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RESUMEN

Las darpinas son un grupo de proteinas sintéticas de disefio y conformadas por
modulos de repeticion de anquirina, las cuales tienen la capacidad de
interaccionar con alta especificidad con determinados blancos proteicos. Las
darpinas surgen a partir de las anquirinas, que son proteinas que regulan
interacciones proteina-proteina en numerosas especies. La principal caracteristica
de estas proteinas es su modulo de repeticion cuyo numero varia entre darpinas.
El médulo esta compuesto, por aminoacidos conservados, que mantienen la
estabilidad de la proteina, y siete aminoacidos variables, los cuales se encargan
de que la darpina interaccione con sus blancos especificos.

Actualmente existen numerosos reportes acerca de las darpinas de mas de 2
moddulos. Sin embargo a la fecha no hay estudios acerca de darpinas de un
moddulo. En este trabajo de tesis se purificd y caracterizé una proteina con un
modulo de repeticidon de anquirina, denominada 57a10; cuya secuencia se tomo
de una biblioteca gendmica de darpinas de un médulo elaborada previamente en
el laboratorio de Biomoléculas y Salud Infantil del Instituto Nacional de Pediatria.
Dentro de las caracteristicas mas notables de esta proteina se encuentra su
termoestabilidad de 51.8°C y que es comparable con la temperatura media de
desnaturalizacion (Tm) reportada para darpinas de dos y tres médulos. Por otro
lado, su desnaturalizacién por temperatura es reversible, ya que después de la
desnaturalizacion térmica, una vez que se enfria, recupera en un 80% su
estructura secundaria. Por ultimo, se evalud la interaccion de la darpina 57a10 con
proteinas de la fraccion soluble de lisado celular del parasito intestinal Giardia
lamblia. Esto se realizd con la finalidad de evaluar la afinidad de 57a10 por alguna
proteina de este parasito y la posible aplicacion a futuro de esta darpina como
agente terapéutico o diagndstico de la giardiasis. Como resultado de este analisis,
57a10 mostré afinidad por una proteina con peso aproximado de 66 kDa, la cual,

en un futuro préximo, sera identificada por medio de espectrometria de masas.



1. Introduccion

1.1 Proteinas con repeticiones de anquirina: precursoras de las darpinas

Las proteinas con repeticiones de anquirina o ARs, son un grupo de proteinas que
estan compuestas principalmente, por un numero variable de moddulos de
repeticion generalmente de 33 aminoacidos; y estan presentes de manera
abundante a nivel biolégico, se ha demostrado su presencia en los 3 dominios

representados por Archea, Bacteria y Eukarya ( Jernigan K., et al,2014).

Las anquirinas regulan numerosas interacciones proteina-proteina involucradas en
diferentes eventos celulares como la traduccion de sefales, la regulacién del ciclo
celular, la respuesta inflamatoria y la regulacién de la transcripcion, entre otras.
(Mosawvi, et al, 2004). Ademas, se ha visto que estas proteinas pueden adaptarse
con facilidad a diferentes ambientes ya que en las diferentes especies en las que
se encuentran se ha observado la presencia de anquirinas tanto en el medio

intracelular como en el extracelular.

Estas proteinas se reportaron por primera vez en 3 organismos. En la levadura
Saccharomyces cerevisiae se reportaron cuatro repeticiones de anquirinas
acopladas a la estructura de la proteina SWi6 (Sun Hee Leem et al, 1998), la cual
actua como factor de transcripcion durante el ciclo celular de este organismo. En
el Homo sapiens se reporté una anquirina presente en los eritrocitos, la cual lleva
acabo la funcion de unir la espectrina al dominio citoplasmatico del eritrocito y se
denomino anquirina 1 o R (Gallagher P., et al, 1997). Por ultimo, en la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster se reportd una anquirina, que fue denominada
como anquirina numero 2 o anquirina B, la cual participa en el mantenimiento y

regulacion de la estabilidad sinaptica, (Breeden y Nasmyth, 1987).



1.2 Diseno de las darpinas

A partir de las proteinas con repeticiones de anquirina se disefiaron las darpinas,
las cuales reciben este nombre por sus siglas en inglés (Designed Ankyrin Repeat
Proteins).Se pueden definir como un grupo de proteinas sintéticas con capacidad
de interaccionar con alta afinidad con blancos especificos (Stumpp M. et al, 2008).
A diferencia de los mdodulos de repeticion de las anquirinas, los cuales ya estan
establecidos de forma natural, los modulos de repeticién de las darpinas se unen

de manera selectiva y especifica.

Los primeros acercamientos en el disefio y generacidn de darpinas con cubiertas
en los extremos amino y carboxilo terminal para que tuvieran la capacidad de ser
solubles, fueron estudios realizados por Binz H., y colaboradores en el 2003, en
donde se produjeron bibliotecas de DNA que codificaban para darpinas de 2, 3y 4
modulos de repeticidn. Para elaborar estas darpinas fue necesario unir las
secuencias de las cubiertas de los extremos amino y carboxilo terminal con las

secuencias de los modulos de repeticion.

Para definir los aminoacidos de los moddulos de repeticién, se elaboraron 4
consensos (A, B, C, D), tomando como punto de partida la secuencia obtenida por
Sedgwick y Smerdon (1999) (Fig. 1). Los consensos A, B y C, se basaron en
diferentes alineamientos de secuencias de aminoacidos de ARs reportadas en las
bases de datos SMART y en el GenBank, empleando herramientas
bioinformaticas como el programa BLAST. El consenso D consistiéo en un analisis
estructural en el que se compararon las coordenadas cristalograficas de 10
anquirinas reportadas hasta ese momento en el Protein Data Bank (PDB),
tomando como base los aminoacidos obtenidos en el consenso C. De esta
manera, se definieron los residuos de aminoacidos encargados de llevar a cabo la
interaccion con blancos especificos. En estos residuos puede haber cualquier

aminoacido, a excepcion de glicina (G), prolina (P) y cisteina (C), los cuales son



desfavorables para la estructura de la proteina. Estos consensos permitieron

definir los aminoacidos altamente conservados.

Figura 1. Consensos realizados para el disefio del médulo de repeticion de anquirina. El
consenso A se realiz6 a partir de la base de datos SMART en el que se definieron los residuos 2 —
32. En el consenso B se sustituyeron los residuos no conservados por residuos presentes en las
secuencias de anquirinas reportadas en el GenBank. En el consenso C se utilizaron las secuencias
reportadas en el GenBank para refinar los residuos 1, 2 y 33 que se definieron en el consenso B.
Por ultimo, en el consenso D se determinaron las posiciones correspondientes a los residuos de
aminoacidos variables los cuales se marcan con una X. Imagen tomada y modificada (Binz H, et al,
2003).

Una vez disefiados los mddulos de repeticion, se flanquearon con 2 cubiertas, en
los extremos amino y carboxilo terminal, las cuales protegen y brindan estabilidad
a los modulos de repeticion. A partir de estas secuencias, se generaron bibliotecas
genomicas de darpinas, conformadas por vectores de sobreexpresion que

contienen genes que codifican para diferentes darpinas (Binz H, et al, 2003).

El método de seleccion de darpinas para el reconocimiento de blancos especificos
a partir de estas bibliotecas se ha llevado a cabo mediante la técnica del
despliegue del ribosoma (Tamaskovic R. et al, 2012). Esta técnica es un método in
vitro para seleccion de péptidos y proteinas. Una de las ventajas que presenta con
respecto a otros métodos de seleccion es que la biblioteca de estudio no esta

limitada por la eficiencia de transformacion de las bacterias y sélo se limita por el

5



numero de ribosomas y por las moléculas de RNAm presentes (Zahnd C. et al,
2007).

1.3 Caracteristicas estructurales de las darpinas

El estudio de las diferentes proteinas con dominios de anquirina presentes en la
naturaleza ha aportado conocimiento acerca de las caracteristicas estructurales
que deben tener las darpinas para ser estructuralmente estables asi como
capaces de establecer interacciones especificas con diferentes proteinas, que es
donde reside la principal funcién de estas proteinas. A continuacion se abordan

con mas detalle algunas de sus caracteristicas.

Médulo de repeticion: Estas proteinas, al igual que las anquirinas, estan
compuestas por un numero variable de moédulos de repeticion, generalmente de
33 residuos de aminoacidos. La estructura secundaria del modulo variable
consiste en un giro B, 2 hélices a anti paralelas y un asa, la cual se une al giro 3
del siguiente modulo de repeticion (Sedgwick y Smerdon, 1999). El médulo de
repeticion por si solo presenta un tamano aproximado de 3.5 kDa. La gran mayoria
de las darpinas reportadas hasta el momento se componen de 4 a 6 médulos por

lo que sus pesos moleculares oscilan entre 14 y 21 kDa (Stumpp M. et al, 2008).

En cada uno de sus mddulos de repeticion las darpinas presentan una serie de
aminoacidos importantes para su funcionamiento. Por un lado, en la parte
expuesta al solvente presentan 7 posiciones variables que caracterizan a cada
darpina como unica y le confieren especificidad hacia sus blancos (Fig.2a). Por
otro lado, en la parte central se encuentran una serie de residuos de aminoacidos
alifaticos como: leucina (L) en las posiciones 8, 23 y 24, alanina (A) en las
posiciones 11, 12 y 28, valina (V) en las posiciones 20 y 30 y la isoleucina (I) en la
posicion 19 lo que le confiere al médulo de repeticion una naturaleza hidrofébica
debido a la cadena lateral que presentan estos aminoacidos (Fig. 2b) (Binz H, et
al, 2003).



Figura 2. Elementos que conforman a los médulos de repeticiéon de las darpinas. a) Modulo
de repeticion de anquirina. Constituido por un giro 3, 2 hélices a y un asa. En rojo se indican los 7
aminoacidos variables, los cuales son caracteristicos para cada darpina. b) Nucleo del médulo de
repeticion, en color verde se indican los aminoacidos alifaticos, los cuales confieren una naturaleza

hidrofébica a este mdédulo. Imagen tomada y modificada (Binz H, et al, 2003).

Cubiertas en los extremos amino y carboxilo terminal: Los mddulos de
repeticion de las darpinas son altamente hidrofébicos por lo que por si solos no
podrian ser solubles, ni plegarse de manera correcta. Esto se corroboré en el
trabajo reportado por Leila K. Mosavi y colaboradores en el afio 2002, donde
intentaron purificar darpinas de 1 a 4 mdodulos de repeticion sin cubiertas en los
extremos terminales. Las darpinas de 1 modulo no pudieron plegarse bajo ninguna
de las condiciones de pH ensayadas, las darpinas de 2 mddulos se lograron
plegar parcialmente y, unicamente, las darpinas de 3 y 4 modulos se plegaron de
manera correcta. Trabajos posteriores (Binz H., et al 2003, Seeger M., 2013), en
los cuales los moédulos de repeticion se flanquearon con cubiertas de 28
aminoacidos en los extremos N-terminal y C-terminal (Fig.3), demostraron la
importancia de estas cubiertas, para favorecer el correcto plegamiento de las
darpinas evitando asi la formacion de cuerpos de inclusion (Tamaskovic R. et al,
2012).



Figura 3. Médulo de repeticion de una darpina, flanqueado con las cubiertas amino y
carboxilo terminal. Las cubiertas de 28 aminoacidos de los extremos amino y carboxilo terminal
se encuentran sefialadas con flechas y son éstas las que favorecen que la proteina sea soluble.
Imagen tomada y modificada (Binz H, et al, 2003).

Motivo altamente conservado: A pesar de que las darpinas tienen la capacidad
para unirse de manera especifica a diferentes blancos debido a sus residuos
variables, también poseen una serie de residuos de aminoacidos altamente
conservados. Este motivo esta compuesto por los aminoacidos treonina & (T),
prolina 7 (P), leucina s (L), histidina ¢ (H), leucina 10 (L), alanina 11 (A) y alanina 12
(A) o bien, el motivo TPLHLAA (Fig. 4). Estos residuos favorecen una red de
puentes de hidrogeno que le brindan estabilidad a estas proteinas, principalmente
entre los residuos de T e H ubicados en las posiciones 6 y 9 respectivamente
(Binz H., et al, 2003).

Figura 4. Motivo altamente conservado. La regién numerada 6-12 corresponde al motivo
TPLHLAA, las lineas de color rojo corresponden a los puentes de hidrogeno formados entre la

histidina (H) y la treonina (T). Imagen tomada y modificada (Binz H., et al, 2003).



1.4 Otras caracteristicas relevantes de las darpinas

Ademas de lo antes mencionado, las darpinas también presentan otras
caracteristicas que merecen atencidn como: su termoestabilidad, ventajas con
respecto a los anticuerpos, su adecuada sobrexpresiéon en el citoplasma de
Escherichia coli, en forma de proteinas solubles, y sus altos rendimientos de

purificacion.

Las darpinas presentan una mayor termoestabilidad con respecto a las ARs y una
alta resistencia a la desnaturalizacion por temperatura. Las darpinas
caracterizadas hasta el momento de 2 a 6 modulos de repeticion presentan
temperaturas medias de desnaturalizacion (Tm) de 66 a 85 °C, mientras que las
Tm reportadas para ARs de 2 a 5 médulos, se encuentran igual o por debajo de
los 50 °C. Ligado a esto se ha reportado una relacién directamente proporcional
entre la termoestabilidad y el numero de modulos variables que contenga la
darpina (Binz H., et al, 2003; Tamaskovic R. et al, 2012, Moody P., et al, 2014).

La gran capacidad de interaccion de las darpinas con blancos especificos ha
sugerido la aplicacion de estas proteinas como una alternativa al uso de
anticuerpos debido a las ventajas que presentan respecto a éstos. Entre estas
ventajas tenemos su tamano. Las darpinas reportadas hasta el momento
presentan un peso molecular entre 14 a 21 kDa lo cual es menor que el fragmento
Fab, el cual es el fragmento de anticuerpo mas pequefo utilizado hasta el
momento con un peso molecular de 50 kDa (Poljak R., 1973). El tamafo reducido
de las darpinas es una de las caracteristicas que les permite penetrar con mayor
facilidad a los tejidos, e interaccionar mas facil con los sitios de acciéon de los
ligandos produciendo una inhibicion mas fuerte. Ademas, las darpinas carecen del
fragmento Fc lo que evita que se pueda generar una reaccion causada por parte

del sistema inmune (Stumpp M. et al, 2008).

Otra ventaja que presentan las darpinas es que carecen de cisteinas, por lo que
no requieren formar puentes disulfuro para estabilizar su estructura favoreciendo

su sobreexpresion de manera facil y eficiente en el citoplasma bacteriano con altos
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rendimientos de purificacion. Los rendimientos de darpinas purificadas mediante
el método de cromatografia de afinidad acoplada a ion metalico (IMAC) van de 25
a 200 mg por litro de cultivo celular, lo que favorece una reduccion en los costos
de produccion y en los tiempos de espera con respecto a lo requerido en la
produccion de anticuerpos por inmunizacion de animales (Tamaskovic R., et al,
2012; Stumpp M. et al, 2008; Milovnik P., et al, 2009).

1.5 Usos y aplicaciones de la darpinas en distintas areas de investigacion

Debido a las caracteristicas tan distintivas que presentan las darpinas se les han
dado diferentes aplicaciones en diversas areas. En la literatura existen varios
ejemplos del uso de darpinas en el area de la investigacion médica que se

describen a continuacion.

En el trabajo realizado por Nikolas Stefan y colaboradores en el 2011 se evalué la
efectividad de las darpinas como posible método de diagndstico en tumores. Esto
se llevd a cabo evaluando la interaccién entre una darpina de 3 modulos de
repeticion, denominada Eph1n, y las moléculas de adhesién de las células
epiteliales (EpCAM). Se utilizaron como blanco las EpCAM debido a sus
propiedades como indicadores tumorales. Las EpCAM se encuentran poco
expresadas en las superficies de las células vasolaterales en epitelio sano,
mientras que en células tumorales sus niveles se elevan de manera considerable.
La interaccion entre la darpina y las EpCAM se monitore6 por medio de citometria
de flujo. La darpina evaluada se fusioné con la proteina verde fluorescente vy,
mediante ensayos de inmunofluorescencia, se evalud la interaccidén entre estas 2
moléculas, observandose una fluorescencia mayor en presencia de las EpCAM.
La afinidad entre la darpina y las EpCAM resultd en un valor de 86 pico Molar
(pM). De esta manera, Stefan y colaboradores proponen a la darpina Eph1n como

un futuro agente de diagndstico de tumores.
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Existen algunos estudios de utilizacion de darpinas en el area de la oftalmologia
en el tratamiento del edema macular diabético, el cual es una enfermedad
caracterizada por la pérdida de la vision debido a la acumulacion de liquido en la
capa nuclear interna de la retina y es un padecimiento muy frecuente en pacientes
con diabetes mellitus (Andonegui J. y Jiménez L., 2008). Uno de los primeros
trabajos donde se evalud el uso de las darpinas para el tratamiento de edema
macular diabético, fue el trabajo de Campochiaro P. y colaboradores en el 2013,
donde se evaluo la union entre una darpina denominada MP0112 y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Esto con el objetivo de que las darpinas
puedan regular la actividad de VEGF, la cual a su vez estimula la formacién del
edema macular diabético. De esta manera se propuso utilizar a MP0112 como una
alternativa a los anticuerpos convencionales utilizados en el tratamiento de esta
enfermedad como son Ranibizumab y Bevacizumab. En este trabajo se observo
que MP0112 se unia a todas la isoformas VEGF con una afinidad de 2 pM y su
efecto era mas duradero que el de los anticuerpos, por lo que actualmente la
empresa Molecular Partners AG ha utilizado a MP0112 bajo el nombre de
Abicipar. En la actualidad Abicipar, se encuentra en pruebas de fase 2 en el
tratamiento del edema macular diabético donde el grupo de personas tratadas con

la darpina MP0112 ha mostrado una mejoria significativa.

Otra aplicacion importante que se le ha dado a las darpinas es su uso como
chaperona en la cristalizacion de proteinas. El trabajo de Monroe N. del 2011
muestra el uso de darpinas de 3 mddulos para llevar a cabo la cristalizacion de la
proteina trimérica AcrB compuesta por las subunidades A, B y C. Esta proteina
esta presente en E. coli, y es una proteina de membrana perteneciente a la familia
RND cuya funcion principal es el transporte de farmacos. El objetivo de del trabajo
de Monroe consistia en obtener una estructura con mejor resolucion de esta
proteina ya que solo se tenia una estructura cristalografica a una resolucién de 2.7
A (Pos et al., 2004). Se pusieron a prueba 9 darpinas de 3 modulos. De esas, sélo
se pudo obtener la estructura cristalografica del complejo darpina-AcrB de 3. Las

interacciones entre estas darpinas y su respectivo blanco se analizaron
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explorando computacionalmente las estructuras cristalograficas. Se vio que el
triptofano soe (W) y la tirosina s11 (Y) de la superficie de AcrB interaccionaban con
los aminoacidos variables del primer médulo de repeticion. La interaccidon entre
AcrB y la darpina denominada como numero 1 gener6 una estructura
cristalografica a una resolucion de 2.5 A, mientras que las otras 2 generaron

resoluciones mayores a 3 A.

El primer modulo variable de la darpina no.1 presentaba en su mayoria
aminoacidos aromaticos (W y F) y alifaticos (V e ), los cuales favorecieron que se
obtuviera esta resolucidn debido a que a pesar de que la interaccion se llevo a
cabo de la misma manera en las 3 darpinas, la composicidon de aminoacidos

particular de cada una provoco un acomodo diferente en cada cristal.

Como ya se menciond, las darpinas han sido ampliamente utilizada en diversas
areas de la investigacion, sin embargo todos los trabajos reportados hasta la fecha
emplean darpinas de 4 a 6 modulos de repeticion y en algunos casos darpinas de
2 y 3 modulos. Actualmente no hay reportes de la caracterizacién y uso de
darpinas de un modulo debido a que se han reportado como inestables por lo que
este trabajo es uno de los primeros reportes sobre la purificacion y caracterizaciéon

de una darpina con un médulo de repeticion.

Otro aspecto importante de mencionar es que a pesar de los multiples trabajos
que involucran el uso de darpinas en el area de la biomedicina, actualmente no
hay reportes de trabajos que evaluen la interaccion de darpinas con organismos
parasitarios. Los cuales son altamente prevalentes en nuestro pais, tal es el caso
de las infecciones provocadas por Entamoeba, cuyo numero de casos reportados
hasta la semana epidemioldgica 28 del afio 2018, es 111,403. Por otro lado, los
casos reportados para enfermedades provocadas por otros protozoarios son de
38,996 dentro de las cuales se encuentra la giardiasis, con 6.103 casos, (Boletin
epidemioldgico de la Secretaria de Salud de México, 2018). Por tal motivo, en el

presente trabajo de investigacion se propone acercar la tecnologia de las darpinas
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en la busqueda de proteinas blanco para su posible uso diagndstico o terapéutico

en la giardiasis.

En el laboratorio de Biomoléculas y Salud Infantil del Instituto Nacional de
Pediatria, una de las lineas centrales de investigacién es el estudio del protozoario
Giardia lamblia, parasito intestinal causante de la giardiasis. Este padecimiento se
caracteriza por generar diarreas agudas y mala absorcién de nutrientes. Debido a
que Giardia lamblia es un parasito cosmopolita, desde hace tiempo ha generado
problemas de salud en todo el mundo, sin embargo, tiene mayor prevalencia en
paises en vias de desarrollo y el sector de la poblacion mas vulnerable es el sector
infantil, asi como personas inmunocomprometidas y de la tercera edad. (Blandina
T, et al, 2017). El numero de casos reportados y la gran distribucién e incidencia
mundial de la giardiasis (Escobedo AA, et al, 2018) ha dado pauta a diversos
esfuerzos en la mejora de los farmacos de uso comun o bien la caracterizacion de
nuevos blancos terapéuticos, con el propdsito de erradicar o disminuir la incidencia
de esta enfermedad. Algunos investigadores han caracterizado biomoléculas
esenciales de este organismo con el proposito de valorar su potencial
farmacoldgico obteniendo algunos avances al respecto (Hjgllo T, et al, 2018). Por
lo anterior, en este trabajo se pretende caracterizar funcional y estructuralmente la
darpina (con un modulo de anquirina) 57a10, para identificar potenciales blancos
proteicos en este parasito cosmopolita de importancia en la salud y causante de la

giardiasis.
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2. Justificacion

Las darpinas son proteinas disefiadas para interactuar con blancos proteicos, la
mayoria de las aplicaciones documentadas a la fecha involucran darpinas de mas
de un mddulo. Las darpinas con un sélo médulo han sido poco estudiadas y
muchas veces descartadas, debido a que diversos estudios las definen como
inestables y dificiles de purificar. En el presente trabajo de investigacion se
propone purificar y caracterizar la darpina 57a10, la cual cuenta con un médulo de
anquirina, con la finalidad de aportar informacion sobre las caracteristicas de esta

proteina y evaluar sus posibles aplicaciones a futuro.

Adicionalmente, la tecnologia de las darpinas no ha sido aplicada al estudio de las
enfermedades parasitarias, por lo que también se aprovechara a la darpina 57a10
y se probara su potencial para interactuar con proteinas solubles de Giardia

lamblia.
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3. Objetivos

3.1 Generales:

Purificar y determinar las caracteristicas estructurales y funcionales de la

darpina 57a10 (proteina con un médulo de repeticion de anquirina).

3.2 Particulares:

Subclonar el gen de la darpina 57a10 en el plasmido de sobrexpresién pET-
3aHisTEV

Sobreexpresar la darpina 57a10 en cultivos de E. coli de la cepa
BL21DE3plysS.

Purificar la darpina 57a10 mediante cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados.

Comparar tres métodos de cuantificacion de proteinas para determinar la
concentracion de la darpina 57a10.

Determinar la estructura secundaria de la darpina 57a10 mediante
dicroismo circular.

Determinar la termoestabilidad de la darpina 57a10 mediante dicroismo
circular a 222 nm.

Poner a reaccionar a la darpina 57a10 con un lisado celular de Giardia
lamblia con el fin de evaluar su posible interacciéon con proteinas solubles

de este parasito.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Selecciéon de la proteina con un médulo de anquirina 57a10, como objeto

de estudio de este trabajo de investigacion

Debido a las caracteristicas de sus aminoacidos variables se seleccion6 a la
darpina 57a10. A partir de una biblioteca de darpinas de un modulo de repeticidn,
elaborada previamente en el laboratorio, se selecciond la clona que contenia el
gen de esta darpina. Algunos detalles de la obtencion de esta biblioteca se

mencionan en el anexo 1.

4.2 Subclonacion del gen que codifica a la darpina 57a10 en el plasmido de

sobreexpresion pET3aHisTEV

Los genes contenidos en la biblioteca de darpinas de un médulo se encuentran
clonados en el plasmido de sobreexpresion pET3a. Con el fin de llevar acabo la
purificacion de 57a10 mediante cromatografia de afinidad acoplada a ion metalico,
se subcloné la secuencia codificante para la darpina 57a10 del plasmido pET3a al
plasmido de sobreexpresién pET3aHisTEV (Enriquez Flores et al, 2011). Este
ultimo posee la secuencia que codifica para una etiqueta de 6 histidinas,
antecedido de la secuencia de reconocimiento de la proteasa del virus del tabaco

(pTEV) que se ubicara en el extremo amino terminal de la proteina de interés.

El plasmido pET3aHisTEV contiene en el sitio multiple de clonacién y los sitios de
restriccion Ndel y BamHI los cuales son los sitios de restriccion que flanquean a la
secuencia de la darpina 57a10 en el plasmido pET-3a. De esta forma, tanto el
plasmido pET3a_57a10 como el plasmido pET3aHisTEV se digirieron con estas 2
enzimas de restriccion para asi insertar mediante una reaccion de ligacién la

secuencia de 57a10 utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Fig. 5).
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Figura 5. Subclonacion de la secuencia de 57a10 del plasmido pET-3a al plasmido de
sobreexpresion pET-3aHisTEV. A) Plasmido pET-3a, donde se sefiala con una flecha los sitios
de restriccion Ndel y BamHI. B) Representacion grafica de la construccion de la secuencia
codificante para 57a10 que incluye las cubiertas en el extremo amino y carboxilo terminal. La
secuencia de la darpina esta flanqueada por los sitios de restricciéon Ndel y BamHI. C) Plasmido

pET-3aHisTEV, donde se sefala con una flecha los sitios de restriccion Ndel y BamHI.

Para corroborar que la secuencia nucleotidica codificante para la proteina 57a10
se insertd debidamente en el plasmido pET-3aHisTEV se secuenciéo mediante el
método de Sanger en la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de ADN del Instituto
de Biotecnologia, UNAM.

Con el DNA secuenciado se transformaron células competentes de Escherichia

coli Top 10 y BL21DE3pLysS y a ambos cultivos se les agreg6 glicerol al 9% con

el fin de almacenarlos a -70°C hasta su uso.
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4.3 Sobreexpresion y purificacion de la darpina 57a10

Se sembré un precultivo en medio soélido suplementado con ampicilina a una
concentracion de 100 ug/ml tomando una asada del cultivo almacenado en glicerol
al 9% que contenia el plasmido pET3aHisTEV con la secuencia de DNA
codificante para la darpina 57a10 y se incub6 durante toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente se cosecharon las bacterias y fueron resuspendidas en 500 pl de medio
LB suplementado con ampicilina. Con una alicuota de este precultivo se inocul6 un
cultivo de 500 mL, hasta alcanzar una densidad oOptica medida a 600 nm de 0.1
(DOsoonm: 0.1). El cultivo se incub6é a 37 °C en agitacion hasta alcanzar una
DOeoonm de 0.8; la sobreexpresion de la proteina se indujo con 0.5 mM de IPTG,

finalmente el cultivo se incubd durante toda la noche a 30°C, en agitacion.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los cultivos inducidos se
centrifugaron a 3,024 x g durante 15 min, utilizando una centrifuga Hettich
Universal 32R.

El sobrenadante se retiré y la pastilla bacteriana resultante se resuspendio en 40
ml de amortiguador de lisis A (Tris 50 mM, pH:8, NaCl 500 mM) suplementado con

el inhibidor de proteasas PMSF a una concentracion final de 2 mM.

La muestra se sonicé en frio, mediante 7 ciclos de 45 segundos, con descansos
de 2.5 minutos entre cada ciclo, utilizando un sonicador Branson, modelo 450
VWR Scientific. El lisado celular se centrifug6 a 4°C a 6,804 x g durante 45

minutos en la centrifuga Hettich Universal 32 R.

Posteriormente se recolectd el sobrenadante y se incubd durante 30 minutos a
25°C en presencia de la resina acoplada a Niquel (Profinity™ IMAC Ni-Charged
Resin, BIO-RAD), previamente equilibrada con amortiguador de lisis A.
Posteriormente se colecté la fraccion de proteinas no unidas a la resina. La

columna se lavo con 30 ml de amortiguador (Tris 50 mM, pH:8, NaCl 50 mM) y se
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colect6 la fraccidon del lavado. Posteriormente se agregé 30 ml de amortiguador
(Tris 50 mM, pH:8, NaCl 50 mM) + Imidazol 200 mM y se incub6 durante 30 min a

temperatura ambiente con el fin de eluir la darpina.

Una vez eluida, la proteina se concentrdé en un centricon, AMICON Ultra (Merck
Millipore) de 15 ml con paso de corte de 10 kDa y se centrifugd a 1577 x g hasta
un volumen de 3 mL. Con el fin de almacenar la proteina se precipitd con sulfato

de amonio al 70% y se almacend a 4 °C.

4.4 Digestion de la etiqueta de histidinas de 57a10, por accién de la proteasa

del virus del tabaco

La darpina 57a10 se incubd en presencia de la proteasa del virus del tabaco
(TEVp), con el fin de hidrolizar la etiqueta de 6 histidinas del extremo amino
terminal. Para ello, la proteina precipitada se centrifugd a 9,700 x g durante 10
minutos en la microcentrifuga Sorvall S, se retir6 el sobrenadante y el precipitado
se resuspendio en 500 uyl de amortiguador de digestién (Tris 50 mM, pH: 8.0,
EDTA 0.5 mM) y DTT 1 mM. La proteina disuelta en el amortiguador de digestion
se incubd durante 12 horas a 25 °C en presencia de la TEVp en una relacion 1:25
(TEVp:57a10).

Transcurrido el tiempo de incubacién, la muestra de darpina + pTEV se diluy6 con
14 ml de amortiguador de trietanolamina (100 mM, pH; 7.4) y se incubé durante 30
minutos a 25°C con resina de niquel previamente equilibrada con el mismo
amortiguador de trietanolamina. Después del tiempo de incubacion se colecté la
fraccion no unida a la resina IMAC, que en este caso, contiene a la proteina sin la

etiqueta de histidinas.

La proteina 57a10 sin etiqueta de histidinas, se colocé en un tubo AMICON ultra

de 15 ml con paso de corte de 10 kDa y se centrifugd a 1577 x g durante 20 min
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en la centrifuga Universal 32 R para poder concentrar nuestra proteina a un

volumen final de 1 ml.

4.5 Analisis de los pasos de purificacion de la darpina 57a10 mediante SDS-
PAGE

En el proceso de purificacion de la proteina 57a10, se tomaron diversas alicuotas
con el fin de monitorear cada paso mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE al 16% de acuerdo a la técnica reportada por
Laemmli (U.K. Laemmli, 1970). Las electroforesis se llevaron a cabo con un voltaje
constante de 80 mV durante media hora y posteriormente se aumento el voltaje a
120 mV durante dos horas. Los geles se tifieron con azul de Coomassie, y

posteriormente fueron destefidos con agua desionizada.

4.6 Evaluacion de tres métodos de cuantificacion colorimétricos para

determinar la concentracion de la proteina 57a10

La darpina 57a10 presenta un porcentaje bajo de aminoacidos aromaticos,
careciendo de triptéfanos (W) vy tirosinas (Y), presentando uUnicamente 2
fenilalaninas (F); ademas, carece completamente de cisteinas (C) por lo que
57a10 no puede ser cuantificada por medio de su coeficiente de extincion molar a
280 nm. De esta forma, se evaluaron 3 métodos de cuantificacion de proteinas por
colorimetria, para determinar cual de ellos arrojaba el valor mas aproximado a la
concentracion real de la muestra al compararlos con la concentracion de la triosa

fosfato isomerasa de Giardia lamblia (GITIM).
Para cada uno de estos métodos se realizé una curva patron utilizando diferentes

concentraciones de BSA en un rango de 4 mg/ml a 40 mg/ml partiendo de una

concentracion stock de 1 mg/mL
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Los 3 métodos evaluados fueron: el método del acido bicinconinico (BCA), el
método de Bradford y el método de Lowry; algunos detalles de estos métodos se

mencionan a continuacion.

Método de BCA (acido bicinconinico): Es un método de cuantificacion
colorimétrico que consiste en la reduccion del ion Cu?* resultado de la interaccion
con los residuos de arginina, cisteina, triptéfano, tirosina, histidina y fenilalanina de
la proteina de interés. Al reducirse el ion Cu?* a Cu'* interacciona con 2 moléculas
de BCA, formando asi el complejo BCA-Cu'*, el cual genera una coloracion
morada que se puede medir a una longitud de onda de 562 nm (Olson J. y
Markwell J., 2007).

Método de Bradford: El método de Bradford tiene como componente principal el
azul de Coomasie G-250 el cual inicialmente tiene una coloracion roja. Una vez
que interacciona con la cadena lateral basica y aromatica de la proteina de interés
adopta una coloracién azul que puede ser medida a una longitud de onda de 595
nm. (Olson J. y Markwell J., 2007)

Método de Lowry: Este método se compone de 2 etapas, la primera se lleva a
cabo bajo condiciones alcalinas y consiste en la interaccion entre los iones de
Cu?* y los enlaces peptidicos de la proteina de interés. De esta forma los iones de
Cu?* se reducen a Cu'* y se forma un complejo entre los enlaces peptidicos de la
proteina y los iones de Cu'* En la segunda etapa este complejo reduce el reactivo
de Folin-Ciocalteu lo cual genera una coloracién azul que se puede medir a una
longitud de onda de 750 nm. (Olson J. y Markwell J., 2007)

4.6.1 Determinacion de la concentracion de la darpina 57a10

Utilizando como referencia cada curva patrén se cuantificé la concentracién de

57a10 utilizando los 3 métodos colorimétricos. Se analizaron muestras de darpina
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57a10 con etiqueta de histidinas, cada una de estas fracciones se analizé por
duplicado utilizando dos volumenes diferentes de muestra (2.5y 5 ul).

Mediante geles desnaturalizantes al 16% se evaluaron dos cantidades (10 y 15
Mg) de proteina determinadas de acuerdo a las concentraciones obtenidas en cada
uno de los métodos evaluados. Como proteina control se utilizaron 10 y 15 pg de
la triosa fosfato isomerasa de Giardia lamblia (GITIM), cuya masa molecular en su
estado monomérico es de 27.9 kDa. La concentracion de GITIM se estimé
espectrofotométricamente a 280 nm con base en su coeficiente de extincién molar
de 26720 M cm-'. EI método mas aproximado mostraba bandas con una
tonalidad similar a la de las bandas de GITIM siendo el método de BCA el que
presentd una coloracion mas aproximada, esto se mencionara con mas detalle en

los resultados.

En trabajos posteriores se cuantificaron las fracciones colectadas durante la
purificacion utilizando el método de BCA y como referencia la curva patron de
BSA. Cada una de las fracciones se analizd por duplicado utilizando dos
volumenes diferentes de muestra (2.5 y 5 pl). Los tubos de la curva patron y de las
fracciones se incubaron durante 30 minutos a 37 °C y posteriormente se
cuantificaron en un espectrofotometro modelo Cary 50, a una longitud de onda de
562 nm.

4.7 Caracterizacion estructural de la darpina 57a10

4.7.1 Analisis de la estructura secundaria de la darpina 57a10 por medio de

dicroismo circular

Para determinar la estructura secundaria de 57a10 se llevé a cabo un barrido de
longitud de onda entre 190 y 280 nm en un espectropolarimetro J-810 (Jasco,
Maryland, USA). Se utilizé una concentracion de proteina de 0.25 mg/ml diluida en
amortiguador de fosfato de sodio (25 mM, pH: 7.4). Este analisis se hizo con una

velocidad de barrido de 1 nm/min a una temperatura de 25 °C y en una celda de
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cuarzo de 0.1 cm de paso de luz. Los datos obtenidos se analizaron en el

programa Origin Pro 2015.

4.7.2 Analisis de la estabilidad térmica de la darpina 57a10 por medio de

dicroismo circular

El analisis de estabilidad térmica se hizo con el fin de determinar la temperatura
media de desnaturalizacion de 57a10. La prueba se realizd partiendo de la
muestra utilizada en el experimento anterior, la cual estaba a una concentracion

de 0.25 mg/ml en amortiguador de fosfato de sodio (25 mM, pH: 7.4).

El ensayo se realiz6 a una longitud de onda de 222 nm en el espectropolarimetro
J-810 (Jasco, Maryland, USA) y utilizando una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso
Optico, en un rango de temperatura de 20 a 90 °C, donde el aumento de

temperatura fue de 1°C por cada 2.5 minutos.

La fraccion desnaturalizada (fo) se calculé por medio de la ecuacion: fbo = 61 — On /
Bp — Bn, donde On corresponde a la elipticidad del estado nativo, Bp a la elipticidad

del estado desnaturalizado y O a la elipticidad de la muestra a la temperatura T.

La temperatura media de desnaturalizacion (Tm), se determindé mediante un ajuste
utilizando el modelo de Boltzmann. Los datos obtenidos fueron analizados en el

programa Origin Pro 2015.

4.8 Interaccion de la darpina 57a10 con proteinas solubles del parasito

Giardia lamblia
El objetivo de este experimento fue estudiar la afinidad de la darpina 57a10 con

proteinas solubles del parasito intestinal G. lamblia, con el fin de evaluar el posible

uso a futuro de 57a10 con fines diagnosticos o terapeuticos contra la giardiasis.
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Para cumplir este objetivo, el experimento se disefio en 3 etapas. La primera etapa
consistié en determinar la mejor condicién de unién de 57a10 a la resina IMAC
(seccion: 4.8.1). En la segunda etapa se obtuvieron las proteinas solubles de
Giardia, lisando los trofozoitos y separando la fraccion soluble de la insoluble
(seccion: 4.8.2). Por ultimo en la tercera etapa se llevo a cabo la interacciéon entre
57a10 y las proteinas de la fraccién soluble de G. lamblia, para posteriormente
unirlo a la resina IMAC (seccion: 4.8.3). Adicionalmente se realizé un experimento
control en el que se evalud la union inespecifica de las proteinas solubles de G.
lamblia a la resina IMAC en ausencia de la darpina 57a10 con el fin de descartar
falsos positivos debido a la probable afinidad de proteinas con la resina IMAC

(seccion: 4.8.4).

4.8.1 Estandarizacion de las condiciones de union de la darpina a la resina

acoplada a Niquel

Para obtener las condiciones optimas de union entre la darpina y la resina se
llevaron a cabo 2 pruebas en las que se evaluaron diferentes cantidades de

darpina y diferentes volumenes de resina.

De acuerdo al manual Profinity™ IMAC Resins (http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10001677B.PDF), la resina acoplada a
niquel tiene una capacidad de unidon de 15 mg/ml, de esta forma se decidiod
evaluar cantidades en el limite de la capacidad de la resina y por debajo de la

capacidad reportada.

En primer lugar se probaron diferentes cantidades de darpina en un intervalo de
0.5 a 5 mg vy diferentes volumenes de resina en un rango de 35 a 350 pl. Estas
relaciones se encuentran en el limite de la capacidad de la resina acoplada a
niquel. Ademas, se evaluaron diferentes condiciones de incubacion modificando la

temperatura y el tiempo de incubacion, la cuales se muestran en la tabla.1.
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Volumen de Cantidad de Tiempo de
resina (ul) proteina (mg) incubacién
35 0.5
100 1
1 horay
Toda la noche
250 2:5 (12 horas)
350 5

Tabla 1. Diferentes condiciones de incubaciéon probadas para la interaccién entre darpina

57a10 y resina acoplada a niquel.

En un segundo acercamiento, se probaron diferentes cantidades de darpina en un
intervalo de 100 ug a 1 mg y diferentes volumenes de resina en un intervalo de 20
a 250 pl. Estas relaciones se encuentran por debajo de la capacidad de la resina
acoplada a niquel. Para este ensayo, se evaluaron diferentes condiciones de
incubacién, modificando la temperatura y el tiempo de incubacién, la cuales se

muestran en la tabla.2.
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Volumen de Cantidad de Tiempo de
resina (pl) proteina (mg) incubacién
20 0.1
50 0.25 1 hora, 2 horas y
toda la noche
100 0.5 (12 horas)
250 1

Tabla 2. Diferentes condiciones de incubaciéon probadas para la interaccién entre darpina

57a10 y resina de niquel.

Al finalizar los respectivos tiempos de incubacién para todas las fracciones de
ambas pruebas se colectd la fraccion no unida a la resina centrifugando a 9,700 x

g durante 10 minutos.

Posteriormente, se lavé con 1 mL de amortiguador de Trizma 50 mM, pH: 8.5,
NaCl 100 mM, incubando durante 10 minutos a temperatura ambiente (25 °C) en
agitacion y se centrifugd a 9,700 x g durante 10 minutos para separar la fracciéon

denominada fraccién de lavado.

En ambas pruebas se analizaron las fracciones no unidas a la resina y el lavado
de todas las condiciones. Esto se llevd a cabo en geles SDS-PAGE al 16%,

tefidos con azul de Coomasie coloidal.

4.8.2 Obtencion de las proteinas solubles del parasito Giardia lamblia.

Para obtener las proteinas de G. lamblia, se utilizaron 16 tubos de cultivo de este
parasito de la cepa WB crecidos a confluencia. Cada tubo contenia

aproximadamente de 15 a 18 millones de trofozoitos. Estos cultivos se
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almacenaron a 4 °C la noche previa a la lisis con la finalidad de que los trofozoitos

se desprendieran de la superficie de los tubos donde estaban adheridos.

Al dia siguiente los cultivos se centrifugaron a 1,577 x g en la centrifuga Hettich
Universal 32R durante 10 minutos, posteriormente se retird el sobrenadante y los
botones celulares se resuspendieron en amortiguador de Trizma 500 mM, pH: 8.5,

NaCl 100 mM para concentrarlos en un tubo Eppendorf.

El boton celular se lavd 4 veces con amortiguador de Trizma (500 mM, pH: 8.5,
NaCl 100 mM) mediante centrifugacion a 1,577 x g durante 10 minutos.
Finalmente, a la pastilla celular se le agregd amortiguador de lisis B (Trizma 500
mM, pH: 8.5, NaCl 100 mM, PMSF 2mM y E64 1mM) para posteriormente lisar por
sonicacion mediante 7 ciclos de 45 segundos c/u con descansos de 2.5 minutos
entre cada ciclo, en el sonicador Branson a una intensidad de 4 y con un output de
20 kHz.

Finalizados los 7 ciclos de sonicacion la muestra se centrifugd a 9,700 x g durante
40 minutos y posteriormente se recolecto el sobrenadante, el cual corresponde a

las proteinas solubles de G. lamblia.

La concentracion de la fraccidon soluble se determind, cuantificando a 280 nm en

un espectrofotometro modelo NanoDrop One de la marca Thermo Scientific.

4.8.3 Interaccion de 57a10 con proteinas solubles de Giardia lamblia

La darpina 57a10 se incubo con la fraccién de proteinas solubles a una relacion de
1:1.5 (1 mg de darpina 57a10 con 1.5 mg de fraccién soluble de G. lamblia)
durante 1 hora, en agitacion y a temperatura ambiente (25 °C). La mezcla de
interaccion se puso en contacto con 250 ul de resina previamente equilibrada con
amortiguador de Trizma 500 mM, pH: 8.5, NaCl 100 mM y se incubd durante toda

la noche (12 horas) a 4 °C y en agitacién en tubos Eppendorf de 1.5 ml.
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La muestra se centrifugé a 9,700 x g durante 10 minutos para recolectar la

fraccidon no unida a la resina de afinidad.

Posteriormente se hizo un lavado con 1 ml de amortiguador de Trizma y se incubo
durante 10 minutos para posteriormente centrifugar a 9,700 x g, durante 10

minutos y recolectar el lavado.

Por ultimo, la muestra se eluyé con 500 uyl de amortiguador de Trizma 500 mM,
pH: 8.5, NaCl 100 mM e imidazol 200 mM, incubando durante 30 minutos a
temperatura ambiente (25 °C) y en agitacion. Posteriormente se centrifugé a 9,700
x g durante 10 minutos para colectar la fraccion del eluido.

Los 500 pl del eluido final se lavaron para eliminar el imidazol restante para lo cual
se diluyeron hasta a un volumen de 3 ml con amortiguador de Trizma (500 mM,
pH: 8.5, NaCl 100 mM) y se centrifugaron en un tubo AMICON como previamente
se describid. Esto se repitio 3 veces y la muestra se concentré en un volumen de
500 pl. Enseguida se concentré utilizando un speedvac modelo CentriVap durante
hora y media a 35 °C hasta un volumen minimo, para finalmente llevar a un
volumen final de 50 pl con amortiguador de Trizma 500 mM, pH: 8.5, NaCl 100
mM.

Las diferentes fracciones colectadas durante este ensayo se analizaron por
electroforesis en un gel SDS-PAGE al 16% el cual se tifié con azul de Coomasie

coloidal.

4.8.4 Evaluacion de la union inespecifica de proteinas solubles de Giardia

lamblia a la resina acoplada a niquel

Este experimento control se realizé con el objetivo de determinar si existian
proteinas de la fraccion soluble de G. lamblia, que se unian de manera

inespecifica a la resina sin que se encuentre presente la darpina 57a10.
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Para este experimento se incubd 1.5 mg de extracto de proteinas solubles de G.
lamblia con 250 ul de resina acoplada a niquel durante 2 horas a 4 °C y en
agitacion. Las cantidades de resina y proteina utilizadas para el ensayo de

interaccion fueron las mismas utilizadas en el ensayo con 57a10.

Finalizado el tiempo de incubacién se centrifugé a 9,700 x g durante 10 minutos y
se colecto la fraccion no unida a la resina. Se realizaron 2 lavados, cada uno con 1
ml de amortiguador de Trizma y centrifugando a 9,700 x g, durante 10 minutos; se

colecto la fraccion de lavado.

La muestra se eluy6 con 500 uyl de amortiguador de Trizma 500 mM, pH: 8.5, NaCl
100 mM e imidazol 200 mM incubando durante 30 minutos a temperatura
ambiente (25 °C) y en agitacion. Posteriormente se centrifugé a 9,700 x g durante
10 minutos para colectar la fraccion del eluido que contendria las posibles

proteinas que de manera inespecifica se unen a la resina IMAC.

El eluido se concentré en un tubo AMICON ultra de 15 ml, durante 15 min hasta
llevar a un volumen de 100 ul. Posteriormente se realizaron 3 lavados con el
propdsito de eliminar el imidazol restante, cada lavado se hizo con 300 ul de
amortiguador de trizma (500 mM, pH: 8.5, NaCl 100 mM) y se centrifugé a 1,577 x

g durante 15 min.

Finalmente se analizaron las fracciones de este experimento por electroforesis, en

un gel SDS-PAGE al 16%, el cual se tifié con azul de Coomasie coloidal.
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4.9 Analisis de la hidrélisis espontanea de la etiqueta de histidinas de 57a10

a través del tiempo

Este experimento se llevo a cabo con el objetivo de evaluar si la banda que se
cree que corresponde a 57a10 sin etiqueta de histidinas aumentaba con él al paso
del tiempo. Para ello se evaluaron 5 muestras de la darpina 57a10 purificada en
diferentes fechas, las cuales no se habian sometido a la hidrdlisis de la etiqueta de
His con la TEVp. La presencia de esta banda se analizé6 mediante SDS-PAGE al

16%, el cual se tifid con azul de Coomasie coloidal.
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5. Resultados

5.1 Secuencia de la darpina 57a10 en el plasmido de sobreexpresion pET-
3aHisTEV

El electroferograma obtenido mediante secuenciacién del gen de la darpina 57a10
se presenta en la figura 6. Se puede observar la secuencia que codifica para la
etiqueta de 6 histidinas en el extremo amino terminal (subrayado en negro) y con
la cual se podra purificar a 57a10 mediante la resina IMAC. También se encuentra
la secuencia de reconocimiento de la TEVp (subrayado en naranja) para llevar a
cabo la protedlisis de la etiqueta de histidinas. Por ultimo, se sefalan las
secuencias codificantes de las cubiertas de los extremos amino (subrayado en
azul) y carboxilo terminal (subrayado en verde), asi como la secuencia del médulo

variable de 57a10 (subrayado en rojo).
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Figura 6. Electroferograma obtenido mediante secuenciacion del gen correspondiente a la
proteina 57a10. Subrayado con negro se sefiala la secuencia codificante para la etiqueta de 6
histidinas; con color anaranjado la secuencia de reconocimiento para la TEVp; con color azul se
indica la secuencia de la cubierta aminoterminal; con rojo la secuencia del médulo variable de

57a10 y con color verde se sefiala la secuencia de la cubierta carboxiloterminal.
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Con la secuencia obtenida flanqueando con un solo oligonucleétido se pudo leer
la secuencia completa de la darpina 57a10 ademas de la secuencia que codifica
para la etiqueta de 6 histidinas en el extremo amino terminal y la secuencia de
reconocimiento para la proteasa del virus del tabaco. La secuencia de nucledtidos
se tradujo hacia los aminoacidos correspondientes utilizando el servidor Expasy-
translate (https://web.expasy.org/protparam/) y en la figura 7 se muestran los
aminoacidos que conforman a 57a10, la cual en su extremo amino terminal
contiene la secuencia de reconocimiento de la proteasa del virus del tabaco y la
etiqueta de histidinas, adicionalmente se sombrean los aminoacidos variables los

cuales en su mayoria son de naturaleza hidrofilica.

catcatcatcatcatcatggatcgeotggttcocgagatetgaaaacctgtattttcaggga
H BE H H H H G S5 L V P R 5 ENILY F @ G
catatggacctgggtaagazactgotggaagoctgctogtgotggtcaggacgacgaagtt
E M D L 6 K K L L E A A R A G @ D D E V
cgtatcctgatggctaacggtgctgacgttaacgctagagacgdgaggaggtaggactocy
R I L. M A NG ATDU VUNOZZPBRDBENE c HBTTFP
ctgcacctggctgctgaggggggtcacctggaaatecgttgaagttctgctgaagcacggt
L. H L A2 2 E 6§ ¢ H L E I Vv E VvV L L K H G
gotgacgttaacgoccoccaggacaaatteggtaagacocgetttcgacatectocatogacaac

A D VvV N A Q D K F GG K T A F D I 5 I D N
ggtaacgaggacctggctgaaatcctgecaaggatcowgcaagoggaago
& N E D L A E I L @ G 5 X K R K

Figura 7. Traduccion de la secuencia nucleotidica a secuencia de aminoacidos de 57a10- Se
muestra en el extremo aminoterminal la etiqueta de 6 histidinas (naranja) seguida de la secuencia
de reconocimiento de la proteasa del virus del tabaco (azul). En rojo, se presentan las cubiertas
amino y carboxilo terminal. Los amino&cidos sombreados en rosa, verde y azul corresponden a las

7 posiciones variables de 57a10 que se encuentran en el médulo de anquirina (negro).

5.2 Purificacién de la darpina 57a10

La proteina 57a10 se purifico a homogeneidad como se observa en la figura 8 en
donde se presentan cada una de las fracciones colectadas a lo largo de la

purificacion. En el carril 1 se aprecia sobrexpresion de la darpina 57a10, debido a
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que se distingue la banda con una masa aproximada de 12 kDa, que,
presumiblemente corresponde a la darpina 57a10 con la etiqueta de 6 His y el sitio
de reconocimiento de la TEVp, en su extremo aminoterminal. El carril 2
corresponde a la fraccidon soluble obtenida después de lisar y clarificar el extracto
celular. Se aprecia una banda de mayor grosor de peso aproximado a los 12 kDa,
con lo se puede suponer que la darpina es una proteina soluble. Los carriles 3 y 4
corresponden a la fraccion no unida a la resina y a la fraccién de lavado
respectivamente. En ambos carriles se observan bandas tenues cercanas a los 12
kDa, lo que nos indica una ligera pérdida de proteina que no se unio a la resina.

La hidrdlisis de la etiqueta de histidinas de la darpina por accion de la proteasa del
virus del tabaco (TEVp) se llevdo a cabo de manera eficiente lo que permitid
obtener a la proteina 57a10 con un alto grado de pureza. En las primeras
fracciones analizadas del gel podemos ver que la banda de 57a10 presenta una
masa molecular de 12 kDa. Posteriormente en la fraccion de la interaccion de
57a10 con la TEV (carril 5) y en los carriles 6, 7 y 8, las bandas de 57a10 tienen
una masa menor aproximada a 9.7 kDa, lo cual nos indica que la etiqueta de

histidinas fue hidrolizada de manera eficiente por accion de la TEVp.

Figura 8. Andlisis de la purificacion de la darpina 57a10. Carril 1: Lisado Celular (LC), Carril 2:
Sobrenadante (SN), Carril 3: fraccion no unida a la columna (NU), Carril 4: Lavado (L), Carril 5:
Darpina incubada con la proteasa del virus del tabaco (TEV) (E+TEV)), Carriles 6-8: Proteina
purificada 57a10. Carril 6: 0.5 yl, Carril 7: 1 yl, Carril 8: 1.5 pl, Carril 9: Marcador de peso molecular
Unstained Precision Protein Standards, BIORAD (MPM).
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5.3 Evaluacién de diferentes métodos colorimétricos para cuantificar la

proteina 57a10

Para evaluar cual método para determinar la concentracion de la darpina 57a10 es
el mejor, se utilizé un lote de proteina con la etiqueta de histidinas. Es decir, esta

proteina no fue sometida a protedlisis por la TEVp.

La darpina 57a10 carece de triptéfanos (W), tirosinas (Y) y cisteinas (C), estos tres
aminoacidos son necesarios para determinar su concentracion con base en su
absortividad a 280 nm, por lo que no es posible determinar el coeficiente de
extincion molar de la darpina. Debido a lo anterior, se compararon 3 métodos de
cuantificacion de proteinas colorimétricos (BCA, Bradford y Lowry), las
concentraciones obtenidas con cada uno de ellos se presentan en la tabla 3.
Tomando como base estas concentraciones, en la figura 8, se presenta el gel
SDS-PAGE en donde se cargaron 10 y 15 ug. Asi mismo en el gel, se cargaron 10

y 15 pg de la GITIM para tomarla como proteina de referencia.

La figura 9 muestra que el método de cuantificacion de proteinas por BCA, este
fue mas confiable con respecto a la GITIM (proteina de referencia), ya que las
bandas que se observan en los carriles 2 y 3 (darpina) son las mas aproximadas a
la GITIM (carriles 8 y 9). Por otro lado, los métodos de Bradford y Lowry nos dan
una sobreestimacion de concentracion de la proteina ya que los datos
proporcionados por las cuantificaciones nos muestran una alta concentraciéon de
proteina. Sin embargo en el gel se observa que la cantidad de proteina cargada es
muy poca (Fig. 9, carriles 4 - 7). De esta forma podemos decir que el sesgo
generado por estos 2 métodos fue muy grande y por esta razén se decidid no
utilizarlos para cuantificar a la darpina 57a10. De esta manera, en los
experimentos siguientes la determinacion de la concentracion de proteina se llevd

a cabo por el método de BCA.
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Un dato importante que se pudo apreciar en este ensayo es que en los carriles
donde se cargoé la proteina 57a10 (Fig. 9, carriles 2-7) se observoé una segunda
banda con un peso molecular menor que corresponde con el peso molecular
aproximado a 9.7 kDa de la proteina sin la etiqueta de histidinas. Como se
menciond al comienzo de esta seccion, el lote de proteina utilizado para este
experimento no se incubd en presencia de la TEVp por lo que probablemente
exista una hidrodlisis espontanea de los seis residuos de histidina ubicados en el
extremo aminoterminal que se abordara mas adelante en la seccion 5.7 No
obstante, este hecho se tomo en consideracion para los experimentos posteriores
ya que la etiqueta de histidinas es necesaria para evaluar la interaccién entre
57a10 y las proteinas solubles de Giardia lamblia. Para esto, las pruebas de
interaccion se realizaron en el menor periodo de tiempo posible posterior a la

purificacién para asi evitar margenes de error debido a la pérdida de la etiqueta de

histidinas.
Darpina BCA (mg/ml) Bradford (mg/ml) Lowry (mg/ml)
57a10 His 1.9 9.1 8.5

Tabla 3: Concentraciones obtenidas para la darpina 57a10-His por los métodos de

cuantificacion colorimétricos evaluados.
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Figura 9. Comparacion de los 3 métodos de cuantificacion colorimétricos. Gel SDS-PAGE al
16% con diferentes cantidades de la proteina 57a10, tomando como referencia las concentraciones
obtenidas por los 3 métodos de cuantificacion evaluados. Carril 1: marcador de peso molecular
Unstained Precision Protein Standards,BIORAD. Carriles 2 y 3: darpina cuantificada por el método
de BCA 10 y 15 ug. Carril 4 y 5: darpina cuantificada por el método de Bradford 10y 15 ug. Carril 6
y 7: darpina cuantificada por el método de Lowry 10y 15 pg. Carriles 8 y 9: GITIM 10 y 15 pg.

5.4 Rendimientos de las purificaciones de la darpina 57a10

Una vez estandarizado el método de cuantificacion se pudo obtener la
concentracion de la darpina 57a10 en las diversas purificaciones realizadas y con
esto se pudo determinar sus rendimientos asi como un rendimiento promedio
(Tabla 4).
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No. de Concentracién | Volumen Final Proteina total Volumen de Rendimiento
purificacién (mg/mL) (mL) (mg) medio de cultivo (mg/L de
(L) cultivo)
1 48.10 0.5 24.05 0.5 48.10
2 5.67 3 17.01 1 17.01
3 16.97 0.6 10.18 0.5 20.36
Promedio 28.49

Tabla 4. Rendimientos obtenidos en diversas purificaciones de la proteina 57a10. La

concentraciéon de proteina fue determinada por el método de BCA.

5.5 Caracterizacion estructural de la darpina 57a10.

5.5.1 Determinacion de la estructura secundaria por Dicroismo Circular.

En la figura 10 se ilustra la elipticidad molar obtenida para la proteina 57a10

mediante la obtencidon del espectro de dicroismo circular. Como ya se ha

mencionado anteriormente las darpinas estan conformadas principalmente por 2

hélices alfa y un giro beta. La grafica mostrada en la figura 10 presenta 2 minimos

principales a 208 nm y 222 nm, los cuales corresponden a los minimos

caracteristicos de las hélices alfa.
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Figura 10. Estructura secundaria de la darpina 57a10 seguida por dicroismo circular. La
darpina 57a10 se utilizé a una concentracion de 0.25 mg/ml y se hizo un barrido de longitud de
onda de 290 a 180 nm

5.5.2 Efecto de la temperatura en la estructura secundaria de la proteina

57a10, seguida por dicroismo circular.

El analisis de dicroismo circular para determinar la termoestabilidad de la proteina
de estudio se muestra en la figura 11, siguiendo el cambio en la elipticidad a 222
nm conforme aumenta la temperatura. En esta grafica se puede observar que la
darpina 57a10 presentd una temperatura media de desnaturalizacion de 51.83°C.
Este valor es de considerarse ya que la proteina 57a10 es una proteina
relativamente pequefa con 93 aminoacidos cuyo peso molecular es de 9.7 kDa.
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[ 57210 a[0.25 mg/mL]

Ajuste Boltzmann

1.0

0.8 1
0.6 1
Tm: 51.83°C
0.4 1
0.2 1

0.0+

Fraccion desnaturalizada (FD) 222 nm

Temperatura (°C)

Figura 11. Termoestabilidad seguida por Dicroismo Circular a 222 nm. La darpina 57a10 se

utilizé a una concentracion de 0.25 mg/ml, el interavio de tempertura usado fue de los 20 a 90 °C.

Posterior al analisis de la estructura secundaria, la misma muestra de proteina se
enfrid hasta alcanzar los 25 °C y se determind el espectro de dicroismo circular
como se menciond previamente; se observd que la proteina recupera su
estructura secundaria en un 80%. Esto se determiné comparando el valor de la
elipticidad molar a 222 nm, antes y después de desnaturalizarse. Esta diferencia
resulta evidente como lo muestra la figura 12, el trazo de color negro corresponde
al espectro de dicroismo circular de la proteina antes del ensayo de
desnaturalizacion térmica mientras que el trazo de color rojo corresponde al
espectro de dicroismo circular después de la desnaturalizacién térmica y una vez
que la temperatura descendio a 25°C.

Después de que la proteina se desnaturaliza por temperatura y se enfria hasta
alcanzar la temperatura ambiente se pueden apreciar los minimos de 208 y 222
nm lo que nos indica que 57a10 recuperd su estructura secundaria casi en su
totalidad.
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Figura 12. Graficas comparativas de la estructura secundaria de 57a10, seguida por

dicroismo circular. Antes (negro) y después (rojo) de la desnaturalizacion térmica.

5.6 Interacciéon de la darpina 57a10 con proteinas de la fracciéon soluble de

lisado del parasito Giardia lamblia.

El uso de las darpinas en el estudio de organismos parasitarios es un area poco
explorada; por lo que se evaluo la afinidad de 57a10 con proteinas solubles de
trofozoitos de G. lamblia, lo que podra aportar informacién util para su posible uso

en el tratamiento o diagnodstico de la giardiasis.

5.6.1 Estandarizacion de las condiciones para llevar a cabo la Interaccion

entre la darpina 57a10 y proteinas solubles de Giardia lamblia.

Se llevé a cabo la union de la darpina 57a10 a la resina acoplada a niquel, esto
con el objetivo de determinar la mejor condicion de unién, para usar dicha
condicion en las pruebas de interaccion entre 57a10 y las proteinas solubles de G.
lamblia. Esto se hizo comparando diferentes volumenes de resina y diferentes
cantidades de darpina. A continuacidn se presentan 2 pruebas de unién de
darpina a la resina acoplada a niquel.
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Las figuras 13 y 14 presentan los geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 16%
donde se analiz6 la primera prueba en donde se utilizaron diferentes cantidades
de darpina y diferentes volumenes de resina, en relaciones 1:50 (Fig. 13 carriles 2,
3,6y7;Fig. 14 carriles 1,2, 7y 8)y 1:100 (Fig. 13 carriles 4 y 5; Fig. 14 carriles
3, 4, 5 y 6).Estas relaciones se encuentran en el limite de la capacidad de unién
de la resina acoplada a niquel la cual es de 15 mg de proteina por 1 ml de resina.
Ademas, se evaluaron diferentes condiciones de incubacién, modificando la
temperatura y el tiempo de incubacion. Como control, se utilizaron 30 pg de la
darpina 57a10 purificada con etiqueta de histidinas y se evalué la fraccion de

proteina no unida a la resina y la fraccion del lavado.

Las relaciones utilizadas no resultaron favorables ya que al analizar la fraccion no
unida a la resina (Fig. 13 carriles 2, 4 y 6; Fig. 14 carriles 1, 3, 5y 7) se observa
que la cantidad de proteina perdida, es similar a la cantidad presente en el control
(Fig. 13 carril 1), lo que nos indica que la gran mayoria de la proteina no esta
adherida a la columna. Por otro lado, en la fraccidén del lavado (Fig. 13 carriles 2,
3,6y7;Fig. 14 carriles 1, 2, 7 y 8), también se observa perdida de proteina lo que
nos indica que la proteina restante se pierde al lavar la resina acoplada a niquel,
por lo que estas relaciones de cantidad de proteina y volumen de resina no

resultaron favorables y no fueron utilizadas.

Figura 13. Estandarizacion de la union de proteina 57a10 a la resina acoplada con Niquel.
Muestras incubadas durante 1 hora a 25 °C en agitacion, condiciones: A: 35 ul de resina + 0.5 mg
de proteina, B:. 250 ul de resina + 2.5 mg de proteina, C: 350 ul de resina + 5 mg de proteina.
Carril 1: Control 30 ug de la proteina 57a10, carriles 2 y 3: Fracciéon no unida a la resina (NU) y
lavado (L) (condicidon A), carriles 4 y 5: Fraccién no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicion

B), carriles 6 y 7: Fraccion no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicion C).
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Figura 14. Estandarizacion de la unién de proteina 57a10 a la resina acoplada con Niquel.
Muestras incubadas toda la noche a 4 °C en agitacion. Condiciones: A:. 35 pl de resina + 0.5 mg
de proteina, B: 250 pl de resina + 2.5 mg de proteina, C: 350 pl de resina + 5 mg de proteina, D:
100 pl de resina + 1 mg de proteina. Carriles 1y 2: Fraccion no unida a la resina (NU) y lavado (L)
(condicion A), carriles 3 y 4: Fracciéon no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicién D), carriles
5 y 6: Fraccion no unida a la resina (NU) vy lavado (L) (condicién B), carriles 7 y 8: Fraccion no

unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicién C).

Las figuras 15, 16 y 17 presentan los geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) donde
se analizaron diferentes cantidades de darpina y diferentes volumenes de resina
en relaciones 1:200 (Fig. 15 carriles 1 4; Fig. 16 carriles 1 4; Fig. 17 carriles: 1 -
6) y 1:250 (Fig. 15 carriles 5 y 6; Fig. 16 carriles 5 y 6). Estas relaciones se
encuentran por debajo de la capacidad de unién de la resina acoplada a niquel. Al
igual que las figuras 12 y 13 se evaluaron diferentes condiciones de incubacion,
modificando la temperatura y el tiempo de incubacion y se evalud la fraccion de

proteina no unida a la resina y la fraccion del lavado de cada condicion.

Las relaciones utilizadas resultaron favorables ya que al analizar la fraccion no
unida a la resina (Fig. 15 carriles 1, 3 y 5, Fig. 16 carriles 1, 3y 5, Fig. 17 carriles
1, 3 y 5) se observa una menor pérdida de proteina con respecto a la cantidad
presente en el control (Fig. 13 carril 1), lo que nos indica que la gran mayoria de la
proteina estd adherida a la columna. Por otro lado, en la fraccidon del lavado (Fig.
15 carriles 2, 4 y 6; Fig. 16 carriles 2, 4 y 6; Fig. 17 carriles 2, 4 y 6), se observa
una minima perdida de proteina. De todas estas relaciones la mas favorable fue
250 pl de resina + 1 mg de proteina, incubados durante 2 horas a 25°C en

agitacién (Fig. 16 carriles 5 y 6).
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Figura 15. Estandarizacion de la union de proteina 57a10 a la resina acoplada con Niquel.
Muestras incubadas durante 1 hora a 25 °C en agitacion. Condiciones: E: 50 pl de resina + 250
ug de proteina, F:. 100 pl de resina + 500 pg de proteina, G: 250 pl de resina + 1 mg de proteina.
Carriles 1 y 2: Fraccién no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicién E), carriles 3 y 4: Fraccion
no unida a la resina (NU) vy lavado (L) (condicion F), carriles 5 y 6: Fraccion no unida a la resina
(NU) ylavado (L) (condicion G).

Figura 16. Estandarizacion de la union de proteina 57a10 a la resina acoplada con Niquel.
Muestras incubadas durante 2 horas a 25 °C en agitacion. Condiciones: E: 50 pl de resina + 250
Mg de proteina, F:. 100 pl de resina + 500 ug de proteina, G: 250 pl de resina + 1 mg de proteina.
Carriles 1 y 2: Fraccién no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicién E), carriles 3 y 4: Fraccién
no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicién F), carriles 5 y 6: Fraccién no unida a la resina
(NU) ylavado (L) (condicion G).

Figura 17. Estandarizacién de la unién de proteina 57a10 a la resina acoplada con Niquel.
Muestras incubadas durante toda la noche a 4 °C en agitacién. Condiciones: E: 50 pl de resina +
250 pg de proteina, F: 100 pl de resina + 500 ug de proteina, H: 20 pl de resina + 100 pg de
proteina. Carriles 1 y 2: Fraccidén no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicion H), carriles 3 y
4: Fraccion no unida a la resina (NU) y lavado (L) (condicién E), carriles 5 y 6: Fraccion no unida a

la resina (NU) y lavado (L) (condicién F).
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5.6.2 Interaccion entre la darpina 57a10 y proteinas de la fracciéon soluble de

Giardia lamblia

La interaccion se llevd a cabo incubando la darpina 57a10 con la fraccién soluble
del lisado de Giardia para después adherirla a la resina utilizando la mejor
condicion obtenida en el experimento de la secciéon 5.6.1, figura 16, carril 5y 6
(250 plI de resina y 1 mg de proteina). Esto se llevo a cabo por duplicado y se
analiz6 mediante SDS-PAGE al 16%, las proteinas candidatas se seleccionaron
con base a 2 criterios: 1) la banda candidata no debe estar presente en el carril
donde se cargd la 57a10 control (sin interaccién con el lisado de Giardia) y 2) la
banda candidata también debe estar presente en la fraccidén soluble del lisado de

Giardia. Los resultados se muestran en las figuras 18 y 19.

Como controles se utilizaron 10 ug de la darpina 57a10 con etiqueta de histidinas
(Fig. 18 Carril 2; Fig. 19, carril 1) y 25 pg de extracto de Giardia (Fig. 18, Carril 3;
Fig. 19 carril 2). Por ultimo, se analizo la interaccion entre la darpina 57a10 y las
proteinas de la fraccidon soluble de Giardia, para lo cual se cargaron en el gel
concentraciones crecientes de la fraccion de la interaccion. Se cargaron 3, 5, 7y 9
Mg de la interaccién (Fig. 18 carriles 6, 7, 8 y 9; Fig. 19 carriles 5, 6, 7 y 8), en los
que se aprecia en ambos experimentos una banda de alto peso molecular que se
eluyo junto con la darpina al agregar imidazol 200 mM. En las figuras 18 y 19, se
resalta una proteina de interés con una flecha. Es importante resaltar que la
proteina de interés no aparece en el extracto de la proteina control (Fig. 18 Carril
2; Fig. 19 carril 1) y si estd presente en el extracto de proteinas obtenidas de
Giardia (Fig. 18, carril 3; Fig. 19, carril 2).
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Figura 18. Interaccién entre de la darpina 57a10 y la fraccion soluble del lisado celular de G.
lamblia. Gel SDS -PAGE al 16% y tefiido con azul de Coomassie. Carril 1: Marcador de peso
molecular SDS-PAGE Standard Broad Range, BIO-RAD, (MPM), Carril 2: Control, darpina 57a10
con etiqueta de histidinas purificada (10 pg), Carril 3: Control, extracto de la fraccion soluble de
lisado celular (25 ug), Carril 4: fraccion no unida a la columna (NU) de la interaccién (20 ul), Carril
5: Lavado (L) de la interaccién (20 ul), Carriles 6, 7, 8 y 9: Interaccién, 57a10 con extracto de

G.lamblia (3 ug, 5 ug, 7 pg, 9 ug). La flecha indica la proteina candidata que se propone.

Figura 19. Interaccién entre de la darpina 57a10 y la fraccién soluble de lisado celular de
Giardia lamblia. Gel al 16% SDS -PAGE vy tefido con azul de Coomassie. Carril 1: Control,
darpina 57a10 con etiqueta de histidinas purificada (10 ug), Carril 2: Control, extracto de la fraccion
soluble de lisado celular (25 ug), Carril 3: fraccién no unida a la columna (NU) de la interaccion (20
ul), Carril 4: Lavado (L) de la interaccion (20 pl), Carriles 5, 6, 7 y 8: Interaccién, 57a10 con extracto
de G.lamblia (3 pg, 5 pg, 7 pg, 9 ug), Carril 9: Marcador de peso molecular SDS-PAGE Standard
Broad Range, BIO-RAD (MPM). La flecha indica la proteina candidata que se propone.
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5.6.3 Evaluaciéon de la union inespecifica de proteinas solubles de Giardia

lamblia a la resina acoplada a niquel.

Con el objetivo, de descartar que la banda de interés observada en los
experimentos de la seccion 5.6.2 fuera producto de la unién inespecifica de
proteinas solubles de G. lamblia a la resina IMAC. Se llevé a cabo un control
experimento que se presenta en la figura 20. En este control se incubd la fraccidon
soluble de lisado celular de G. lamblia con la resina acoplada a niquel. De esta
forma se pudo corroborar que la proteina candidata no es producto de una unién
inespecifica, ya que, en la fraccién de proteinas de Giardia eluidas de la resina
(carril 2), no se observa ninguna proteina con un peso similar al peso aproximado
de la proteina candidata (66 kDa). Por otro lado, en la fraccidn de proteinas no
unidas a la resina (carril 3), se observa una gran pérdida de proteina, lo que indica
que gran parte de las proteinas de Giardia no se unen por si solas a la resina
IMAC.

Figura 20. Experimento control para evaluar la unién inespecifica de proteinas de Giardia
lamblia a la columna acoplada a niquel. Carril 1: Control, extracto de la fracciéon soluble de G.
lamblia (30 pg), Carril 2: Eluido del experimento control (proteinas de Giardia eluidas de la resina),
Carril 3: Proteinas de Giardia no unidas a la resina, Carril 4: Marcador de peso molecular SDS-
PAGE Standard Broad Range, BIO-RAD (MPM).
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5.7 Anadlisis a través del tiempo de la posible protedlisis de la etiqueta de

histidinas de la darpina 57a10.

La proteina 57a10 con etiqueta de histidinas posee un peso molecular de 12.24
kDa. Con el paso del tiempo se observo la aparicion de una banda con peso
molecular menor por lo que se sugiere que podria tratarse de la darpina 57a10 sin

la etiqueta de histidinas cuyo peso corresponderia a 9.7 kDa.

Debido a lo anterior, se decidié monitorear a esta proteina a lo largo del tiempo
para evaluar el momento en el que aparece la banda de 9.7 kDa. En la figura 21
se presenta el gel SDS-PAGE donde se observa la presencia de esta banda
(marcada con una flecha), en diferentes muestras de darpina 57a10 purificada con
etiqueta de histidinas y analizada en diferentes dias posteriores a la purificacion.
Después de 7 dias de purificar a la proteina 57a10 (Fig. 21, carriles 2 y 3) ya
presenta la banda de 9.7 kDa aunque en escasa proporcién. Debido a que una
banda de menor peso molecular a la darpina se observd después de una semana
de haberla purificado, se penso en la posibilidad de que al estar en solucién se
estuviera favoreciendo la protedlisis de la etiqueta de histidinas. Por lo anterior se
realizoé otra purificacion, y, en lugar de concentrar la proteina con centricon se
precipitd con sulfato de amonio al 70% y se almacend durante siete dias. Al
término de ese tiempo, la proteina precipitada se centrifugd y el boton resultante
se resuspendid en amortiguador de Trizma 50 mM, pH:8.5, NaCl 100 mM y se
cargo en los carriles 4 y 5 (Fig. 21) en donde también se aprecia la banda de peso
molecular menor en una cantidad similar a la observada en los carriles 2 y 3 por lo
que se este experimento nos demostré que precipitar a la proteina con sulfato de
amonio no evita la aparicion de la banda de menor peso molecular.

Asi mismo, se tenian almacenadas muestras de la proteina 57a10 después de 30
dias (Fig. 21, carriles 6, 7, 8 y 9) vy 42 dias (Fig. 21, carril 10) transcurridos
después de su purificacion y en ambas muestras se observa la presencia de la

banda de 9.7 kDa, incluso en la muestra con mayor tiempo esta banda es mayor
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también. Se estima que en la proteina almacenada durante 42 dias la proporciéon
de la proteina sin etiqueta de histidinas corresponde aproximadamente a un 50%.
De acuerdo a lo observado en este gel se demuestra que en la proteina 57a10 se
proteoliza de manera espontanea la etiqueta de histidinas conforme pasa el
tiempo. No obstante para corroborarlo se requieren hacer otros experimentos, por
ejemplo un andlisis de Western blot utilizando anticuerpos anti-histidinas para
corroborar que la generacion de la segunda banda sea producto de la pérdida de

la etiqueta de histidinas.

Figura 21. Comportamiento de la darpina 57a10 después de ser purificada a través del
tiempo. Carril 1: Marcador de peso molecular (MPM), Carriles 2 y 3: 57a10 con etiqueta de
histidinas y concentrada en tubo CENTRICON (7 dias purificada) 8 ug y 10 ug, Carriles 4 y 5:
57a10 con etiqueta de histidinas y concentrada con sulfato de amonio al 70 % (7 dias purificada) 8
Mg y 10 ug, Carril 6 y 7: 57a10 con etiqueta de histidinas (30 dias purificada) 4.1 ug y 7.2 ug, Carril
8 y 9: 57a10 con etiqueta de histidinas (30 dias purificada) 5.1 ug y 8.3 pg, Carril 10: 57a10 con
etiqueta de histidinas (42 dias purificada) 6.2 ug. La flecha indica la banda correspondiente a la

darpina sin la etiqueta de histidina.

49



6. Discusion

Dadas sus caracteristicas tan peculiares, como son su estabilidad y afinidad con
alta especificidad, las darpinas son moléculas con un gran numero de
aplicaciones. En la actualidad, estas proteinas se utilizan en areas muy distintas
de las cuales podemos resaltar el area de investigacién biomédica. Los principales
estudios reportados a la fecha incluyen diagnéstico de cancer de mama (Nikolas
Stefan et al, 2011) y tratamientos de edema macular diabético (Campochiaro P. et
al, 2013). En el area de bioquimica de proteinas, las darpinas también se han
utilizado para fomentar la cristalizacion de proteinas dificiles de cristalizar (Monroe
N., et al, 2011).

Dado lo anterior, las darpinas también podrian utilizarse en la deteccion de
blancos proteicos que faciliten el diagndstico de organismos patégenos como
bacterias u organismos parasitarios de los cuales actualmente no se tiene
informacion. El gran numero de informacion acerca de aplicaciones de las
darpinas ponen de manifiesto la versatilidad de estas proteinas asi como los
campos que aun no han sido explorados utilizando a las darpinas para la

busqueda y deteccion de blancos terapéuticos o de diagnostico.

En este trabajo se sobreexpreso y purificd la darpina 57a10 con un médulo de
repeticion de anquirina y se seleccion6 a partir de una biblioteca de proteinas de

un moédulo de repeticion previamente obtenida en el laboratorio.

La darpina 57a10 pertenece a un grupo de proteinas cuyo moédulo variable se
obtuvo mediante PCR a una temperatura de alineamiento de 57°C. Esta darpina
fue seleccionada debido a su variedad de aminoacidos que presenta en el modulo
variable con respecto a las otras proteinas obtenidas a la misma temperatura de

alineamiento.
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Los aminoacidos que presenta la darpina 57a10 en las posiciones variables del
modulo de anquirina son RGGREGH de tal forma, que tiene aminoacidos con
cadenas laterales no polares como la glicina (carga neutra), aminoacidos con
cadenas laterales acidas como el acido glutdmico (carga negativa) y también
presenta aminoacidos con cadenas laterales basicas como la arginina e histidina

(carga positiva).

Las otras proteinas obtenidas utilizando la misma temperatura de alineamiento
presentan aminoacidos con cadenas laterales no polares y con cadenas laterales
basicas, como la darpina 57a36 cuya secuencia de aminoacidos variables es
AARAGRH, o la darpina 57a39 que presenta los aminoacidos GRARTAN. En el
caso de las darpinas 57b1 y 57b10 basicamente todos sus aminoacidos variables
son residuos de triptofano y serinas (WWWWWSN y SWSSWWN,

respectivamente)

De acuerdo a lo anterior, las darpinas 57a10, 57a36, 57a39 presentan mayor
diversidad de aminoacidos. Sin embargo, la 57a10 es la unica que presenta un
aminoacido con carga negativa, el acido glutamico. De esta forma, la darpina
57a10 se selecciond por presentar una mayor diversidad de aminoacidos en sus

posiciones variables que sus contrapartes.

La purificaciéon de 57a10 corroboré lo propuesto por Binz et al en el aino 2003,
donde se menciona que las cubiertas de 28 aminoacidos en los extremos amino y
carboxiloterminal de las darpinas estabilizan y promueven que sean solubles en
medios acuosos. Previamente Leila K. Mosavi en el afio 2002 describié que un
s6lo modulo de repeticion era altamente inestable y no podia purificarse bajo
ninguna condicién. Sin embargo, en este trabajo utilizando la estrategia de Binz se
pudo sobreexpresar y purificar la darpina 57a10, la cual presenta un sélo mdédulo
de repeticién de anquirina flanqueado por las cubiertas amino y carboxilo terminal,
como se muestra en la figura 7. Asi mismo, cabe resaltar que esta proteina se

pudo obtener a partir de la fraccion soluble con lo que pudimos comprobar que las

51



cubiertas de los extremos amino y carboxilo terminal favorecieron su solubilidad.
Por otro lado esta proteina pudo ser purificada en un solo paso, mediante
cromatografia de afinidad obteniendo un rendimiento promedio de 28 mg/L de

cultivo celular.

Uno de los métodos de cuantificacion de proteinas mas confiable es aprovechar la
absortividad a 280 nm de aminoacidos aromaticos de los que se obtiene su
coeficiente de extincion molar. Sin embargo, para determinar dicho coeficiente es
indispensable la presencia de dichos aminoacidos como el triptéfano (W), la

tirosina (Y) y la fenilalanina (F), asi como de cisteinas (C) (Pace C. et al, 1995).

La mayoria de las darpinas con un modulo de repeticion de anquirina obtenidas en
el laboratorio, presentan un porcentaje muy reducido de aminoacidos aromaticos y
carecen de cisteinas en toda su estructura. La proteina 57a10 presenta un total
de 93 aminoacidos, de los cuales, solo dos son aminoacidos aromaticos: 2
fenilalaninas (F). Carece en toda su secuencia de triptofanos (W), tirosinas (Y) y
cisteinas (C). Al analizar la secuencia de aminoacidos de 57a10 con el servidor
ProtParam de ExPASYy (https://web.expasy.org/protparam/), no se pudo obtener un
coeficiente de extincion molar a 280 nm ya que dicho servidor arrojé un valor
0.000.

Por lo anterior se evaluaron 3 métodos de cuantificacion de proteinas alternativos
que se basan en la deteccion colorimétrica: el método de Lowry, Bradford y del
acido bicinconinico (BCA). BCA fue el método seleccionado para determinar la
concentracion de proteina en este trabajo ya que con este método pudimos tener
una aproximacion mejor de la concentracion de proteina en comparacion con los
otros dos métodos. En los geles donde se analizaron estos resultados, la
concentracion proporcionada por el método de BCA fue la mas aproximada a la
cantidad de proteina presente en el gel, tomando como referencia la concentraciéon

conocida y observada para la GITIM (proteina de referencia).
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Por otro lado, este método presenta otras ventajas respecto a los métodos de
Bradford y Lowry entre las que se incluyen que el método de BCA presenta un
margen de error bajo el cual puede ser causado por la interferencia que pueden
producir los componentes del amortiguador en el que se encuentra la muestra,
mientras que en Lowry y Bradford el margen de error causado por estas
interferencias es alto. Otra ventaja es que el acido bicinconinico no presenta una
toxicidad aguda como es el caso del reactivo de Folin Ciocalteu el cual es el
principal reactivo del método de Lowry y de acuerdo a su hoja de seguridad es
categoria 4 en toxicidad aguda, categoria 2 en corrosion cutanea e irritacion ocular
y categoria 3 en toxicidad especifica para determinados érganos. Por su parte el
acido bicinconinico puede generar corrosion cutanea e irritacién ocular en grandes
cantidades (hoja de seguridad de G-Biosciences, 2016). Fue por esto que BCA fue
el método utilizado en las cuantificaciones de la darpina 57a10, debido al bajo

sesgo y toxicidad que presenta.

Como ha sido documentado, la estructura de las darpinas esta compuesta en su
mayoria por hélices alfa ya que posee 2 hélices alfa antiparalelas y un giro beta. El
barrido de longitud de onda en el UV lejano para 57a10 seguido por dicroismo
circular corrobora esto, como se observa en la figura.9 donde 57a10 presenta los

minimos caracteristicos de hélices alfa a 208 y 222 nm.

La Tm de la darpina 57a10 fue de 51.83°C, este es un dato que contrasta con lo
descrito por Leila K. Mosavi respecto a la inestabilidad de las darpinas con un
modulo de repeticion de anquirina. 57a10 pese a ser una darpina con un solo
moédulo que tiene 93 residuos de aminoacidos, presenta una termoestabilidad
considerable. Su Tm no esta muy alejada de las Tm’s reportadas para darpinas de
2, 3 y 4 mdédulos de anquirina cuyas temperaturas medias de desnaturalizacion
van desde 66 a 89°C (Binz., et al., 2003, Zahnd C., et al, 2007).

La termoestabilidad de 57a10 se atribuye principalmente a su secuencia de

aminoacidos. Se ha reportado que uno de los multiples factores que pueden influir

53



en la termoestabilidad proteica es la presencia de aminoacidos hidrofébicos, los
cuales pueden ser alifaticos o aromaticos. La energia liberada por las cadenas
hidrofébicas son factores que mejoran la termoestabilidad de las proteinas
(Atsushi ikai y Miyazaki., et al 2006).

A ese respecto, 57a10 tiene en su mayoria aminoacidos hidrofébicos alifaticos los
cuales son: 12 alaninas (A), 5 valinas (V), 11 leucinas (L), 5 isoleucinas (I), 2
metioninas (M) y 1 prolina (P). En menor cantidad presenta aminoacidos
hidrofobicos aromaticos los cuales son: 2 fenilalaninas (F). 57a10 presenta 38
aminoacidos hidrofébicos del total de 93 que conforma su estructura, por lo que
podemos decir que el 40.86% de los amino acidos de 57a10 son hidrofébicos. Al
comparar esto con lo descrito por lkai y Miyazaki, podemos atribuir que su
composicidon de aminoacidos, es uno de los factores principales de la
termoestabilidad presentada por 57a10.

Otras de las darpinas de un mddulo de anquirina estudiadas en el laboratorio,
también presentaron alta termoestabilidad, sin embargo, las temperaturas medias
de desnaturalizacion difieren dependiendo de los aminoacidos que contienen en el
modulo variable. De las 7 posiciones variables de 57a10 (RGGREGH), 3 son
aminoacidos alifaticos los cuales son glicinas, teniendo asi una Tm de 51.83 ° C.
La darpina 55-6 con una termoestabilidad mayor que 57a10, que aun a 90 °C no
se desnaturalizo en su totalidad, de sus 7 posiciones variables (LVKLVLN) 5 son
aminoacidos alifaticos, 3 leucinas y 2 valinas. Por otro lado, 5834 tuvo una Tm
inferior a 57a10 de 40.6 °C, y en sus 7 posiciones variables (IDEHEVH) contiene 2
aminoacidos alifaticos, una isoleucina y una valina. Comparando estas tres
darpinas, se corrobora el hecho que los aminoacidos alifaticos contribuyen a la
termoestabilidad de las proteinas y en el caso especifico de estas darpinas es

debido sdlo a los aminoacidos alifaticos que se encuentran en el médulo variable.

Otra caracteristica notable de la proteina 57a10 que se derivd de los estudios
estructurales seguidos por dicroismo circular, fue que posteriormente a su

desnaturalizacion y una vez que la temperatura disminuyé hasta alcanzar la
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temperatura ambiente (25°C aproximadamente), 57a10 recuperd su estructura
secundaria en un 80 %. De acuerdo a algunos reportes, el hecho que las proteinas
puedan replegarse después de su desnaturalizacién térmica es atribuido a los
aminoacidos hidrofobicos alifaticos que presenta. H. Jane Dyson et al en el aho
2006, mencionan que es posible que se lleve a cabo la formacion de la estructura
nativa de una proteina a partir de su estructura no plegada, esto debido a la
formacion de cavidades hidrofébicas, estas cavidades se forman por interacciones
débiles entre residuos de aminoacidos hidrofobicos, que se agrupan en secciones
de la cadena polipeptidica. Las cavidades hidrofébicas pueden actuar como sitios
de inicio del plegamiento (sitios de nucleacion) y favorecer la formacion de la
estructura nativa de la proteina a partir de su estructura no plegada. 57a10 tiene
aminoacidos hidrofobicos en 40.86% de su secuencia, por lo que el replegamiento
de su estructura secundaria podria ser producto de las interacciones hidrofobicas

que presenta.

En este trabajo de investigacion, fue de nuestro interés buscar blancos proteicos
de Giardia lamblia mediante su interaccion con la darpina 57a10. En primer lugar,
resulta importante abordar enfermedades parasitarias utilizando estas proteinas ya
que no existen estudios a este respecto. Por otro lado, cabe mencionar que este
parasito, causante de la giardiasis, afecta principalmente al sector infantil. Dentro
de los principales sintomas se encuentra el sindrome de mala absorcién que
puede traer consecuencias perjudiciales para el infante. De esta forma, evaluar la
interaccién de 57a10 con las proteinas de la fraccion soluble de lisado de Giardia,
€s un paso inicial, para el posible desarrollo a futuro de un marcador especifico
para este parasito, que pueda ser usado en el diagndstico o a nivel terapeutico en

el tratamiento de esta enfermedad.

57a10 presentd afinidad por una proteina con un peso molecular aproximado de
66 kDa. La union entre la darpina 57a10 con esta proteina de Giardia se corrobord
gracias a los controles utilizados, ya que esta proteina esta presente en el extracto

de Giardia lamblia, y no en la darpina purificada no. Por otro lado el experimento
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control donde se evalud la unidn no especifica de proteinas de Giardia a la resina
acoplada a niquel, tampoco mostré tener la banda de esta proteina, por lo que
podemos decir que la presencia de esta proteina en los carriles de las
interacciones mostradas en las figuras 17 y 18, se debid a la interaccion directa
con 57a10. Para poder corroborar la identidad de esta proteina afin a 57a10 y
conocer sus caracteristicas particulares, es necesario identificarla por medio de

espectrometria de masas.

A lo largo de los experimentos realizados hasta este punto, 57a10 mostré un
fendmeno particular, pese a estar precipitada en sulfato de amonio; 57a10
aparentemente autohidroliza su etiqueta de histidinas y, de acuerdo a la figura 19,
esto se acentua con el tiempo, A partir de 7 dias, se observé la presencia de una
banda de peso molecular menor al de la proteina 57a10, el peso molecular de esta
banda extra coincide con el peso molecular de 57a10 sin etiqueta de histidinas el
cual es de 9.7 kDa. Ademas, se observd que la intensidad de esta banda se

intensificaba al paso del tiempo.

Otras de las darpinas de un médulo obtenidas en el laboratorio, presentaron este
mismo fendmeno, sin embargo, 57a10 fue la que comenzaba a mostrar esta
banda extra en un periodo mas corto, ya que después de 7 dias posteriores a la

purificacién comienza la aparicion de la banda de 9.7 kDa

Una de las posibilidades que podria explicar este fendbmeno es que los
aminoacidos de las posiciones variables de la proteina 57a10 pudieran llevar a
cabo la hidrdlisis de la etiqueta de histidinas en un mecanismo similar al que lleva

a cabo la proteasa del virus del tabaco (TEVp).

Basandose en el mecanismo de hidrélisis que tiene la TEVp, en el que se sabe
que sus aminoacidos histidina 46 (H) y acido aspartico s1 (D), desempefian un papel
fundamental en la hidrolisis de la etiqueta de histidinas (Hedstrom L., 2002). Con

esto sabemos que 57a10 tiene en sus 7 posiciones variables dos argininas, tres
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glicinas, una histidina y un acido glutamico (R31G33G34R36E44GasHs7). Estas 7
posiciones variables son las que se encargan de llevar a cabo la interaccién con
los blancos. La histidina (H) que presenta 57a10 también podria desempenar las
funciones que lleva cabo la histidinass (H) de TEVp, y el acido glutamico (E) de
57a10 al ser un aminoacido con carga negativa podria actuar como un homoélogo
del &cido asparticos1 (D) que presenta la TEVp. Sin embargo para corroborar lo
antes mencionado, hacen falta varios estudios.

Este fendbmeno no esperado, resulta muy relevante ya que puede dar pauta a
estudios posteriores, donde se pueda estudiar y conocer de manera precisa, el
mecanismo por el cual las darpinas de un modulo estan llevando a cabo este
proceso de hidrdlisis espontanea. Entre los experimentos que se pueden llevar a
cabo para corroborar este fendmeno, se podria realizar un Western blot, utilizando
anticuerpos anti-histidinas para corroborar que la generacion de la segunda banda

sea producto de la pérdida de la etiqueta de histidinas.
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7. Conclusiones

La darpina 57a10 se sobreexpresé y purifico con alto grado de pureza, con un
rendimiento promedio de 28.49 mg por litro de cultivo. Este trabajo constituye uno
de los primeros reportes acerca de la caracterizacion de una darpina con un
moddulo de anquirina, de las cuales no hay reporte en la literatura ya que se les

consideraba muy inestables.

La proteina 57a10 ademas de tener una termoestabilidad similar a la reportada
para darpinas con mayor numero de modulos, puede recuperar su estructura
secundaria en un 80 % después de ser desnaturalizada por temperatura, lo que
abre la posibilidad de emplear esta proteina en condiciones extremas de

temperatura.

Ademas, 57a10 es afin a una proteina de G.lamblia, la cual tiene un peso
aproximado de 66 kDa. Una vez que se conozca la identidad de esta proteina nos
podria conducir a utilizarla como blanco potencial en el diagndstico y/o tratamiento
de la giardiasis.

57a10 aparentemente muestra una capacidad de autohidrélisis, lo cual resulta un
fendmeno bioldgico muy particular ya que esta caracteristica no se ha reportado

aun para las proteinas con repeticiones de anquirina.
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8. Perspectivas

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis de licenciatura, los estudios a

futuro con la darpina 57a10 pueden ser los siguientes.

a)

b)

d)

Identificar por medio de espectrometria de masas la proteina de Giardia

lamblia que tuvo afinidad por la darpina 57a10.

Por medio de un Western blot utilizando anticuerpos anti histidina, identificar
si la poblacidn de darpina 57a10 presente en la banda con peso menor
efectivamente esta perdiendo la etiqueta de histidinas o bien que se esté

hidrolizando en otro sitio.

Estudiar los dominios involucrados en el fendmeno de hidrdlisis espontanea
de la etiqueta de histidinas por medio de la resolucion de su estructura

cristalografica.
Si se confirma la actividad proteolitica de 57a10, se podria poner a

reaccionar con otras proteinas con etiqueta de histidinas y estudiar dicha

actividad.
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Anexo: Resumen de la elaboracion de la biblioteca de darpinas de 1 médulo

de repeticion

La biblioteca de darpinas de un mddulo de repeticion, se elabord previamente en
el laboratorio de Biomoléculas y Salud Infantil del Instituto Nacional de Pediatria
por la Dra. Itzhel Garcia Torres. A continuacion se presenta los pasos que se
llevaron a cabo para la elaboracion de la biblioteca, como fue la sintesis de las
secuencias de las cubiertas amino y carboxilo terminal, su posterior ligacion en el
plasmido pET3al, la obtencion de los modulos de repeticion de anquirina a partir
de 3 oligonucledtidos (int1, int2, int3), y posteriormente la uniéon del moédulo de
anquirina al plasmido que contiene las cubiertas amino y carboxilo terminal.
Finalmente, se hablara de las diferentes clonas que se obtuvieron y la razén por

la que 57a10 fue seleccionada para este trabajo de investigacion.

Ligacion de las secuencias de las cubiertas de los extremos amino y

carboxilo terminal al plasmido pET3aA

Las secuencias de DNA codificantes para las cubiertas amino y carboxilo terminal
que flanquean a las darpinas fueron sintetizadas comercialmente en la compafdia
Genscript (Piscataway, Nueva Jersey, EUA). Para ello, se diseid un gen que
contenian estas secuencias flanqueadas con los sitios de restriccion Ndel y
Bpu1102l, asi mismo entre ambas cubiertas se insertaron los sitios de restriccion
Bsal y Bpil con la finalidad de insertar entre las cubiertas el mddulo variable de
anquirina. El arreglo del gen sintetizado en el Genscript se esquematiza en la
figura A1.

Una vez sintetizado, este gen fue clonado en el plasmido pET3aA utilizando los
sitios de restriccion Ndel y Bpu1102I. El plasmido pET3aA, carece de sitios de
reconocimiento para las enzimas de restricciéon Bsal y Bpil, este plasmido fue
mutado previamente también por la compafia Genscript, ya que de manera

original el plasmido pET3a contiene 2 sitios para la enzima Bsal y tres sitios para
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Bpil. Por tal motivo estos sitios se mutaron para que al clonar los genes que
codifican para las cubiertas amino y carboxilo terminal en el plasmido pET3aA,

soélo existiera un sitio de restriccion para Bsal y Bpil y poder insertar ahi el mddulo

variable de anquirina.

= ] o e ] e o
I Il I I 0 0 e

Figura A1. Representacion de las secuencia de las cubiertas amino y carboxilo terminal,
sintetizada en la compania Genscript. Las cubiertas amino y carboxilo terminal se muestran en
verde, secuencia espaciadora en amarillo y los sitios de restriccion que flanquean las secuencias

se muestran en azul.

Amplificacion del moédulo de repeticion por medio de la unién de 3

oligonucledétidos por medio de PCR de ensamble

El siguiente paso fue la elaboracion del médulo variable de anquirina, el cual se
obtuvo mediante PCR de ensamble utilizando 3 oligonucleétidos denominados
Int1, Int2 e Int3.

Int1 e int2 en sentido 5° a 3" mientras que int3 en sentido inverso, estos 3
oligonucledtidos presentan codones degenerados en posiciones especificas, las

cuales corresponden a los aminoacidos variables de las darpinas (figura A2).
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Figura A2. Secuencia completa del médulo de repeticion de una darpina, formada a partir del
ensamble de 3 oligonucleétidos. Se ilustra el Oligonucledtido int1 (rojo), int2 (azul) e int3 (verde),
las posiciones de aminoacidos marcados como X representan los tripletes degenerados contenidos
en los 3 oligos, int1(rojo), int2(azul) e int3(verde). Asi mismo las X en las posiciones de

aminoacidos indican que se pueden generar diferentes aminoacidos de estas combinaciones.

En la figura A3, se presentan las combinaciones que presentan los 3
oligonucledtidos en sus posiciones degeneradas. Int1 e int2 tiene la combinacion
NWB, donde N puede generar las bases adenina, timina, guanina y citosina, W
adeninas y timinas y B guaninas, timinas y citosinas, por otro lado int1a e int2a
presentan la combinacion RSR, donde R puede generar adeninas o guaninas y S
guaninas y citosinas, por ultimo int1b e int2b presentan la combinacién TSG donde
T y G hacen referencia a las bases timina y guanina, mientras que en S se
pueden presentar las bases guanina y citosina. El oligonucledtido int3 no presenta
variantes, como en el caso de int1 e int2, su unica posicion degenerada

denominada D puede generar guaninas, adeninas o timinas.
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Int3

TTT GGG GGATCC CTAAGG TCT CACGTC AGCTCCGTD CTT
CAG CAT AACTTC AAC GAT TTC CAG GTG ACC
D= G+A+T

Figura A3. Secuencias de los oligonucleétidos Int1, int2 e int3. Oligonucleétido Int1 y sus
combinaciones (rojo), Oligonucledtido int2 y sus combinaciones (azul), Oligonucledétido int3 y su

posicion degenerada (verde).

La secuencia completa de las darpinas de un modulo de repeticidon tiene un total
de 7 posiciones degeneradas, las cuales corresponden a los 7 aminoacidos
variables caracteristicos de las darpinas, los cuales usan para interaccionar con
sus blancos, las combinaciones de bases que se dan en estas posiciones generan

diversos aminoacidos, los cuales se presentan en la tabla A1.
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Oligonucleétido | Combinacién Aminoacidos
In1 NWB lle, Met, Asn, Lys, Val, Asp, Glu, Leu, His, GIn, Phe, Tyr
In1a RSR Arg, Thr, Gly, Ala
In1b TSG Ser, Trp
In2 NwWB lle, Met, Asn, Lys, Val, Asp, Glu, Leu, His, GIn, Phe, Tyr
In2a RSR Arg, Thr, Gly, Ala
In2b TSG Ser, Trp
In3 D Asn, His, Tyr

Tabla A1. Aminoacidos que se pueden obtener a partir de las diferentes combinaciones de

bases en las posiciones degeneradas de los 3 oligonucleétidos.

Con todo esto, se probaron diferentes combinaciones de estos oligonucledtidos a
diferentes temperaturas de alineamiento (tabla A2) en la reaccién de PCR, para
obtener asi diferentes secuencias de darpinas de un modulo, las cuales se

insertaron en el plasmido pET3a (Tabla A2).
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Temperatura de Oligonucledtidos
alineamiento Int

45 a 1a,2a,3
55 1,2,3
55a 1a,2a,3
55b 1b,2b,3
56 1,2,3
57 1,2,3
57 a 1a,2a,3
57b 1b,2b,3
58 1,2,3

Tabla A2. Combinaciones de oligonucleétidos generadas a diferentes temperaturas de

alineamiento.

La secuencia de los modulos de repeticion se encuentra flanqueada por los sitios
de restriccion Bsal y Bpi1, como se menciond anteriormente las secuencias de las
cubiertas amino y carboxilo terminal presentan los sitios Bsal y Bpi1 por lo que
para insertar la secuencia del médulo variable, el plasmido pET3aA que contenia
las cubiertas fue digerido con las enzimas de restriccion Bsal y Bpi1, de esta
manera la secuencia del médulo variable se inserté en estos sitios, con ayuda de
la T4 DNA ligasa, teniendo asi la secuencia completa de la darpina con su médulo
de repeticidn y sus cubiertas en los extremos amino y carboxilo terminal, todo esto

contenido en el plasmido pET3aA.
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Para este trabajo se utilizaron unicamente los mddulos variables obtenidos a una
temperatura de alineamiento de 57°C, con la combinacion de oligonucleétidos int
1a, 2a y 3, a esta temperatura y con estos oligos, se obtuvieron 7 clonas, de las
cuales 5 resultaron positivas, los aminoacidos variables obtenidos de las

secuencias de estas clonas positivas se muestran en la tabla A3.

Nombre Amino acidos variables
57 a10 R31G33G34R36E44Ga5H57
57 a36 AARAGRH
57 a39 GRARTAN
57 b1 WWWWWSN
57 b10 SWSSWWN

Tabla A3. Aminoacidos variables de las clonas obtenidas a una temperatura de alineamiento
de 57°C.

57a10 fue la darpina seleccionada ya que tiene una mayor diversidad de
aminoacidos en sus posiciones variables, al contar con aminoacidos de cadenas
laterales no polares como la glicina (carga neutra), aminoacidos con cadenas
laterales acidas como el acido glutamico (carga negativa) y también presenta
aminoacidos con cadenas laterales basicas como la arginina e histidina (carga
positiva), a diferencia de las demas clonas que unicamente cuentan con

aminoacidos de carga positiva y neutra.
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