006%
sulfato de adenina, 2% glucosa.
YM4 0.8 % base nitrogenada sin aminoacidos, 1.1%
casaminoacidos, 0.013% adenina, 0.01% tirosina
SD-URA YM4, 1X Drop out +Leu+Trp, 2% glucosa

4.4 Métodos generales de Biologia Molecular

4.4.1 Extraccion de ADN gendmico

Para extraer ADN gendmico de la levadura Saccharomyces cerevisiae BCY123

(su genotipo se muestra en el Apéndice 1), se utilizé la metodologia propuesta

por (Harju, et al., 2004). La metodologia se divide en dos etapas:

. Lisado de las células

II.  Purificacion del ADN gendémico
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La ruptura de las células se realiz6 de la siguiente manera: se crecieron las
células de levadura en 5 mL de medio YEPD por 20 h a 30°C y con agitacién
constante. Una vez crecidas las células éstas se centrifugaron a 12,000 rpm por
5 minutos. Se obtuvo un boton celular el cual se re-suspendié en el amortiguador
Harju y fue sometido a ciclos de congelacion (nitrogeno liquido) y descongelacion
(bafo de agua a 95°C). Una vez que las células fueron lisadas se prosiguio a la
purificacion del ADN, lo cual se realizd6 colocando 200 pL de cloroformo a la
mezcla por dos minutos, se desecho la fase organica y se adicioné 400 pL de
etanol 100%, frio por 30 minutos. La mezcla se centrifugd por 15 minutos a
14,000 rpm y el botdn obtenido se lavo con 500 pL de etanol al 70%, se eliminé el

etanol y la pastilla con el ADN se resuspendio en 50 pyL de agua Milli-Q.

4.4.2 Amplificacion de la secuencia codificante de LSG1
La secuencia codificante de LSG7 se amplificd utilizando la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR). Para esta técnica se utilizd el ADN gendmico extraido

como ADN molde. La reaccién se llevé acabo en un volumen final de 50 uL, en la

Tabla 8 se muestra la composicién de la mezcla de reaccién utilizada en la PCR

Tabla 8. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccion para amplificar el gene Lsg1.

Reactivos Cantidad
Oligo Forward Lsg1 (10 uM) 1L
Oligo Reverse Lsg1 (10 uM) 1L
ADN genémico 15 ng/uL 2L
(Saccharomyces cerevisiae BCY123)
KOD ADN polimerasa (1U/uL) 1L
Amortiguador 10X KOD 5L
dNTPs ( 2mM) 1uL
DMSO 100% 2.5 uL
MgSO, (25 mM) 3 yL
H.O 33.5 uL
Volumen Final 50 uL
Amplicon esperado 1953 pb

*Las secuencias de los oligonucledtidos se muestran en el Apéndice 2.

Para realizar la PCR se utilizé el termociclador Biometra T Gradient 96 bajo las

siguientes condiciones:
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Tabla 9. Condiciones utilizadas para la reaccion de PCR.

Temperatura (°C) Tiempo
94 5 minutos
94 30 segundos
30 ciclos 60 30 segundos
72 1 minuto
72 5 minutos

4.4.3 Digestion y purificacion de los amplicones
La mitad del producto de PCR resultante de la amplificacion del gene Lsg1 y el

plasmido pET28b fueron digeridos con las enzimas de restriccion Ncol (New
England Biolabs) y Xhol (Fermentas), mientras que el vector pYES/2CT
(Invitrogen) y el resto del producto de PCR se dirigieron con las enzimas de
restriccion BamHI| (Fermentas) y Xhol (Fermentas) por 3 h a 37°C. La

composicidn de las reacciones de restriccidn se muestran en las Tabla 10 y Tabla
11.

Tabla 10. Composicién de la reaccién de restriccion para digerir el plasmido pET28b.

Componentes Volumen agregado
Amortiguador NEB3 (10X) 5uL
Ncol (10,000 U/uL) 2L
Xhol (10U/uL) 2L
Plasmido pET28b (80 ng/uL) 30uL
Agua libre de nucleasas 11uL

*El producto de PCR (20 pL) se digirié bajo las mismas condiciones.
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Tabla 11. Composicion de la reaccion de restriccion para digerir el plasmido pYES2/CT.

Componentes Volumen agregado
Amortiguador NEB3 (10X) 5uL
BamHI (20,000 U/uL) 2L
Xhol (10U/uL) 2L
Vector pYES-2CT 30uL
Agua libre de nucleasas 11uL

*El producto de PCR (20 uL) se digirié bajo las mismas condiciones.

Cada reaccion de restriccion se resolvid en un gel de agarosa al 1% y el
fragmento de ADN correspondiente, se purificd utilizando el kit QIAquick Gel

Extraction (Jena Bioscience) siguiendo las instrucciones del provedor.

4.4.4 Reaccion de ligacion de ADN
Las reacciones de ligacion se realizaron en un volumen de 20 pL utilizando la

DNA ligasa T4 (New England Biolabs), 50 ng de plasmido y la cantidad de inserto
necesaria para alcanzar una relacion molar 1:3 entre el vector y el inserto. La

cantidad de inserto se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

(ng plasmido) (kb inserto) 3)

de inserto =
ng ce inserto kb plasmido

Para cada reaccién de ligacién se realizé una reaccion control. Las reacciones se
incubaron durante 12 h a 4°C y la composicion de las reacciones de ligacion se

muestra en la Tabla 12 y Tabla 13.

Tabla 12. Composicién de la reaccion de ligacién del plasmido pET28b con el inserto.

Reactivos Ligaciéon con inserto | Control: Ligacion sin inserto
Amortiguador T4 (10x) 2 uL 2 uL
Inserto PCR (30 ng/uL) 3.3 uL -
Vector (30 ng/uL) 3 yL 3 uL
Ligasa 0.8 uL 0.8 uL
H,O MilliQ 10.1 L 13.4 pL
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Tabla 13. Composicién de la reaccién de ligacién del plasmido pYES2/CT con el inserto.

Reactivos Ligacion con Control: Ligacion sin inserto
inserto
Amortiguador T4 (10x) 2 uL 2 uL
Inserto PCR (30 ng/uL) 3 uL -—
Vector (25 ng/uL) 4 uL 4 uL
Ligasa 0.8 uL 0.8 uL
H,O MilliQ 10.2 L 13.2 L

4.4.5 Transformacion bacteriana con ADN plasmidico por choque térmico
Se mezclaron 7uL de cada reaccion de ligacion con 50 pL de células

competentes de Escherichia coli DH5a (su genotipo se muestra en el Apéndice 3)
y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. Posteriormente se les dio un
choque térmico a 42°C durante 45 s, se colocaron en hielo por 2 min y finalmente
las células se incubarén en medio LB durante 1h, a 37°C en agitacién. Las
células transformadas se plaquearon en cajas de LB/ampicilina para las
transformantes con el vector pYES/2CT y LB/kanamicina para las transformantes

con el vector pET28.

4.4.6 Aislamiento de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina
Se tomaron 10 colonias transformantes y se inocularon por separado en 5 mL de

medio LB con su respectivo antibidtico. Estos cultivos se incubaron a 37°C
durante 18 h con agitacion constante (220 rpm). De cada cultivo se obtuvo el
botén celular por centrifugacién (9000 rpm 2min), y se trataron como se describe
a continuacién: se agregaron 100 uL de la solucién de P1 y se resuspendi6 con el
vortex hasta obtener una mezcla homogénea. Después se adicionaron 200 uL de
la solucién P2, se mezcld por inversion hasta que la disolucién se torné
translucida y se agregaron 150 pL de la solucion P3. La mezcla se centrifugd a
12000 rpm por 15 min para eliminar los restos celulares y el sobrenadante fue
transferido a un tubo con 400 pL de isopropanol frio (4°C).Esta mezcla se
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centrifugd a 12000 rpm 15 min y el botén se lavd con 500 uL de una solucién de
etanol al 70 % v/v. Finalmente, el etanol se eliminé por evaporacion y el pellet
con el ADN se resuspendio en 30 yL de agua libre de nucleasas. La composicidn
de las soluciones utilizadas en esta seccidon se encuentra descrita en el la

seccion de soluciones y amortiguadores de pH.

4.4.7 Identificacion de las construcciones por patrén de restriccion
Las construcciones anteriores se verificaron por patron de restriccion antes de

mandarlas a secuenciar. La construccion pYES2CT-LSG7 se digiri6 con la
enzima EcoRV (NEB) mientras que la construccion pET28b-LSG1 fue digerida
con la enzima Xbal (NEB). Las reacciones de restriccion se realizaron durante 3
horas a 37°C, para luego resolverse en un gel de agarosa al 1%. El patron de
restriccion experimental se compard con el patron electroforético tedrico. Las
construcciones que mostraron un patron de restriccion correcto se purificaron con
el kit Plasmid Mini-Prep de Jena Bioscience y se secuenciaron con la compafia
GENSCRIPT.

4.4.8 Electroforesis de ADN en geles de agarosa
Los fragmentos de ADN se visualizaron en geles de agarosa al 1% con el

amortiguador TAE 1X. Previo a la electroforesis, las muestras de ADN (10 yL) se
mezclaron con 2uL amortiguador de carga 5X. Los geles se colocaron en una
camara de electroforesis horizontal y se cubrieron con el amortiguador. Después
se cargaron las muestras y se corrieron a 90V por 45 minutos. La visualizacidn
del ADN se realiz6 mediante tincién con bromuro de etidio (0.5 ug/mL) y se

observo la muestra en un transiluminador (radiacion U.V 312 nm).

4.4.9 Transformacion de células de levadura con ADN plasmidico
La transformacion de células de la levadura Saccharomyces cerevisiae BCY123

con ADN plasmidico se realiz6 siguiendo el método descrito por (lto, et al.,
1983) en el cual se obtienen células competentes mediante un tratamiento con
una solucion de LiCl 1 M. La construccion pYES2/CT-LSG1 (500ng) se mezcld
con 20uL (100ug) de ADN acarreador (esperma de salmoén, Invitrogen), y 100 uL
de las células competentes de levadura. A esta mezcla se le adicion6 600uL de

solucién L2, se mezcld por inversion y se incubo durante 2h a 30°C con agitacion
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constante (220 rpm). Posteriormente, se agregaron 70 uL de DMSO (Sigma) y se
les dio un choque térmico a 42°C durante 15 minutos. Se centrifugaron las
células a 5000 rpm durante 1 minuto y se elimind el sobrenadante. El botén
celular se resuspendié en 100uL de amortiguador TE1X 'y se sembraron en cajas

con medio SD-Ura. Estas cajas fueron incubadas a 30°C durante 3 dias.

4.5 Métodos generales de Bioquimica de Proteinas

4.5.1 Cinéticade expresion en células bacterianas.

Se probaron dos cepas distintas de E. coli para evaluar la 6ptima expresion de la
proteina Lsg1. Se transformaron las cepas E. coli C41 y BL21pRIL (Apéndice 3)
con el plasmido pET28b-LSG7 de acuerdo a la metodologia descrita en la
seccidon 4.4.5. Las transformantes de cada cepa se crecieron en 3 mL de medio
LB con sus respectivos antibidticos, kanamicina y cloranfenicol para la cepa
BL21pRIL o kanamicina para la cepa C41, durante 18h a 37°C con agitacion
constante a 220 rpm. Con estos cultivos se inoculé 50 mL de medio LB con los
antibioticos correspondientes. Los cultivos se dejaron crecer a 37°C con agitacion
constante hasta alcanzar un valor de 0.7 unidades de D.O a 600 nm. Se indujo la
expresion con 0.5 mM de IPTG a 18°C durante 24h. Se tomaron muestras de
células por duplicado durante las primeras 9 horas y una muestra final. El botdn
celular se lis6 con Bug Buster 10X (Novagen) siguiendo las instrucciones del
proveedor. La proteinas presentes en la fraccion soluble e insoluble se
resolvieron en un gel SDS-PAGE al 10%.

45.2 Expresion de laproteina Lsgl en bacteria
Se inoculé una colonia de E. coli BL21pRIL previamente transformada con el

plasmido pET28b-LSG7 en 25 mL de medio 2xTY suplementado con kanamicina
y cloranfenicol. Las células se crecieron durante 18h a 37°C con agitacion
constante. Este cultivo se utilizé para inocular 1L de medio 2xTY con antibidticos,
se dej6 crecer con agitacion constante a 37°C hasta alcanzar una D.O go0 de 0.6-
0.7. Se adicion6 IPTG a una concentracién final de 0.5 mM y el cultivo se incubd

a 18°C por 18h. Al término de esta etapa se centrifugd el cultivo por 10 min a
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5,000 rpm, se elimind el sobrenadante y el pellet se guardé a -20°C para la

posterior purificacién de proteina.

4.5.3 Expresion de la proteina Lsgl en levadura
Se inocul6 una colonia de Saccharomyces cerevisiae BCY123 con la

construccion pYES2/CT-LSG71 en 20 mL en medio SD-URA y se dejo crecer
durante 18h a 30°C con agitacion constante (220 rpm). Este cultivo se utilizé para
inocular un litro de medio SD-URA que se incubd a 30°C con agitacidén constante
(220 rpm) hasta que alcanzé a una D.Ogpo = 1.8, se indujo la expresion de la
proteina con 2.8% de galactosa, y se dej6 crecer durante 18h a 30°C con
agitacion constante. Al término de esta etapa se centrifugd el cultivo durante 10
min a 5,000 rpm, se eliminod el sobrenadante y el pellet se guardoé a -20°C para la

posterior purificacion de proteina.

4.5.4 Lisis de células bacterianas
El paquete celular bacteriano se resuspendié en 35 mL de amortiguador de lisis B

suplementado con PMSF (1mM) y benzamidina (1mM). La ruptura de las células
se realizé por medio de sonicacién con un esquema que consistié de un tiempo
total de 5 minutos, con intervalos de 10s encendido y 30s apagado con
potencia de 6. Durante todo el proceso se control6 la temperatura de la muestra
a 4°C. La suspensién de células rotas se centrifugd por 1 hora a 12,500 rpm, la
fase soluble se filtr6 por una membrana de 0.45 um vy la proteina se purificé a

través de una columna His Trap (GE Healthcare Life Sciences).

455 Lisis de células de levadura
Se descongel6 el boton de células de levadura provenientes de 1 L de cultivo y

se resuspendieron en 30 mL de amortiguador para lisis L, suplementado con
1mM de benzamidina. La suspension de células se vacié en el contenedor del
BeadBeater, previamente llenado hasta la mitad con perlas de vidrio (& = 500
Mm) humedecidas con el mismo amortiguador de lisis hasta llenar el contenedor.
Las células se lisaron a 4°C, realizando cuatro ciclos de 2 minutos, con 15
minutos de reposo entre cada ciclo para evitar que la temperatura aumentara. El

lisado se recuperé y se centrifugd a 15,000 rpm durante 45 min, en una
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centrifuga Beckman-Coulter, rotor JA-17. El sobrenadante se filtré por una

membrana de 0.45 um.

4.5.6 Purificacion de Lsgl por cromatografia de afinidad a iones Ni**
La purificacion por cromatografia de afinidad a iones niquel se llevé a cabo en

una columna de His Trap (GE Healthcare Life Sciences) de 5 mL. El siguiente
procedimiento se realizé, para la purificacion de las proteinas de ambos

sistemas de expresidn con sus respectivos amortiguadores.
La columna de niquel se equilibré previamente de la siguiente manera:

1. Se lavo con 5 volumenes de columna (CV) de agua filtrada.

2. Se lavo con 5 CV de amortiguador de lisis.

La muestra filtrada se hizo pasar a través de la columna de afinidad a iones Ni?*,
posteriormente se lavdé con 2CV del amortiguador de lisis para remover a las
proteinas que no se unieron a la columna. A este lavado le siguié otro con 3CV
de amortiguador de alta sal, el cual tuvo el objetivo de romper las interacciones
de Lsg1 con los &cidos nucleicos. Finalmente se realizé segundo lavado con 2
CV del amortiguador de lisis, para eliminar la alta concentracion de NaCl y se
eluyd la muestra con 20 mL de amortiguador de elucidn para la columna de Ni®".
La columna se lavd con 2 CV mas del amortiguador de elucién. Todas las
fracciones se recolectaron y se resolvieron a través de un gel de un SDS-PAGE
al 10%.

4.5.7 Purificacién de Lsgl por cromatografia de exclusiéon molecular
Las muestras obtenidas de la cromatografia de afinidad a iones Ni2+,se

concentraron por ultrafiltracion con un Centricon de corte de peso molecular 10
kDa (Millipore) hasta un volumen final de 2 mL. Este volumen de muestra se
inyectd a una columna Superdex 200 16/60 (GE Healthcare Life Sciences)
previamente equilibrada con el amortiguador correspondiente a un flujo de 1
mL/min. Se colectaron fracciones de 2 mL y la proteina Lsg1 eluyé en un

volumen de aproximadamente 85 mL. Las muestras colectadas se analizaron

27



con un gel SDS-PAGE al 10%, aquellas con la proteina Lsg1 se juntaron, se

concentraron y se guardaron a -80°C hasta su uso posterior.

4.5.8 Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE
Para evaluar el proceso de purificacion de la proteina se llevd a cabo una

electroforesis SDS-PAGE. Debido al tamafio de Lsg1 se utilizaron geles de
poliacrilamida al 10%. La composicion del gel separador y concentrador se
muestra en la seccion de amortiguadores. Previo al analisis, las muestras se
mezclaron con el amortiguador de carga 5X y se calentaron por 5 minutos en
bafo maria a 90°C. El gel se corrié en una camara de electroforesis vertical, en
donde se cargaron las muestras y se aplicd un potencial eléctrico de 120 V
durante hora y media. Posteriormente el gel se colocé en la solucion fijadora por
5 min y después se transfirié a la solucién teiidora con Coomassie G-250 por 10
min. Finalmente el gel se destinid con agua destilada durante una hora en

agitacion.

4.5.9 Western blot

Debido a que en un gel SDS-PAGE de las fracciones resultantes de la columna
de afinidad a iones Ni?*, no fue evidente la presencia de Lsg1 expresada en
levaduras, se realizd un Western blot. Esta técnica analitica nos permitid
identificar cantidades muy pequefias de la proteina recombinante en la mezcla
obtenida de la lisis celular. La técnica consta de los siguientes pasos: 1) La
separacién por tamafio de las proteinas en un gel SDS-PAGE, 2) la transferencia
de las proteinas a un soporte sélido y 3) la identificacién de la proteina con un
anticuerpo especifico y adecuado para su visualizacion. Para el primer paso, se
realizé un gel SDS-PAGE al 10% como se menciond en la seccion anterior. La
transferencia de las proteinas se llevd a cabo a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) previamente activada en metanol. Para ello se prepard un
sandwich en el que se colocaron dos pedazos de papel filtro extra-grueso, la
membrana, el gel de proteinas y dos pedazo mas de papel filtro; todos
previamente embebidos en amortiguador de transferencia. Este sandwich se
colocé sobre una camara de transferencia semiseca (Bio Rad), para hacer la

transferencia a 20V por 30 minutos. Una vez terminada la transferencia, se
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colocé la membrana de PVDF en una solucion de rojo de Ponceau para verificar
que se hubieran transferido las proteinas. Se destiié realizando tres lavados con
el amortiguador TBST. Para la identificacion de la proteina, la membrana se
bloqued con 5% de leche desgrasada en el amortiguador TBST durante 15 h a
4°C. La membrana se enjuago con tres lavados rigurosos con el amortiguador
TBST. Se adicioné el anticuerpo conjugado con la peroxidasa de rabano contra la
etiqueta de histidinas presente en Lsg1 (anti-His HRP dilucién 1:1000, Santa
Cruz®), y se incubd por 1 hora en agitacion constante. A continuacion, se lavo
cuatro veces la membrana con el amortiguador TBST, se incubd con el sustrato

quimioluminiscente y se expuso a una pelicula radiografica.

4.6 Dicroismo circular (CD)
El contenido de estructura secundaria de Lsg1 se determiné por la técnica de

dicroismo circular. La muestra se cambié a una solucién amortiguadora de 50
mM PO4* pH 6.0, 50 mM NaCl y se utilizd una concentracién de 2 pM de
proteina. El espectro de dicroismo circular se obtuvo en un espectropolarimetro
Jasco J-710 en el UV lejano (195-260nm) a temperatura constante de 25°C,
utilizando una celda de cuarzo de 0.1cm de paso Optico. El espectro final
representa el promedio de tres acumulaciones realizadas a una velocidad de
barrido de 20nm/min. El resultado se expres6 en unidades de elipticidad molar

(©), utilizando la siguiente ecuacion:

_ CDgps *10°
NoR *[C] =L
Donde 6 es la elipticidad molar, CDys es el valor de la elipticidad experimental en
mdeg (mili grados), NoR es el numero de los aminoacidos que conforman la
proteina, [C] es la concentracion de proteina en uM y L es el paso 6ptico en cm.
El procesamiento de los datos se realizé con el programa SELCONS3, el cual se
utilizé6 para deconvolucionar el espectro de dicroismo circular y estimar la
cantidad de alfas hélices y hojas beta de la proteina Lsg1, a partir del espectro de

dicroismo circular experimental.
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4.7 Dispersion dinamica de luz (del inglés DLS)
Esta técnica es una de las mas usadas para determinar el tamafo de particulas.

Permite medir radios hidrodinamicos de hasta 0.001 pm y no es destructiva. Los
experimentos de DLS se realizaron con el instrumento Malvern Nano S (Malvern,
Ltd) equipado con un laser NIBS (Laser no invasivo de dispersiéon) y un peltier
para controlar la temperatura. Las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C a una
longitud de onda de 663 nm. El radio hidrodinamico fue calculado a partir del

valor Z usando el software presente en el equipo.

4.8 Fluorescencia
La espectrofluorometria es un método espectroscopico y que en este proyecto se

utilizé primero para verificar la estructura terciaria de la proteina recombinante
Lsg1 y después para monitorear los ensayos de unién a nucledtidos. El equipo
que se utilizé fue un espectrofluorometro OLIS DM45 a una temperatura de
25°C.

4.8.1 Ensayo para verificar estructura terciaria

La muestra de proteina (1 uM) se excité a una longitud de onda de 290 nm con
una resolucion espectral de 5 nm para la excitacion y la emision. Se procedio a
realizar un barrido de emisiéon de 310 a 410 nm, para determinar la longitud de
maxima emision. Los espectros de emision se obtuvieron para Lsg1 en
amortiguador y en presencia de 8 M de urea después de incubar a diferentes

tiempos.

4.8.2 Ensayo de unién de Lsgl con nucleétidos de guanina

Los ensayos de unidén a nuclebtidos de guanina se llevaron a cabo con dos
diferentes nucledtidos, GDP y Gpp(NH)p (Guanosine-5’-[(B, y)-imido]triphosphate.
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen inicial de 350 pyL y con una
concentracion de Lsg1 de 0.5 uM. Se realizaron adiciones sucesivas de 2 uL del
nucledtido, hasta alcanzar un total de 20 uL y se colectaron los datos a la longitud
de onda de maxima emision (332 nm). Se realizé un re-grafico del valor
fluorescencia en funcién de la concentracion de nucleétido y se ajustaron los

datos a un modelo de unidén a un sitio.
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5 RESULTADOS

5.1 Extraccion de ADN gendmico
Se extrajo ADN gendmico de la levadura Saccharomyces cerevisiae BCY123,

utilizando el protocolo de Harju. et. al. el cual se basa en la ruptura de la pared
celular por choque térmico y una posterior purificacion del ADN mediante fenol-
cloroformo. Por el método anterior se obtuvieron 50 yL de ADN gendmico con
una concentracion de 15 ug /UL que se observa como una banda con un tamafo

mayor a 10kb (

Figura 7), lo cual se debe a que el genoma Saccharomyces cerevisiae tiene un

tamafio que varia entre 200 y 2200 kb.

Figura 7. ADN gendmico de S. cerevisiae. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M:
Marcador de peso molecular (1kb Gold Bio); 1: ADN gendmico extraido de Saccharomyces
cerevisiae BCY123.

5.2 Amplificacion de la secuencia de Lsgl mediante PCR
El gen Lsg1 se amplificé utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), usando como ADN molde el ADN gendmico obtenido de la levadura

Saccharomyces cerevisiae BCY123. Los oligonucledtidos utilizados se disefiaron
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tal que el amplicon contenia en su extremo 5’ los sitios de restriccion para las
enzimas Ncol y BamHI| y en su extremo 3’ el sitio de restriccion para la enzima
Xhol. Estos sitios se utilizaron posteriormente para la clonacion del inserto en los

respectivos vectores de expresion.

El producto de la PCR se resolvio en un gel de agarosa al 1% el cual se
muestra en la Figura 8, donde se obtuvo una sola banda de un peso cercano a
2 kb, que era lo esperado debido a que el gen LSG1 tiene un tamafio de 1.973
kb. = .

1.5
1.0
0.75
0.50

0.25

Figura 8. Amplificacion por PCR del gen LSG1. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio. M: Marcador de peso molecular (1kb Gold Bio); 1: Producto de la PCR.

5.3 Construccion de los vectores para la expresion recombinante de
Lsgl
Las construcciones se realizaron utilizando dos vectores de expresion, el primero

fue el vector pET28b, el cual es un vector de expresion bacteriana.

El vector pET28 se caracteriza por tener un promotor T7, el cual es un promotor
fuerte, seguido del operador lactosa que resulta en una expresién inducible, un
marcador de seleccion por resistencia al antibidtico kanamicina, asi como una

etiqueta de 6His en el C-terminal de la proteina.

Para la expresién de Lsg1 en el sistema de levadura se utilizé el vector
pYES/2CT. Este vector se caracteriza por tener como promotor del transgene al

promotor Gal1, que es inducible por galactosa, y ademas contiene como
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marcador de seleccion bacteriana al gen de resistencia al antibiético ampicilina y
en la levadura a la complementacion de la auxotrofia a uracilo por la presencia
del gen URA3, ademas de una etiqueta de 6xhistidinas en el extremo C-terminal
de la proteina. Ambos vectores y sus correspondientes insertos fueron

purificados (Figura 9)y cuantificados para utilizarse en las reacciones de ligacion.

M 1 2 3 4

Figura 9. Vectores y productos de PCR utilizados en la reaccion de ligacién para construir los
plasmidos de expresion de Lsg1. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. M:
Marcador de peso molecular (1kb Gold Bio); 1: Amplicon de LSG1T (digerido Ncol/Xhol), 2:
Plasmido pET28b (digerido Ncol/Xhol), 3: Amplicon de LSG1 (digerido BamHI/Xhol), 4: Plasmido
pYES2/CT (digerido BamHI/Xhol).

5.4 Escrutinio de las clonas

Una vez llevadas a cabo las reacciones de ligacion, las construcciones se
transformaron en Escherichia coli DH5a. Las clonas de la construccion pET28b-
LSG1 se seleccionaron en medio LB/kanamicina. También se realiz6 una ligacion
control en la que se prepard una reaccion bajo las mismas condiciones solo que

no se adiciond inserto. Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Colonias obtenidas de transformar la construcciéon pET28b-LSG17 en E. coli DH5a.

Construccion No de colonias obtenidas
pET28b-LSG1 11
pET28b sin inserto 0
(Control de auto-ligacién)
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Las clonas obtenidas de la construccién pET28b-LSG1, se sometieron a un escrutinio
mediante patrén de restriccion para seleccionar las clonas con el inserto. Mediante el
programa Serial Cloner 2.6.1 se obtuvo el patron de restriccion tedrico con la enzima
Xbal, para la construccién con y sin el inserto y poder compararlo con el patrén
experimental. En la Figura 10 se, observa el patron de restricccion experimental de
9 clonas y en donde se observa que sélo una de las clonas analizadas no
contenia inserto.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
e R TR PN o - — -]

-

kb 10.0  w—

8.0 —
10. 6.0 wmm—— 5.6kb
6.0 5.0 — SS—
4.0 —
30 4.0
2.0 3.0 we—

2.0
1.0 = 15kb
0.5 15

1.0 —

0.5 —

Figura 10. Escrutinio de la construccion pET28b-LSG17 por restriccion con la enzima Xbal. [A]:
Patron de restriccion experimental; M: Marcador de peso molecular (1 kb ladder GoldBio),
1,2,4,5,6,7,8,9: Clonas positivas. [B]: Patrén de restriccion esperado de la restriccion de pET28b-
LSG1; M: Marcador de peso molecular (1kb NEB), 1: Fragmentos esperados al realizar la
restriccion.

La construccion pYES2CT-LSG1 también fue transformada en E. coli DH5a y las
clonas obtenidas, se seleccionaron por el marcador de resistencia al antibidtico
ampicilina propio del vector. Para esta construccion también se realizé un control

de auto-ligacion y en la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 15. Colonias obtenidas de transformar la construccion pYES2/CT-LSG1 en E. coli DH5a.

Construccion UFC observadas
pYES2CT+Lsg1 23
pYES2CT s/inserto (Control 2
de auto-ligacién)

Sélo dos clonas se encontraron en el control de auto-ligacion en contraste con las

23 clonas que se obtuvieron de las construcciones.

Se realizé el escrutinio de las clonas obtenidas mediante restricciéon con la
enzima EcoRV (Figura 11), se muestran los patrones experimentales de la
restriccion con la enzima de 8 clonas y se compararon con los patrones

tedricos de la construccidon con inserto, donde solo la mitad presenta el inserto.

M1 2 3 456738

[A] kb M 1
kb 10.0  —
8.0 w—
6.0  —
10.0 5.0 == 4.5kb
4.0 4-0 —
3.0 3.0 s— ﬂ)
2.0 —
] .0 -— 1 .5 —
0.75 i
0.50 '
0.25
0.5 e—

Figura 11. Escrutinio de la construccion pYES2/CT-LSG1 por restriccién con la enzima EcoRV.
[A]: Patron de restriccion experimental; M: Marcador de peso molecular (1kb NEB), 1, 2, 3 ,8:
Clonas positivas. [B]: Patréon de restriccion esperado para la construccion pYES2/CT-Lsg7; M:
Marcador de peso molecular (1kb NEB), 1: Fragmentos esperados al realizar la restriccion.

5.5 Secuenciacion de las construcciones
Dos de las construcciones de cada vector, cuyo patrén de restriccion coincidio

con el esperado, se mandaron a secuenciar con la compaiia GENSCRIPT. Al
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comparar las secuencias obtenidas con la secuencia reportada en NCBI para
Saccharomyces cerevisiae S288c se encontraron tres mutaciones. Las
mutaciones corresponden a A131T, D227N y una mutacion silenciosa GAG —
GAA que codifica para el acido glutdmico de la posicidon 515. Todas las
construcciones analizadas, presentaron las mismas mutaciones que podrian
explicarse como resultado de errores introducidas en etapas tempranas de la
PCR. Por ello se realiz6 de forma independiente un segundo ensayo de la
construccion de las clonas desde la amplificacion del gen Lsg1. Sin embargo, el
resultado fue el mismo, las clonas presentaron las mismas mutaciones. Es poco
probable que en dos eventos independientes de clonacion se obtengan las
mismas mutaciones, por lo que muy probablemente S. cerevisiae BCY123
presente variaciones en el gen Lsg7 y existan diferentes isoenzimas segun el

trasfondo gendmico del que se trate.

5.6 Expresion de la proteina Lsgl en células procariontes
Una vez listas las construcciones, se procedio a expresar a Lsg1 en el sistema de

expresion procarionte, para lo cual, la construccion pET28b-LSG1 se transformd
en dos cepas de Escherichia coli, C41 y BL21pRIL (apéndice 3). Se realizé una
cinética de expresidbn monitoreando la cantidad de proteina producida a
diferentes tiempos después de la induccion. Las muestras tomadas en la cinética
de expresion se resolvieron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10 %, los

geles se muestran en las Figura 12 y Figura 13.

En el gel de la Figura 12 se puede observar como en el tiempo aumenta una banda
de peso cercano a 75 kDa, la cual corresponde con el peso esperado para Lsg1
que es de 75 kDa. En la muestra correspondiente a las 7h después de la
induccion, se puede observar que la banda que ha triplicado su grosor respecto
a la misma banda después de la primera hora de induccién. Lo anterior sugiere
que la cantidad de esa proteina, ha aumentado con el paso del tiempo después
de la induccién. Esto es aun mas evidente en el gel de la Figura 13, donde la
muestra correspondiente a las 24h después de la induccion es notablemente

mayor.
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Figura 12. Cinética de expresion de la construccion pET28b-Lsgl en E. coli BL21pRIL. Gel
de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, tefido con azul de Coomassie-G250. M: Marcador de peso
molecular (Gold Bio BLUEstain 2). Carriles: 2, 3 ,4, 5, 6, 7, 8 y 9 corresponden a muestras tomas
después de 1, 2, 3,4, 5,6, 7y 8 h después de la induccion con IPTG.

En comparacion, la cinética de expresion de Lsg1 en la cepa E. coli C41 no
muestra un aumento en el grosor de la banda de interés con respecto al tiempo,
aun después de 24h (Figura 13). Lo cual indica que no hay un aumento de la
concentracion de la proteina Lsg1, como consecuencia de la induccion con
IPTG. Después de comparar los resultados obtenidos se seleccioné a la cepa de

E. coli BL21pRIL como cepa de expresion para obtener a la proteina Lsg1.

M 9h 24h 1 2 3 4 5 6 24
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Figura 13. Cinética de expresién de la construccion pET28b-Lsgl en E. coli BL21pRIL y
C41. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, tefido con azul de Coomassie G-250. M:
Marcador de peso molecular (Gold Bio BLUEstain 2). Carriles 2 y 3 corresponden a muestras
tomas después de 9 y 24 h después de la inducciéon con IPTG en células E. coli BL21pRIL.
Carriles: 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 muestras tomas después de 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 h después de la
induccion con IPTG en células E. coli C41.

5.7 Purificacion de la proteina Lsgl en células procariontes

Una vez llevado a cabo el proceso de expresion de la proteina Lsg1 en la cepa
E. coli BL21pRIL se procedié a purificar a la proteina. Como primer paso de
purificacion se utilizé una columna de afinidad a iones Ni®* gracias a la etiqueta
de poli-histidina que se colocé a la proteina recombinante Lsg1 en su extremo C-
terminal. La separacion de la proteina se basa en la formacion de un complejo de
coordinacion entre las histidinas y el ion Ni?*, lo cual permite su retencién en la
columna. Se tomaron muestras de cada paso del proceso de purificacion y se

resolvieron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% (Figura 14).

M ) 3 = & ¥ 3

Figura 14. Purificaciéon de la proteina Lsg1 expresada en bacteria recombinante mediante una
cromatografia de afinidad a iones Ni**.Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, tefiido con azul
de Coomassie G-250. M: Marcador de peso molecular (Gold Bio BLUEstain 2), 1: Muestra del
botdn celular, 2: Extracto crudo, 3: Fraccidon no retenida por la columna de Ni**,4: Lavado con el
amortiguador de lisis, 5: Lavado con el amortiguador de alta sal, 6: Fraccién eluida.

En el gel se puede observar que se obtuvo una banda enriquecida con un peso
cercano a los 75 kDa en la fraccibn que se eluyé de la columna, que
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probablemente corresponda a la proteina Lsg1, pero no es la unica banda
presente en esta fraccion, por lo cual fue necesario implementar otro paso a la

purificacion.

La muestra obtenida de la fraccidn eluida de la columna de afinidad se concentro
y se inyectd a una columna de exclusion molecular. Esta cromatografia permite
separar a las particulas en base a su peso molecular. Las muestras colectadas
se analizaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% (Figura 15). Se puede
observar que las fracciones de los carriles 1- 9 contiene a la proteina Lsg1 que
corresponde a la banda con un peso de alrededor de 75kDa. Las fracciones
anteriores no presentaron la banda correspondiente a Lsg1 mientras que
fracciones superiores se muestran otras bandas de menor peso molecular que

pueden corresponder a otras proteinas.
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Figura 15. Purificacion de la proteina Lsg1 expresadas en bacteria mediante una cromatografia
de exclusion molecular.Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10 % tefiido con azul de Coomassie
G-250. M: Marcador de peso molecular (Gold Bio BLUEstain 2). Carril 1): 62mL, 2) 70mL, 3)
76mL, 4) 82 mL, 5) 86mL, 6) 90mL, 7) 94mL, 8) 98mL, 9) 102 mL

5.8 Expresion y purificacién de la proteina Lsgl en células
eucariotas
La expresion de la proteina recombinante Lsg1 en el sistema eucarionte se llevo

a cabo en la cepa de S. cerevisiae BCY123, misma de la que se amplificd el gen
LSG1. La induccion se llevo a cabo mediante la adicién de galactosa 2.8% (m/v)
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por un tiempo de 18 h. La purificacion se llevé acabo en una columna de afinidad
a iones Ni** gracias a la etiqueta de poli-histidinas presente en el extremo C-
terminal de la proteina recombinante. Se obtuvieron muestras del proceso de
purificacion y se corrieron en un gel SDS-PAGE En el gel se muestran todas las
fracciones de la purificacion (Figura 16) pero no se observa una banda
enriquecida correspondiente a 75 kDa para la fraccion correspondiente a la

elucién. Lo anterior sugiere que no hubo sobreexpresion en este sistema.
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Figura 16. Purificacion de la proteina Lsgl expresada en levadura mediante una
cromatografia de afinidad a iones Ni%*. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%, tefiido con
azul de Coomassie G-250. M: Marcador de peso molecular (Gold Bio BLUEstain 2), 1: Muestra
del botén celular, 2: Extracto crudo, 3: Fraccion no retenida por la columna de Ni%, 4: Lavado con
el amortiguador de lisis, 5 Fraccion eluida.

Para verificar si la proteina Lsg1 se expresd, en niveles que se encuentran por
debajo del limite de deteccion del azul de Coomassie, se realizd un western blot
contra la etiqueta de histidinas presente en la proteina recombinante. El analisis
por western blot se muestra en la
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Figura 17 donde se confirmd un expresion incipiente de la proteina recombinante

Lsg1 en el sistema eucarionte.

il

Figura 17. Analisis por Western Blot de la proteina Lsg1 expresado en el sistema eucarionte. Se
utilizé usando un anticuerpo contra la etiqueta de histidinas presentes en la proteina, anti-HisHRP
dilucién 1:1000 y con un tiempo de exposicion de 15 s sobre una placa fotografica.

Asi se concluyo que el mejor sistema para expresar de forma recombinante a la
proteina Lsg1 fue la cepa E. coli BL21pRIL a una temperatura de 20°C con 0.5
mM IPTG. Una vez purificada la proteina obtenida de este sistema de expresion

se procedid con su caracterizacion.

5.9 Dicroismo Circular
La estructura secundaria de las proteinas se puede conocer mediante

espectroscopia de dicroismo circular (DC) en la region espectral del Ultravioleta
lejano (190-260 nm). Esta técnica se basa en la absorcidn diferencial que tienen
las moléculas quirales (compuesto Opticamente activo) con la luz polariza
circularmente a la derecha y luz polariza circularmente a la izquierda. En un
espectro de dicroismo circular las a-hélices se muestran como dos minimos
negativos a 208 y 222 nm y una sefial positiva a 200 nm. La sefial que
caracteriza a una hoja- es un minimo 218 nm, mientras que una proteina que
carece de estructura presenta una banda fuertemente negativa a 195-200 nm. El

espectro de dicroismo circular de Lsg1 se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro de dicroismo circular de la proteina recombinante Lsg1 expresada en E. coli
BL21pRIL.

En el espectro de CD de Lsg1 muestra un minimo muy evidente a 208 nm y una
sefal positiva a 200nm, lo cual sugiere la presencia de a-hélices. EI minimo a
222 nm no se observa y mas bien parece una meseta que va desde los 216 a los
225 nm. Esto sugiere que la meseta corresponde a la conjuncién de los minimos
de 218 y 222 nm, por lo que probablemente Lsg1 también presente hojas- en su
estructura. La deconvolusion del espectro de dicroismo circular sugiere que Lsg1
contiene una mezcla de hélices-a y hojas-f3 (Tabla 16).

Tabla 16. Contenido de estructura secundaria de la proteina Lsg1 mediante deconvolusion de su
espectro de dicroismo circular.

Estructura secundaria %
Hélice a 18.5
Hoja B 25.9
Giro B 11.8
Hebra al azar 37.6
Total 93.6
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5.10 Dispersion dinamica de laluz (DLS)
La dispersion dinamica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS) mide las

fluctuaciones de la intensidad de luz difractada con respecto al tiempo debido al
movimiento browniano de las particulas. Esta técnica es una de las mas usadas
para determinar el tamafio de moléculas y nano particulas. El analisis por DLS de
una muestra provee informacién acerca del radio hidrodinamico (Ry) de una
particula, su peso molecular y cuantitativamente nos dice cuantas especies
existen en la disolucion y su dispersion. La proteina Lsg1 se analizd con esta
técnica donde se observa un solo pico indicando que es la muestra es
monomodal, es decir, existe una sola especie en la disolucion. Su radio

hidrodinamico de 4.21 nm.
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Figura 19. Espectro de dispersion dindmica de la luz de Lsg1 expresada en células de E. coli
BL21pRIL.

5.11 Fluorescencia

5.11.1 Estructuraterciaria de la proteina
La fluorescencia es una técnica espectroscopica que se caracteriza por el hecho

de que algunas sustancias (fluoréforos) tienen la capacidad de absorber energia
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a una determinada longitud de onda para luego emitir esta energia a una longitud
de onda mayor. Los fluoréforos naturales de las proteinas son los aminoacidos
aromaticos, particularmente el triptéfano, el cual es excitado de forma selectiva a
una longitud de onda de 290 nm. Mientras que su emision ocurre a longitudes de
entre 300-350 nm dependiendo de la polaridad del medio en donde se encuentre
el triptéfano. Debido a esta sensibilidad de los triptéfanos al medio en que se
encuentren, su fluorescencia es muy utilizada como reportero de los cambios

conformacionales de las proteinas.

La sefial de fluorescencia de los triptéfanos presentes en Lsg1 se utilizd6 para
verificar la presencia de estructura terciaria en la proteina (Figura 20). Lsg1

posee 7 triptéfanos y uno de ellos se encuentra en el dominio G.
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Figura 20. Espectro de emisién de fluorescencia de los triptéfanos presentes en la proteina Lsg1
en solucién amortiguadora y en urea 4 M después de 4 horas de incubacién en presencia del
agente desnaturalizante.

El espectro de emision de Lsg1 muestra una maximo de emision a 332 en su
conformacién nativa, en contraste cuando la proteina se colocd en presencia de
un agente desnaturalizante (urea 4 M) se observo un corrimiento al rojo en su

espectro de emision, tal que el maximo de emision se recorrié a 349 nm, ademas
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de presentar una disminucion en la intensidad de la fluorescencia emitida. Lo
anterior sugiere que los triptéfanos de Lsg1 en el estado nativo se encuentran
ocultos en la estructura terciaria de la proteina y quedaron expuestos al solvente
cuando la proteina se desnaturalizé. En conjunto, los resultados obtenidos de los
experimentos de dicroismo circular, fluorescencia y dispersion dinamica de luz
demostraron que la proteina Lsg1 obtenida de forma recombinante en E. coli se

encuentra plegada.

5.11.2 Ensayo de unién al nucleétido Gpp(NH)p
Después se procedidé a evaluar la funcion de Lsg1 en funcién de su capacidad de

unir nucleétidos de guanina. Para ello, se titulé6 a la enzima con diferentes
concentraciones de un analogo no-hidrolizable de GTP, el Gpp(NH)p (guanosin-

5°-[(B,Y)-imido]trifosfato) (Figura 21)y se midio el espectro de emisidn resultante

. La adicion de concentraciones que van en aumento de Gpp(NH)p resulta en una
disminucién en la intensidad de la emision de los triptéfanos de Lsg1 sin cambiar
la longitud de maxima emision. Estos cambios en la intensidad de la sefal de
fluorescencia como resultado de la presencia de nucledtidos de guanina pueden
atribuirse a la interaccion con el nucleétido o a un fenémeno de filtro interno o

ambos.
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Figura 21. Espectro de emisidon de fluorescencia de los triptéfanos de la proteina Lsg1 en
presencia de diferentes concentraciones de nucleétido Gpp(NH)p.

A partir de los espectros obtenidos se tomaron los valores de emision a la
longitud de maxima emision y se corrigieron considerando el efecto de filtro
interno. El efecto de filtro interno es un fendmeno en donde hay una aparente
disminucién en la fluorescencia de maxima emision debido a que el ligando
adicionado, absorbe parte de la intensidad de la luz incidente o emitida. Debido a
esto es la absorcion que pueden tener otras moléculas presentes en el ensayo a
la longitud de onda de excitacion y/o emision del fluoréforo. En este ensayo el
nucleotido Gpp(NH)p absorbe ligeramente a la longitud de onda de excitacién de
los triptéfanos (290nm). La correccidn de los datos se llevd a cabo con la

siguiente ecuacion:

AExcitaciéon +AEmisién>
2

FCorregida = Fobservada (
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donde Fcoregida €S la fluorescencia corregida por filtro interno, Fopservada €S 1a
fluorescencia medida experimentalmente, Aexicisn €S la absorbancia del ligando a
la longitud de onda de excitacion del fluoréforo y Aemisisn €S la absorbancia del
ligando a la longitud de onda de maxima emision del fluoroforo. Una vez
corregidos los valores de fluorescencia a la longitud de maxima emision por el
efecto de filtro interno, se re-graficaron con respecto a la concentracion de

nucledtido (Figura 22).
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Figura 22. Dependencia de la fluorescencia de Lsg1 con respecto a la concentracion del

nucledtido Gpp(NH)p. La linea roja representa el ajuste de los datos a un modelo de un sitio de
union.

Los datos se ajustaron a un modelo de unidén a un solo sitio como el que se
describe en la Figura 23 y se obtuvo una constante de disociacion de 292 uM

para el analogo no hidrolizable de GTP, Gpp(NH)p.

P+ L o P.L

P = Proteina L = ligando

Figura 23. Modelo de interaccién a un solo sitio de union.
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6 DISCUSION DE RESULTADOS

Sintetizar proteinas recombinantes ha sido posible gracias al advenimiento de la
ingenieria genética. La posibilidad de obtener estas proteinas en grandes
cantidades cuando proceden de fuentes en las que se encuentran en baja
concentracion, representa una gran ventaja en el campo de la investigaciéon y el
desarrollo de farmacos. Aprovechando las herramientas de la biologia molecular
y de ADN recombinante se procedi6 la obtencion de la GTPasa Lsg1. El proceso
de clonacion comenzd con la obtencién del ADN del gen que codifica a la
proteina, haciendo uso de la metodologia propuesta en el articulo (Harju, et al.,
2004) que se basa en la ruptura de la pared celular por choque térmico y su
posterior purificacion por el método de fenol-cloroformo, lo cual permitié tener
ADN de buena calidad (alta pureza y rendimiento) para realizar la amplificacion
por la reaccion en cadena de la polimerasa. Los oligonucledtidos fueron
disefiados para afadir los sitios de restriccion para las enzimas Ncol, BamHI y

Xhol, lo cual permitié hacer la clonacién sitio dirigido en los plasmidos utilizados.

Una vez obtenidas las construcciones se enviaron a secuenciar, y al comparar
las secuencia obtenida con la reportada se encontraron variaciones en la
secuencia codificante del gen de la proteina Lsg1. Estas variaciones se podrian
explicar porque se trata de dos cepas diferentes, la cepa de la cual se amplifico
el gen es la cepa BCY123 mientras que la secuencia reportada pertenece a la
cepa S288C. Estas variaciones implican un cambio en la codificacién para los

aminoacidos de las posiciones 131 y 227 de la siguiente manera (Tabla 17).

Tabla 17. Variaciones encontradas en la proteina Lsg1 recombinante.

Variaciones en los aa de las
Saccharomyces posiciones :
cerevisiae 131 227
S288C A D
BCY123 T N
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Como podemos observar, los cambios no son conservados ya no presentan la
misma naturaleza quimica, inclusive hay cambios en la polaridad, lo cual podria
tener efectos negativos en la proteina: 1) alterar el plegamiento de la proteina y
2) alterar su funcion ya sea modificando la unién e hidrolisis de GTP o bien
alterando sus interacciones proteina-proteina. Ninguna de variaciones se
encuentran dentro del dominio G (residuos 234-390) como se puede ver en la

Figura 24.

*131 227

1aa 640 aa

Figura 24. Esquema de la proteina Lsg1 en donde se ubican los amino acidos variables para la
cepa Saccharomyces cerevisiae BCY123.

Por lo que tentativamente la hidrdlisis de GTP por Lsg1 no tendria que verse
afectada. Después se analizé la variacion de estas posiciones con respectos a
otras cepas de Saccharomyces cerevisiae, para lo cual se realizé el alineamiento
de varias secuencias reportadas en la base de datos Saccharomyces Genome

Database (http://www.yeastgenome.org/). Como se observa en la Tabla 18 el

cambio A131T y D227N es una variacion comun en Saccharomyces cerevisiae,
por lo cual no sé trata de una mutacion y es probable que el plegamiento de la
proteina no esté comprometido. Sin embargo la el impacto en otra funcién

diferente a la hidrdlisis de GTP no se puede predecir.
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Tabla 18. Variacién de los aminoacidos en las posiciones 131 y 227 de la proteina Lsg1 en
diversas cepas de S. cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae

Variaciones en los aa de las posiciones

Cepas:

1

—_—

227

YGLO99W_S288C

YGLO99W_AWRI796

YGLO99W_BC187

YGLO99W_BY4741

YGLO99W_BY4742

YGL099W_CBS7960

YGLO99W_CEN.PK

YGLO99W_CLIB215

YGLO99W_CLIB324

YGLO99W_D273-10B

YGLO99W_DBVPG6044

YGLO99W_EC1118

YGLO99W_EC9-8

YGLO99W FL100

YGLO99W _FY1679

YGLO99W _JAY291

YGLO99W _JK9-3d

YGLO99W K11

YGLO99W _Kyokai7

YGLO99W L1528

YGLO99W _LalvinQA23

YGLO99W PW5

YGLO99W_RM11-1a

YGLO99W_RedStar

YGLO99W_SEY6210

YGLO99W_SK1

YGLO99W_T7

YGLO99W T73

YGLO099W_UC5

YGLO99W_W303

YGLO99W_X2180-1A

YGLO99W_Y55

YGLO99W_YJIM269

YGLO99W_YJM339

YGLO99W_YJM789

YGLO99W_YPH499

YGLO99W_YPS128

YGLO99W_YPS163

YGLO99W_YS9

YGLO99W_ZTWH1

> > 2> A 2 > 2 > H | W
0 0|0|0|0(Z2/Z2/0/0/0(Z/0zZ20/0/0|0/Zz002Z0/0/00000|O0/00Z2Z0|/Z0/02Z22Z0
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http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_AWRI796
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_BC187
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_BY4741
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_BY4742
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_CBS7960
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_CEN.PK
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_CLIB215
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_CLIB324
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_D273-10B
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_DBVPG6044
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_EC1118
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_EC9-8
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_FL100
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_FY1679
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_JAY291
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_JK9-3d
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_K11
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_Kyokai7
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_L1528
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_LalvinQA23
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_PW5
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_RM11-1a
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_RedStar
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_SEY6210
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_SK1
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_T7
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_T73
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_UC5
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_W303
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_X2180-1A
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_Y55
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YJM269
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YJM339
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YJM789
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YPH499
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YPS128
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YPS163
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_YS9
http://www.yeastgenome.org/cgi-bin/FUNGI/getSeq.pl?seq=YGL099W_ZTW1

6.1 Expresion de la proteina Lsgl en el sistema procarionte
Con las construcciones analizadas se comenzé la etapa de expresion, para lo

cual las construcciones se transformaron en las cepas E. coli C41 y BL21pRIL,

cuyas caracteristicas principales son:

e Ambas son cepas deficientes en la expresion de las protesas OmpT y Lon

e La cepa BL21pRIL cuenta con el plasmido pRIL que le provee copias
adicionales para los tRNAs que reconocen codones poco utilizados por
Escherichia coli como los codones AGA y AGG de arginina, el codon
AUA que codifica para isoleucina y el codon CUA de leucina

e La cepa C41 es adecuada para la produccion de toxinas y proteinas de

membrana.

Al expresar una proteina de origen eucarionte en un sistema procarionte es
necesario considerar que cada aminoacido puede ser codificado por mas de un
codon y que un codon puede ser mas o menos utilizado por el organismo
hospedero lo que se ve reflejado en la cantidad de tRNAs presentes. Asi, la
produccion de una proteina puede limitarse si existe en su secuencia codones
poco usados en Escherichia coli debido a que la disponibilidad de estos tRNA
raros es baja y pueden agotarse cuando existen niveles altos de expresion de
proteina, lo que resulta en un paro momentaneo de la traduccion y repercute en
la obtencién de proteinas truncas y/o mal plegadas. La expresion de Lsg1 en E.
coli sOlo se observd en la cepa BL21pRIL, mientras que en C41 Ila

sobreexpresion fue muy pobre.

Por lo cual se analiz6 la frecuencia del uso de codones en E. coliy en S.

cerevisiae para los tRNA que provee la cepa BL21pRIL (Tabla 19).
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Tabla 19. Frecuencia del uso de codones en Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae.

Arginina CGU 21 6.4
CGC 22.3 2.6
CGA 3.5 3.0
CGG 5.4 1.7
AGA 2.0 21.3
AGG 1.1 9.2
Isoleucina AUU 30.4 30.1
AUC 25.2 17.2
AUA 4.2 17.8
Leucina Ccuu 11 12.3
cucC 11.1 5.4
CUA 3.8 13.4
CUG 53.1 10.5
UUA 30.1 30.1
UuG 25.2 17.2

En la Tabla 19 se puede observar en color morado que los codones que menos
utiliza Escherichia coli para codificar al aminoacido arginina son los que mas
utiliza Saccharomyces cerevisiae y viceversa (codones en rojo, mientras que
para el aminoacido isoleucina el codén mas utilizado es el mismo en ambos

casos (codon en azul).

Esta informacién indica que el uso preferencial de codones es importante y es
mas evidente para la traduccion del aminoacido arginina. Lo anterior puede
impactar en la sobre-expresion de Lsg1 en E. coli como hospedero, en particular
cuando varios de estos codones codificados por tRNA escasos se encuentra en
forma consecutiva en la secuencia primaria de la proteina (Figura 25). Lo anterior
puede explicar porque Lsg1 solo se logré expresar en E. coli BL21pRIL y no en
C41.
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Figura 25. Analisis de los codones presentes en un fragmento del gen Lsg7 de S. cerevisiae
respecto al uso de codones en E. coli. Rojo: codones usados con una frecuencia menor al 25%,

Gris: codones usados con una frecuencia menor al 35%. (http://gcua.schoedl|.de/).
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Una vez seleccionada la cepa se utilizaron las siguientes condiciones para su

expresion:

e Las células transformadas se crecieron en el medio rico 2xTY con el cual
se tiene una mayor densidad optica en comparacion con el medio LB, ya
gue aunque ambos son medios de cultivos rico y estan compuestos por los
mismo reactivos, la proporcion de extracto de levadura es mayor en el
primero y favorece mas el crecimiento bacteriano.

e La induccién se hace con 0.5 mM de IPTG cuando la densidad optica a
600 nm es de 0.6 y 0.7, para asegurar una concentracion adecuada de
microorganismos en fase logaritmica de crecimiento.

e Después de inducir se disminuye la temperatura a 18°C con ello se

favorece el plegamiento de la proteina (Khow & Suntrarachun, 2012) .

6.2 Expresion de la proteina Lsgl en el sistema eucarionte
La proteina Lsg1 en estudio, corresponde al ortélogo de levadura y al ser una

proteina propia de S. cerevisiae se busco expresarla en la misma levadura como
sistema heterdlogo. Se utilizd la levadura S. cerevisiae BCY123 como hospedero
pues tiene la bondad de ser una cepa deficiente en proteasas, ademas de
sobreexpresar al factor de transcripciéon Gal4 en respuesta a galactosa. El vector
utilizado fue el pYES/2CT, que controla la expresion del transgene mediante el
promotor GAL17 el cual es reconocido por el factor de transcripcion Gal4 y es
inducible por galactosa y reprimible por glucosa, ademas de tener el terminador
del gen CYC1.Para su expresion se procedié de acuerdo con lo establecido en el
laboratorio para la expresion de la GTPasa ribosomal EFL1 Las condiciones son

las siguientes:

e Las células se crecieron en un medio SD-URA para asegurar la
permanencia de la construccion durante la segregacion mitética y con
0.2% de glucosa como fuente de carbono hasta una densidad de 2. Lo
anterior asegura que se haya consumido toda la glucosa que reprime al

promotor GAL1.
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Después se indujo con 2.8% de galactosa, que ademas de inductor

también funge como fuente de carbono.

Después de la expresion y purificacion mediante una columna de afinidad a iones

Ni** no se aprecio la sobreexpresion de Lsg1. Mediante western blot se confirmé

que aunque incipiente si hubo expresion de la proteina. Resulta extrafio que

siendo Lsg1 una proteina propia de la levadura no se exprese en levadura. En

este caso el uso preferencial de codones no representa un problema como fue en

el caso del sistema de expresion bacteriano, porque se trata del gen de levadura

y por tanto tiene el uso de codones de levadura. Otros factores que pudieron

afectar la expresion se enuncian a continuacion:

Se ha descrito que la expresién de proteinas heterélogas en alto nivel
puede limitar directamente otros procesos celulares al competir por bio-
sustratos, o indirectamente al interferir con el metabolismo. Esto induce
una reaccion de estrés celular que origina entre otras muchas cosas la
produccion de proteasas que degradarian la proteina de interés o bien
problemas en el plegamiento (Mattanovich, et al., 2004). Un mal
plegamiento seria evidente mediante una banda enriquecida en la fraccion
insoluble de las células lisadas. En contraparte, la degradacion de la
proteina seria evidente por la aparicién de fragmentos de menor tamafio
tanto en el gel SDS-PAGE como en el western blot. Sin embargo, ninguno

de estos dos fendmenos se observé en la expresion de Lsg1 en levadura.

La transcripcion es un proceso fundamental para le sobre-expresion de
proteinas, por lo cual se utilizan promotores fuertes que permitan la
expresion, pero si las regiones reguladoras del promotor no se encuentran
completas o la construccion no es la adecuada no se tienen niveles de
expresion optimos. En el laboratorio se ha sobre-expresado en cantidades
considerables la GTPasa ribosomal Efl1(7 mg/L cultivo) usando la misma
cepa de S. cerevisiae BCY123 pero usando un vector que dirige la

expresion bajo el control de un promotor hibrido Gal1/10. Asi que una
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posibilidad es que el promotor en el vector pYES/2CT no es del todo

adecuado para dirigir una expresion abundante.

6.3 Estabilidad y método de purificacién
Para disefiar un esquema de purificacion adecuado es necesario conocer ciertas

caracteristicas de la proteina como son su tamafo, punto isoeléctrico, solubilidad
y funcion entre otras. La proteina Lsg1 tiene un punto isoeléctrico estimado en
8.76 y un peso de 75 kDa. Debido a que el pl de la proteina se encuentra muy
cercano a la neutralidad fue importante utilizar tampones capaces de amortiguar
a pH por debajo de 7. Por lo anterior tampones de Tris fueron descartados,
ademas de que el Tris tiene la desventaja de presentar grandes variaciones en el
pH en funcién de la temperatura. Asi se utilizaron tampones a base de fosfatos a
pH 6 que aseguraron estar lejos del pl de Lsg1 y prevenir la agregacion de la
proteina. En los primeros ensayos de purificacion se observé que durante la
cromatografia de filtracion en gel, Lsg1 eluia en dos fracciones y una de ellas se
encontraba en el volumen muerto de la columna, lo que sugeria que esa fraccion
tenia un tamafo aparente muy grande. El espectro de absorcién de esa fraccidn
presentd un maximo de absorcidn cercano a 260 nm y no a 280 nm como es de
esperarse para las proteinas. Este mismo fendmeno ya se habia observado para
la GTPasa ribosomal Efl1 y se atribuy6 a la unién de la proteina con RNA. En
analogia, es probable que una parte de la Lsg1 aislada también se encuentre
unida a RNA. Debido a esto, después de la cromatografia de afinidad a Ni** se
realizd un lavado con una soluciéon con 2 M de NaCl para romper las
interacciones de la proteina Lsg1 con RNA. Todas las GTPasas ribosomales y de
traduccién ademas de del dominio G, tiene un dominio de unién a RNA por lo que
pueden formar complejos fuertemente unidos a RNA. La proteina se guardé en
un amortiguador con 10% de glicerol para prevenir su agregaciéon. Por cada litro

de cultivo se obtuvo un rendimiento de 3.5 mg de la proteina Lsg1.
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6.4 Plegamiento y estructura
Las proteinas son polimeros de aminoacidos con diferente niveles estructurales y

en donde el plegamiento de la estructura terciaria esta relacionada con su
funcidn, por ello es importante que la proteina obtenida de manera recombinante
se encuentre plegada. Para determinar el contenido de estructura de la proteina
Lsg1 se analiz6 por medio de la técnica de dicroismo circular. Su espectro de
dicroismo circular es tipico de una proteina con estructura secundaria y no
muestra indicios de estar desestructurada ya que no se observa un minimo en
200 nm dado que esta sefial negativa es caracteristico de que una proteina esta
desestructurada, por el contrario se observd un minimo a 208 nm que es
caracteristico de la estructura secundaria a hélice y una pequefia meseta que
une dos sefales entre 216-224 nm. La deconvolucidon del espectro experimental
con el programa SELCONS3, confirmd que Lsg1 contiene en su estructura
secundaria una mezcla de a-hélices, hojas B y hebra al azar. También presenta
regiones desestructuradas que son comunes en las GTPasa como las hebras
que forman parte del dominio G cuya flexibilidad es esencial para la hidrdlisis de

los nucledtidos.

Lsg1 también fue analizada por medio de la técnica de dispersién dinamica de
la luz (DLS por sus siglas en inglés). Esta técnica permite determinar el tamafio
de las particulas ya que mide fluctuaciones que son resultado de los movimientos
brownianos y que se pueden correlacionar con el coeficiente de difusion y el
tamano (radio hidrodinamico). ElI radio hidrodinamico se refiere al radio
equivalente de una esfera rigida que difunde a la misma velocidad, por lo que
es reflejo del supuesto tamafo de la molécula hidratada. La proteina Lsg1
mostré en solo un pico, lo cual indica que tenemos solo una poblaciéon formada
por la misma especie con un radio hidrodinamico de 4.21 nm. La comparacién del
radio hidrodindmica de Lsg1 con el de otras proteinas cuyo tamarfo y radio es
conocido, indica que la proteina se encuentra plegada pero tiene una forma
elongada (Tabla 20).
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Tabla 20. Relacién peso - radio hidrodinamico de proteinas modelo determinado mediante
dispersion dinamica de luz.

Proteina Ry (nm) Masa molecular (kDa)
Lisozima 1.9 14.7

Insulina humana (pH=7) 2.7 34.2
Ovoalbumina 3 43
Hemoglobina 3.5 65
Albumina sérica bovina (BSA) 3.55 67

Alcohol deshidrogenasa (Caballo) 3.7 80
Hexoquinasa 4.3 102

Después de analizar la estructura secundaria y su tamafo con respecto a su
plegamiento se realizé un ensayo para verificar la estructura terciaria de Lsg1
basado en la fluorescencia. Cambios en el espectro de emision de los triptéfanos
de Lsg1 nativa y en presencia de un agente desnaturalizante, evidenciaron que la
proteina tiene estructura terciaria. Cambios en el maximo de emisién de la
fluorescencia a una longitud de onda mayor y una disminucién en su intensidad
indican que los triptéfanos cambiaron su ambiente y ahora algunos se encuentran

mas expuestos al medio y otros se han apagado.

6.5 Ensayos de union a nucleétidos de guanina
Los resultados anteriores indicaron que la proteina se encuentra plegada, por lo

que se procedid a corroborar la funcién de la proteina mediante ensayos de
unién a nucledtidos de guanina. La proteina Lsg1 cuenta con un total de 7

triptéfanos y uno de ellos se encuentra dentro del dominio G (entre G4 y G5,

Figura 26), por lo que la interaccidon se monitoreé mediante cambios en la
fluorescencia por unién al nucleétido. La adicion de un analogo no hidrolizable
del GTP a la proteina, causa una disminucién en la fluorescencia y ésta
disminucién aumenta conforme aumenta la adicién del nucleétido. Esto sugiere

que el apagamiento de los triptéfanos se da probablemente por la interaccion
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con el nucledtido, es decir que hay un cambio en el ambiente de los triptéfanos
ya sea porque transfiere energia al nucledtido o porque ahora esta
interaccionando con otro residuo dando como resultado el apagamiento. Para
corroborar el primer escenario seria necesario realizar ensayos de transferencia
de energia por resonancia de fluorescencia FRET (en inglés, fluorescence
resonance energy transfer), utilizando analogos fluorescentes de nucledtidos de

guanina.

W10 we2 w248

W116 W165

Wisl

W135

Figura 26. Localizacion de los triptéfanos en la secuencia primaria de Lsg1.

Después de obtener este grafico se tomaron los valores de maxima emision y se
graficaron con respecto a la concentracién del nucledtido afiadido y se llevd a

cabo el ajuste por una regresion no lineal aun modelo de un sitio de union:
P+L ©Pel

El modelo describe adecuadamente los datos experimentales y se obtuvo una
constante de disociacion de 292 uM. Este valor sugiere que la afinidad de Lsg1
por su analogo de sustrato es baja. Esto ya se habia observado para la GTPasa
Efl1 que prsenta un abaja afinidad por este analogo pero no para el sustrato
natural (Garcia, et al., 2015). Es necesario realizar mas experimentos para poder

comparar la afinidad por diversos sustratos.
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7 CONCLUSIONES

e Se obtuvieron dos construcciones para la expresion recombinante en E.

coliy S. cerevisiae de la proteina Lsg1.

e Se logro la expresion recombinante de la proteina Lsg1 en la bacteria E.
coli BL21pRIL.

e Se estableci6 un método de purificacion para la proteina recombinante

Lsg1.

e La proteina recombinante Lsg1 presenta estructura secundaria y terciaria

por lo que se obtuvo de forma plegada.

e Lsg1 tiene una baja afinidad por el analogo no hidrolizable de GTP,

Gpp(NH)p, con una constante de disociacion de 292 uM.
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9 APENDICE

Apéndice 1. Genotipo de la levadura Saccharomyces cerevisiae BCY123.

Genotipo relevante

MATa, pep4::HIS3, prb1::LEU2, bar1::HISG, lys2::GAL1/10-GAL4, can1 ade2
trp1 ura3 his3 leu2-3

Apéndice 2. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de Lsg1.

Nombre Secuencia 5-3°

Forward CGCGGGATCCATGGGTCCACCAAAAGAAGCTCCCAAGAAATG

Reverse CCCGCTCGAGATTATTTTCAATGCTAAAAACTTTGC

Apéndice 3. Genotipo de las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo relevante

Escherichia coli DH5a F ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
recA1 endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA
SUpE44 A- thi-1 gyrA96 relA1

Escherichia coli C41 No disponible

Escherichia coli BL21 pRIL E. coli BL21 F ompT hsdS(rB- mB’) dem”
Tet” gal endA Hte plasmid pRIL[argU ileY
leuW Cam’ ]
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