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RESUMEN

Los nanocompartimentos de encapsulinas (NCEs) son arreglos supramoleculares
de proteinas, que forman estructuras tipo capside y contienen enzimas asociadas
al metabolismo de ciertas especies que es conveniente tener aisladas del citosol en
procariontes y arqueas. El conjunto de proteinas que conforman a los NCEs son:
una proteina envoltura (encapsulina, Enc) con un plegamiento similar a la proteina
gp5 del bacteri6fago HK97 y una o dos proteinas cargamento que se internalizan
con alta especificidad gracias a un péptido denominado péptido de carga del
cargamento (CLP, Cargo Loading Peptide). La cubierta del NCE de M. xanthus
(MXNCE) estéd formada por la proteina encapsulina A (EncA), de 32.5 kDa, que
forma una estructura icosaédrica de 32 nm de didmetro a partir de 180 copias de si
misma. Las proteinas cargamento del MXNCE son encapsuladas por su CLP en el
extremo C-terminal de 8 residuos de aminoacido (LTVGSLRR). Los MxNCEs
pueden ser utilizados como nanosistemas multifuncionales para el envio o acarreo
de moléculas heterélogas unidas al CLP. En este trabajo nos proponemos estudiar
el proceso de desensamble y ensamble del MXNCE en diversas condiciones de pH,
temperatura y fuerza idnica con el objetivo de establecer el efecto de factores
fisicoquimicos en el ensamble in vitro de la proteina EncA en MXNCEs y evaluar el
encapsulado de la proteina heteréloga sfGFP-CLP (superfolder Green Fluorescent
Protein-Cargo Loading Peptide, por sus siglas en inglés). El desensamble y
reensamble del MxNCE se analizO mediante técnicas hidrodinamicas,
espectroscopicas y microscopicas. Determinamos que bajo condiciones particulares
es posible desensamblar reversiblemente a los MXNCEs y posteriormente se
comprobo la internalizacion de la sfGFP-CLP al MXNCE reensamblado. Nuestros
resultados indican que las encapsulinas son sistemas que se pueden reensamblar
in vitro bajo condiciones controladas, cargar de forma especifica y eficiente sin
comprometer el ensamble del nanocompartimento. También encontramos que los
MxNCEs pueden ensamblarse in vivo y encapsular proteinas heterélogas
coexpresadas con EncA, siempre y cuando presenten el CLP. Los MxNCEs
ensamblados in vivo encapsulan proteinas heterélogas con mayor eficiencia que su
contraparte encapsulada in vitro y su morfologia fue mas homogénea.



INTRODUCCION

En las células eucariontes existe un sistema de membranas a base de lipidos
llamados organelos, encargados de separar, almacenar y secretar metabolitos,
generando una organizacion metabolica dentro de la célula. Las células
procariontes también cuentan con un sistema de compartimentalizacion tipo
organelos, estos son pequefios compartimentos llamados organelos proteicos;
proteinas tipo capsides que se autoensamblan dentro de la célula (Giessen, 2016;
Giessen et al., 2019).

Los compartimentos proteicos varian en tamafio, organizacion geométrica y
complejidad por el numero de proteinas que los conforman (Nichols et al., 2017).
Entre los compartimentos mas grandes y complejos se encuentran los
microcompartimentos bacterianos (BMCs), cuerpos proteicos poliédricos con
diametros de entre 40-500 nm que concentran enzimas, aumentando la efectividad
catalitica, por ejemplo los carboxisomas, encargados de concentrar a las enzimas
ribulosa-1,5-difosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo) y anhidrasa carbénica (CA),
del ciclo de Calvin-Benson-Bassham, que sirve para fijar CO2 como 3-fosfoglicerato,
un intermediario de la glucdlisis. Otros microcompartimentos bacterianos son los
Pdu (Propanediol utilization) BMCs, que contienen a las enzimas diol-dihidratasa y
propionaldehido deshidrogenasa encargadas de la degradacion del 1,2-
propanonodiol, y los Eut (Ethanolamine) BMCs, que cuentan con enzimas para la
transformacion de la etanolamina a acetaldehido y amonio (Kerfeld et al., 2018).
Otros complejos proteicos formadores de compartimentos menos complejos y mas
pequefios, pero no por ello menos eficientes, son los nanocompartimentos de
encapsulina (NCEs), proteinas tipo capsides que van de los 20 a los 40 nm de
diametro, presentes en procariontes y arqueas, encargados de diferentes
reacciones metabolicas, como el NCE de Brevibacterium linens que almacena a la
peroxidasa decolorante de tinte (peroxidasa de tipo DyP) (Putri et al., 2017), y el
NCE de Thermotoga maritima, que en su interior contiene dos enzimas tipo ferritina
(FLP) o DyP (Sutter et al., 2008). Por ultimo, entre los complejos proteicos de
compartimentalizacion se encuentran los compartimentos de proteinas pequenfas,
proteinas multiméricas que forman complejos de 8-16 nm de diametro como las
ferritinas, peroxidasas DyP, la aldosa-di-hidropterina (FolB), generalmente enzimas
gue necesitan oligomerizar para realizar su funcién catalitica (Giessen, 2016).

Las encapsulinas, como sistemas de compartimentalizacion, son un grupo de
nanocompartimentos de proteinas estudiados recientemente con una diversidad
interesante. Su presencia en organismos diversos, funcion fisioldgica, estructura
proteica y posibles usos en la biotecnologia estan siendo descubiertos aun. Hasta
la fecha solo se conocen alrededor de 937 organismos que presentan el operon de
encapsulinas (definido por el gen de encapsulina y el conjunto de genes de la
proteina cargamento) distribuidos en 15 fila de bacterias y 2 de arqueas (Fig. 1A)



(Giessen & Silver, 2017; Tracey et al., 2019). La correlacion entre el ensamble de la
encapsulina en un compartimento pequefio o grande, el tamafo del
nanocompartimento y su relacion con la proteina cargamento, asi como su funcién
biolégica sigue siendo caracterizada. Hasta el momento, las encapsulinas
descubiertas en los diferentes organismos muestran una amplia diversidad de
genes de proteinas cargamento, especificamente 4 tipos: proteinas tipo ferritinas
(FLPs), peroxidasas, hemeritrinas (Haem) y ferredoxinas (Fer). A su vez, las
encapsulinas se pueden agrupar en 4 diferentes grupos, las de geometria T=1 de
60 subunidades, las T=3 formadas por 180 subunidades y las tipo T=4 de 260
subunidades (Fig. 1B) (Nichols et al., 2017). La presencia de las diferentes proteinas
cargamento dentro del nanocompartimento en estos 4 grupos de encapsulinas se
puede relacionar a procesos involucrados en la mineralizaciébn del hierro,
resistencia al estrés oxidativo, oxidacion anaerobia del amonio y participacion en el
proceso de la pérdida del nitrégeno en los océanos (Fig. 1A) (Tracey et al., 2019).

El conjunto de proteinas que conforman los NCEs son: una proteina de envoltura y
una o dos proteinas cargamento que se internalizan gracias a una pequefia
secuencia de aminoacidos con afinidad por una cavidad al interior del
nanocompartimento (Cargo Loading Peptide, CLP) (Fig. 1C), por ello se proponen
como plataformas para aplicaciones biotecnolégicas (Demchuk & Patel, 2020;
Jones & Giessen, 2020) por ejemplo en el tratamiento de aguas residuales (Xing et
al., 2018) o en el disefio de vacunas y presentacion de antigenos (Lagoutte et al.,
2018). La configuracion del NCE resulta en sistemas eficientes para el secuestro de
metabolitos tdxicos, centros metabdlicos estables para la funcién enzimatica, y
ademas le confiere resistencia y estabilidad a la proteina cargamento de los factores
ambientales que podrian afectar, como ataques proteoliticos o cambios
fisicoquimicos que podrian dafar. Por su parte, las enzimas cargamento le confieren
funciones metabdlicas al organismo. Por citar algunos de los ejemplos, el NCE de
Bacillaceae bacterium presenta enzimas cargamento como ferredoxinas,
encargadas de la mineralizacién del hierro y proteccion contra el estrés oxidativo
(Giessen & Silver, 2017); otro NCE con funciones fisiolégicas similares es el
nanocompartimento de Sciscionella marina, con hemeritrinas como proteinas
cargamento, encargados de almacenar el hierro dentro el NCE, protegiendo asi al
organismo contra el estrés oxidativo y nitrosativo, asi mismo la hemeritrina es
protegida por la capside proteica de agentes reductores (Tracey et al., 2019).
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Figura 1. Nanocompartimentos de Encaspulina, sistemas de compartimentalizacion
en bacterias y arqueas. (A) Grafico de barras representa la distribucién de las familias
identificadas en filos de bacterias y arqueas con genes de encapsulinas, el nimero de
sistemas que pertenecen a cada tipo de carga central identificado (Peroxi: Peroxidasa, Flp:
ferritinas, IMEF: Metaloproteinas de hierro prevalentes en Firmicutes, Haem: Hemeritrinas,
Nir-HAO: asociacién de la hidroxilamina oxidorreductasa y la nitrato reductasa, Fusion: son
los genes de encapsulina unidos al gen cargamento de hidroxilamina oxidorreductasa), asi
como la distribucion de los sistemas de encapsulina en bacterias y arqueas se muestran en
las gréficas de pastel. Editado de Giessen, 2017. (B) Las encapsulinas forman
compartimentos proteicos a escala nanométrica (NCE de Qt: Q. thermotolerans, Mx: M.
xanthus y Tm: T. maritima) igual que otros sistemas de compartimento. (C) Los NCE se
caracterizan por tres elementos: su monomero formador de la capside, moléculas
cargamento con la secuencia de aminoacidos CLP, y la presencia de poros en la capside.

Por lo descrito, algunas de las encapsulinas mas estudiadas, como las de
Thermotoga maritima y Pirococcus furiosus, se han propuesto como centros
cataliticos con enzimas cargamento heterdlogas (Anexo 1, Tabla 1). En el NCE de
T. maritima se han experimentado sistemas de entrega de farmacos
anticancerigenos mediante el encapsulamiento de estos farmacos (Moon et al.,
2014), generando tropismo por modificaciones en la superficie de los NCE, mientras
gue en el de Brevibacterium linens se han propuesto sistemas de encapsulamiento
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de enzimas como la glucosa oxidasa y su internalizacion en macrofagos de
mamiferos.

ESTRUCTURA PROTEICA DE LAS ENCAPSULINAS

Las encapsulinas (Enc), son codificadas por los operones de encapsulina, los cuales
comprenden al gen de encapsulina (gen enc) correspondiente a la proteina de
envoltura, seguido por los genes de las proteinas cargamento (gen cargo) presentes
rio arriba o rio abajo del gen enc (Fig 2 A). A su vez, el gen cargamento puede
presentar la secuencia codificante para el péptido de carga del cargamento (CLP)
presente en la secuencia peptidica en el amino o carboxilo terminal (Giessen &
Silver, 2017). En algunos operones de encapsulinas esta ausente la secuencia
codificante para el péptido CLP, en estos casos se ha observado la fusién del gen
enc y el gen cargamento (Sutter et al., 2008) (Fig. 2).

A : : : Figura 2. Diagrama de los
rary cargo Y[y enc ) y || | operones de NCEs. (A) El gen
ST 7 codificante al péptido de carga
) cargo » ois enc K I del cargamento (CLP en azul) se

puede observar en el extremo 5
\ : 0 3" del gen cargamento (cargo

LY cargo > enc ||| Hill Al [ en verde), seguidos del gen de
encapsulina (enc en rosa),

excepto cuando el gen enc esta

B -
‘3 I e & | fusionado al gen cargamento.
4@‘) cascaron q Cnee “ (B) Esquema del encapsulado

dependiente del CLP.

A pesar de que las encapsulinas se diversifican segun las dimensiones y la
estructuracién espacial del NCE que forman, se han identificado similitudes
estructurales con la proteina gp5 formadora de la capside del virus HK97
(Suhanovsky & Teschke, 2015) (Fig. 3 A, B). El plegamiento caracteristico de la gp5
y las encapsulinas se conoce como plegamiento “tipo HK97”, comdn entre las
encapsulinas y otras proteinas formadoras de las capsides virales (Krupovic &
Koonin, 2017). El plegamiento tipo HK97 est4d conformado por 2 dominios
conservados: el dominio A (dominio axial) y el dominio P (dominio periférico) que se
extiende en estructuras no conservadas denominadas N-arm (bazo de amino
terminal) y el E-loop (bucle extendido) (Duda & Teschke, 2019; Akita et al., 2007)
(Fig. 3B).
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Cada dominio presenta una funcion en la formacién del icosaedro (Fig. 3 A, C). El
dominio A presenta un nucleo rico en hebras 8, rodeado de largas hélices a a lo
largo de los bordes que interactian con los dominios A adyacentes para formar
pentameros o hexameros y contiene el carboxilo-terminal; modificaciones en este
dominio generan fenotipos de capsdomeros tubulares (Suhanovsky & Teschke,
2015; Duda & Teschke, 2019). EI dominio P tiene una estructura o/ que contiene
el amino-terminal, es discontinuo a nivel de estructura primaria y presenta un nucleo
hidrofébico entre las regiones de las hebras [B; esta estructura se encuentra en la
periferia de los pentdameros y/o hexameros, interaccionando con el E-loop de la
subunidad adyacente; modificaciones en este dominio afectan la formacién del
capsémero. El E-loop se observa como estructura aislada de la subunidad muy
flexible que se extiende a la subunidad adyacente para formar la periferia del
hexamero o pentdmero, la estructura secundaria y modificaciones en esta region
conducen a cambios en el tamafio de los capsomeros (Akita et al., 2007; Mchugh
et al., 2014).

My, HKOI7 Tm NCE
% Capside
. viral

E-loop

Figura 3. Comparacién estructural de la subunidad con plegamiento tipo HK97 y diferencias
en la formacion de la capside viral o de NCE. (A) Cépside del fago HK97 (ID-PDB: 2FT1,
amarillo), NCE de T. maritima (TmNCE, ID-PDB: 3DKT, azul), NCE de M. xanthus (MXNCE, ID-
PDB: 4PT2, verde), NCE de P. furiosus (PfNCE, ID-PDB: 2E0Z, morado). Editado de Gabashvili et
al., 2020. (B) Alineamiento estructural de las subunidades. (C) Organizacién de los dominios en la

formacion del icosaedro.
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Debido a que cada Enc tiene plegamiento tipo HK97, estas proteinas conservan las
caracteristicas antes descritas, y es interesante ver cOmo variaciones sutiles en
estas estructuras pueden modificar las interacciones del capsémero en el ensamble
de la particula, generando nanocompartimentos de tamafos y formas diferentes
(Akita et al., 2007; Duda & Teschke, 2019) (Fig. 3).

ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LOS NCEs

Los NCEs estan compuestos de proteinas capaces de oligomerizar y formar
compartimientos similares a las capsides icosaédricas, de tamafio y organizacion
geométrica regido por la estructura del monémero Enc (Duda & Teschke, 2019;
Rahmanpour & Bugg, 2013). En los estudios de caracterizacion y busqueda de los
NCEs de las diferentes especies, estos se han agrupado en 3 tipos, definidos por la
relacion del niumero de triangulos que puede presentar en la cara de un icosaedro
(nimero de triangulacion, T): las formadoras de nanocompartimentos T=1 (60
subunidades), T=3 (180 subunidades) y T=4 (240 subunidades) (Fig. 4, B) (Giessen
& Silver, 2017).

Twofold

Figura 4. Organizacion de las subunidades en el icosaedro. (A) Esquema del
hexdmero que forma las caras del icosaedro (azul) y los pentdmeros formadores de los
vértices (naranja). Editado de Jones & Giessen, 2020. (B) En la parte superior se
observan los 3 ejes de simetria que presenta el icosaedro, en la parte inferior se
representa el nimero triangular en las caras del icosaedro.

Existen otros elementos estructurales que caracterizan a los NCEs, particularmente
los poros que son necesarios para el intercambio de moléculas entre su interior y el
citosol. Estos poros se pueden clasificar en 3 tipos dependiendo del eje de simetria
en que aparecen: el de los ejes de simetria de orden 5 (5-fold pore), el de los ejes
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de simetria de orden 3 (3-fold pore), y el de los ejes de simetria de orden 2 (2-fold
pore) (Nichols et al., 2017; Jones & Giessen, 2020) (Fig. 4,B). Los poros presentan
diametros de 5-6 A y propiedades quimicas particulares que los hacen
semipermeables; los de tipo 5-fold no presentan una carga parcial alrededor del
poro, pero en la superficie de la cara citosélica despliegan un anillo de histidinas;
los de tipo 3-fold tienen naturaleza variable dependiendo de la especie, por ejemplo
el poro del NCE de T. maritima presenta residuos cargados positivamente alrededor
de este poro (Sutter et al.,, 2008), mientras que los ENCs de Quasibacillus
thermotolerans presentan poros de tipo 3-fold con residuos con cargas negativas,
en cuanto a los poros de tipo 2-fold, suelen ser alargados con multiples residuos de
cargas negativas (Giessen et al., 2019; Jones & Giessen, 2020).

La funcion fisiolégica de los NCEs puede inferirse a través del estudio de sus
proteinas cargamento, las cuales varian dependiendo del organismo al que
pertenece el NCE. Estos internalizan a su carga con alta especificidad gracias al
CLP (Jones & Giessen, 2020). ElI CLP es una secuencia corta de residuos de
aminoacido (~10 aa) conservada a través de las especies, presente en el extremo
carboxilo o amino terminal de la proteina cargamento (Giessen & Silver, 2017;
Tracey et al., 2019). Este péptido permite que la proteina cargamento se ancle a la
superficie del lumen del NCE (Giessen et al., 2019; Sutter et al., 2008).

ENCAPSULINA DE Mycoccus xanthus

El nanocompartimento de encapsulina de M. xanthus (MXNCE) esta formado por
una encapsulina de cubierta (EncA, 32.5 kDa) y puede contener 3 proteinas
cargamento (EncB, 17 kDa; EncC, 13 kDa; EncD, 11 kDa). A partir de 180
subunidades repetidas de EncA se forma una estructura icosaédrica de 32 nm de
diametro, y posee un plegamiento similar al de la proteina gp5 del bacteri6fago
HK97 (Fig. 5). De manera natural, la encapsulina de M. xanthus encapsula a las
proteinas EncB, EncC y EncD a través de su CLP localizado en el extremo C-
terminal de estas proteinas, que consiste en solo 8 residuos de aminoacido
(LTVGSLRR) (Lau et al., 2018). El modo en que el CLP interacciona con las
proteinas del cascardn del NCE se desconoce.

La encapsulina A (EncA) se encuentra formada por 3 dominios conservados:
dominio periférico (P), dominio axial (A) y un bucle alargado (E). Cada dominio
presenta una funcion en la formacion de la proteina de cubierta. EI dominio P
consiste en una estructura a/f, contiene el N-terminal y es discontinuo a nivel de
estructura primaria. Ademas, presenta un nucleo hidrofébico entre las regiones de
las hebras beta. El bucle E es el responsable de la formacién de contactos entre
plegamientos simétricos. EI dominio A forma estructuras compactas que consisten
en tres segmentos de hélices a y cinco hebras B, y contiene al extremo C-terminal,
este dominio conecta con el resto de las subunidades y media todos los contactos
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de los cinco pliegues de la interfaz. Los extremos N- y C-terminales de la
encapsulina A se encuentran dentro y fuera de la superficie del MxNCEs,
respectivamente (Mchugh et al., 2014; Duda & Teschke, 2019).

EncA presenta similitud con otras proteinas formadoras de NCEs. Un analisis de las
secuencias de EncA muestra un 24% de identidad y 43% de similitud con la
secuencia de la encapsulina de T. maritima (Giessen & Silver, 2017).

Las subunidades EncB y EncC poseen dominios tipo ferritina (FLP), que le permiten
al NCE de M. xanthus encapsular al hierro en forma de ferrihidrato en cantidades
hasta 10 veces mayores que en las ferritinas (McHugh et al., 2014).

Los mdltiples poros que presenta el MxNCE tienen un diametro de 5 A, estos poros
formados por los ejes de simetria de orden 5 permiten la entrada de iones como
Fe?* (Sigmund et al., 2018).

La importancia de las proteinas cargamento radica en la funcion fisioldgica de los
nanocompartimentos y el ensamblaje in vivo de estos. Al explorar la funcionalizacién
de NCEs, se encontrd que la disrupcion o mutacion de las subunidades que forman
estos nanocompartimentos provoca la pérdida de la habilidad de secuestrar hierro,
y las células mueren en estado de estrés oxidativo (Mchugh et al., 2014; Kim et al.,
2019).
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N-terminal

P-dominio

M. xanthus E

180 subunidades

T=3

& W5-fold

A 3-fold
2-fold

N-terminal

Figura 5. Nanocompartimento de encapsulina de M. xanthus (MxNCE). (A)
Mondmero de EncA, los extremos N- y C-terminales estan indicados con flechas (ID-PDB:
4PT2). (B) Organizacion de las subunidades en la formacion del icosaedro con la marca
de los ejes de simetria. (C, D) Poros formados en el nanocompartimento en los ejes de
simetria de orden 5y 2 respectivamente. (E) Alineamiento estructural de EncA y Enc de
Q. thermotolerans (ID-PDB: 6NJ8); las superficies con caracter hidrofobico se marcan en
rojoy, en verde, el CLP de Q. thermotolerans.

Considerando las propiedades y sistemas propuestos para las encapsulinas de
distintos organismos en el area biotecnolégica, en el presente trabajo se utilizé la
proteina de envoltura del NCE del organismo M. xanthus (MXNCE) para formar
nanoparticulas cargadas con moléculas heterélogas in vitro e in vivo.

LAS ENCAPSULINAS EN LA BIONANOTECNOLOGIA

La bionanotecnologia se encarga del estudio de elementos existentes en la
naturaleza para el desarrollo de nuevos dispositivos a escalas nanométricas (10-
100 nm) con usos biolégicos o bioquimicos en biomedicina, agricultura,
biotecnologia, medio ambiente, etc. (Kayser & Lemke, 2010; Ren et al., 2019). Los
nanocompartimentos de proteinas (PNCs) como las encapsulinas (NCESs) podrian
ser la solucién a algunos de los retos presentes en la bionanotecnologia (Dubach,
2019). Los principales retos en el area de la bionanotecnologia con los materiales
convencionales (nanoparticulas de polimeros, nanosuspensiones Yy cristales,
nanoparticulas lipidicas, nanotubos o nanoalambres) son la carga de la particula,
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las propiedades de la superficie y la hidrofobicidad relativa, su absorcion preferente
por algun érgano o tejido, la monodispersidad de la particula, la forma simétrica, el
autoensamble y la facil produccién, ademas de un encapsulamiento estocastico del
cargamento, biocompatibilidad, y la proteccion del cargamento (Demchuk & Patel,
2020).

Con los estudios sobre la estructura, bioquimica y funcién de los NCEs, asi como
sobre la manipulacion y modificacion de las proteinas cascaron y cargamento, se
han desarrollado multiples sistemas biotecnolédgicos para su uso en diferentes areas
(Jones & Giessen, 2020). A continuacion explicaremos algunas de las ventajas
tecnologicas que los NCEs pueden presentar en comparacién con los sistemas
nanotecnoldgicos existentes como los nanotubos y perlas de silice (Raeeszadeh-
Sarmazdeh et al., 2016; Ren et al., 2019).

Dadas las propiedades ya descritas de las encapsulinas, cada subunidad
representa un area superficial para la presentaciéon de moléculas de interés ya que
su naturaleza proteica los hace particulas biocompatibles capaces de proteger al
cargamento de los factores externos (Fig. 6) (Diaz, Care, & Sunna, 2018). Asi, las
encapsulinas son proteinas modelo para el desarrollo de nanocompartimentos y una
posible solucion para el desarrollo de nanoacarreadores de farmacos, produccion
de vacunas, generacion de catalizadores, etc. (Demchuk & Patel, 2020; Student &
Date, 2019).

Ademas de la proteina cascaron, la interaccion de los NCEs con la secuencia
peptidica conservada permite encapsular proteinas sin interferir con la naturaleza
de la proteina siempre que sea estable para realizar el encapsulamiento (Kiinzle et
al., 2018). Asi, este mecanismo de encapsulamiento caracteristico de los NCEs
puede ayudar a superar retos biotecnoldgicos, como la poca eficiencia del
encapsulamiento, solubilidad del cargamento, especificidad y concentracion de la
carga, e incluso permitir el encapsulamiento de mas de una molécula heterdloga en
cada NCE (Raeeszadeh-Sarmazdeh et al., 2016) .

En estudios recientes se ha buscado manipular los poros con la finalidad de permitir
un mejor intercambio de moléculas entre el interior y exterior de los NCEs. Con esta
manipulacion seria posible la construccién de nanoreactores con caracteristicas y
capacidades diferentes para enfrentar problemas de catalisis multiple (Williams et
al., 2018).

La diversidad de los PNC abarca un extenso rango de aplicaciones potenciales
(Anexo 1), a su vez las caracteristicas de los NCEs que representan una ventaja en
la nanobiotecnologia también pueden suponer desventajas para ciertas
aplicaciones, como su inmunoreactividad por la presencia de estructuras repetidas,
su incapacidad para cruzar membranas (en particular la barrera hematoencefélica
y el tracto gastrointestinal), la formacion de poros semipermeables sin el libre
intercambio de moléculas, su alta resistencia al desensamble en condiciones
fisiologicas y su falta de tropismo. Sin embargo, la manipulacion de los NCEs podra
generar estructuras variables que, dependiendo de su finalidad, pueden encontrar
funciones y actividades en diferentes campos (Anexo 1) (Giessen, 2016).
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Figura 6. Lailustracion muestra las multiples modificaciones para funcionalizar y encapsular en
sistemas de nanocompartimentalizacion. Editado de Diaz et al., 2018

ENSAMBLES IN VITRO E IN VIVO DE NCEs

A través de varios trabajos de ingenieria de encapsulinas y caracterizacion de éstas,
se ha demostrado que estas proteinas podrian ser un nanosistema multifuncional a
través de la formacion de NCEs para el envio o acarreo de moléculas (Diaz et al.,
2018; Giessen, 2016). Debido al reciente descubrimiento de estos
nanocompartimentos, la informacion y trabajos acerca de la encapsulina de M.
xanthus adn son pocos. En la Tabla 1 se muestran algunos de los trabajos
publicados en afios recientes acerca de la funcionalizacion y caracterizacion de la
encapsulina de T. maritima. Las contribuciones de estos trabajos son de importancia
para el presente estudio debido a la similitud estructural que presentan las
subunidades formadoras de la coraza del nanocompartimento de encapsulina de T.
maritima y M. xanthus.

En este trabajo, estudiamos el desensamble y reensamble de la proteina EncA de
M. xanthus en NCEs. Expresamos esta proteina en un sistema de E. coli y la
purificamos. Estudiamos su estabilidad en diversas condiciones de pH, temperatura
y fuerza ionica, y posteriormente estudiamos su reensamble in vitro, asi como el
encapsulamiento de una proteina modelo.

18



Tabla 1. Estudios realizados con encapsulinas de diferentes organismos.

Organismo Trabajo Contribucién Ref.
Se caracterizé por criomicroscopia Se demostré6 la expresion de la Mchugh et
electronica (Cryo-EM) la estructura y encapsulina en el sistema de E. coli, al., 2014
las proteinas cargamento del MXNCE, la caracterizacion de la estructura
M. xanthus . S - P ” L
ademas se estudid la funcion revelé informacién béasica para la
fisiolégica de esta estructura en el manipulacion de esta encapsulina.
organismo hospedero.
Se realizé un analisis bioinformaticoy = Se encontrd la existencia de varios Giessen &
filogenético en funcién de clusters de = sistemas de compartimentalizacion, la = Silver,
Varios genes de encapsulings, en presencia de CLP§ para las proteinas 2017a
procariontes y arqueobacterias. cargamento y similitud estructural
entre las encapsulinas de M. xanthus
y T. maritima.
Se expresé la proteina EncA en La expresion y autoensamble de Lau et al.,
células de S. cerevisiae, ademas se EncA es posible en células 2018
coexpresaron proteinas heterdlogas eucariontes, ademas el
M. xanthus " o . .
unidas al péptido CLP. encapsulamiento de proteinas
heterdlogas es posible con el péptido
CLP.
Expresaron la encapsulina de T. Se demostré que el péptido CLPde T. Cassidy-
maritima en E. coli junto con una maritima puede funcionar para Amstutz
proteina cargamento heteréloga al de = proteinas heterélogas, se puede et al.,
- la encapsulina de T. maritima, GFP, ensamblar in vitro y que la proteina 2016
T. maritima 4
desensamblaron y reensamblaron la puede reensamblarse después de
encapsulina junto a la proteina @ haber sido desensamblada.
cargamento bajo diferentes
condiciones fisicoguimicas.
Se expresé la encapsulina de T. Evidencia la expresion de Lagoutte
maritima en E. coli, se crearon 4 encapsulinas heter6logas en el et al.,
mutantes de la subunidad que forma sistema de E. coli, que la modificacién 2018
la encapsulina donde a la secuencia en regiones especificas de Ila
T. maritima nativa se le agregaron péptidos de encapsulina mejora el ensamble de
cépsides virales que le permiten esta y que puede ensamblarse con
mejorar el ensamble de NCEs, otra proteinas cargamento heterélogas.
mutante tenia como  proteina
cargamento la GFP.
Se realizaron dos mutaciones a las Aporta informacion de pequefias Moon et
subunidades que conforman el NCE, = mutaciones que pueden estabilizar su = al., 2014
una de ellas provee a la encapsulina = estructura, la encapsulacién de la
T. maritima  estabilidad térmica, mientras que la proteina cargamento y las

en la otra agregaron en el exterior un
péptido de reconocimiento especifico
para células de carcinoma hepatico.

aplicaciones de estos nanosistemas a
través de modificaciones en la
estructura.
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HIPOTESIS

La proteina EncA de M. xanthus tiene la informacion para su plegamiento y
asociacion en MxNCEs in vivo, por lo que este proceso se puede replicar in vitro
bajo condiciones fisicoquimicas favorables. Bajo tales condiciones, sera posible
encapsular biomoléculas de interés que permitan ampliar el potencial biomédico y
biotecnolégico de estas particulas.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de factores fisicoquimicos en el desensamble y reensamble in
vitro de la proteina EncA de M. xanthus en MxNCEs, y evaluar el encapsulamiento
de proteinas heterdlogas.

Objetivos particulares

e Sobrexpresar y purificar la proteina de EncA de M. xanthus.

e Evaluar el efecto de distintos agentes caotropicos (Urea, GuHCI,
Temperatura, pH) en la estabilidad de la encapsulina y el ensamble de
MxNCESs.

e Evaluar las condiciones éptimas para ensamblar MXNCEs (Temperatura,
pH y chaperonas quimicas).

e Estudiar el encapsulado de proteinas heterélogas de interés dentro de
MxNCEs in vitro e in vivo, asi como la eficiencia de estos procesos.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

Los reactivos utilizados, en la metodologia posteriormente descrita, se
enlista a continuacion:

Acetato de Potasio (Sigma)

Acido acético glacial (Sigma)

Acido bicinconinico (BCA)Sigma-Aldrich
Acido clorhidrico (Sigma)

Agar LB (Luria Bertani, Difco)

Ampicilina (Sigma-Aldrich)

Azul brillante R-250Sigma

Clorhidrato de Guanidina (Sigma)

Cloruro de Cesio (CsCl) (Sigma)

Cloruro de Potasio (KCI) (Sigma)

Cloruro de Sodio (NaCl) (Sigma)
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) (Sigma)
Fosfato de Potasio monobésico (KH2PO4) (Sigma)
Fosfato de Sodio dibasico (Na2HPO4) (Sigma)
Isopropil-1-tio-D-galactopiranésido (IPTG) (Sigma)
Imidazol (Sigma)

L-Arginina (Sigma)

Metanol (Quimica Delta)

Membrana para didlisis (Sigma)

Tris-HCI (Sigma)

Urea (Sigma)

2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Rejillas de formvar para TEM

HiTrap ® HP 5 mL (GE Healthcare)

Columna de filtracién Superdex® 200 pg (GE Healthcare)
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Soluciones amortiguadoras utilizadas:

Amortiguador de fosfatos, pH 7.4: 137mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10mM
NazHPOs, 2mM KH2POa.

Solucion amortiguadora para lavados: 0.9% de NaCl (p/v) en agua
destilada.

Solucién amortiguadora A: amortiguador de fosfatos, 35 mM de
Imidazol, pH7.4

Solucion amortiguadora B: amortiguador de fosfatos, 500 mM de
Imidazol, pH7.4

Solucién amortiguadora Az: amortiguador de fosfatos, 45 mM de
Imidazol, pH7.4

Amortiguador de acetatos: 200 mM de acido acético, 250 mM de
acetato.

Equipos usados:

Agitador orbital (Thermo Scientific)

Balanza analitica (Sartorius)
Espectrofotometro (CARY 400 Varian)
FPLC (AKTA GE Healthcare Life Science)

Thermomixer (Eppendorf)

Ultracentrifuga (Beckman)

Zetataiser pV (Malvern Instruments)

HPLC (Waters 600)

Bio-Rad MicroPulser ™

Chirascan (Applied Photophysics ©)
Espectrofluorémetro PC1 (ISS©)
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Proteinas recombinantes

La proteina EncA recombinante se produjo en células transformantes de E. coli
BL21(DE3) a partir de la expresion del gen encA insertado entre los sitios de

restriccidon Ndel y Xhol del vector de expresion pET22b (+) (Novagen) (Fig.7).

MPLEPHFMPDFLGHAENPLREEEWARLNETVIQVARRSLVGRRILDIYGPLGAGVQTVP
YDEFQGVSPGAVDIVGEQETAMVFTDARKFKTIPIIYKDFLLHWRDIEAARTHNMPLDV
SAAAGAAALCAQQEDELIFYGDARLGYEGLMTANGRLTVPLGDWTSPGGGFQAIVEATR
KLNEQGHFGPYAVVLSPRLYSQLHRIYEKTGVLEIETIRQLASDGVYQSNRLRGESGVV
VSTGRENMDLAVSMDMVAAYLGASRMNHPFRVLEALLLRIKHPDAICTLEGAGATERRL
EHHHHHH

Figura 7. Secuenciade aminoacidos de la proteina EncA. En azul se marca la etiqueta
de Histidinas (6xHis) en el extremo carboxilo terminal de la secuencia.

Las proteinas cargamento de los NCEs presentan el péptido CLP. En este trabajo,
se utilizé como proteina cargamento heteréloga, una variante de la proteina verde
fluorescente llamada superfolder (sfGFP), la cual tiene la propiedad de plegarse
adecuadamente y ser estable. Esta a su vez se fusioné a través de su extremo
carboxilo con el CLP de M. xanthus para su internalizacion en el MxXNCE. La
proteina sfGFP-CLP se produjo en células transformantes de E. coli BL21(DE3) a
partir de la expresion del gen sfgfp-clp insertado entre los sitios de restriccion Ndel
y EcoRI del vector de expresion pET28a (Novagen). En el sitio de Ndel se fusion6
con una secuencia de DNA que codifica para una etiqueta de 6 histidinas (6xHis),
seguido de un sitio de corte para trombina en el extremo amino terminal (Fig. 8). Las
secuencias de los genes encA y sfgfp-clp se optimizaron para su expresion en E.

coli y se sintetizaron quimicamente (Gnene Universal Inc.).
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATN

GKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVITTLTYGVQCFARYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTI

SFKDDGTYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNFNSHNVYITADKQ

KNGIKANFKIRHNVEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSVLSKDPNEKRD

HMVLLEFVTAAGITHGMDELYKGGSGGSGGSGG

Figura 8. Secuencia de aminoacidos de la proteina sfGFP-CLP. En azul se marca la

etiqueta de Histidinas (6xHis), en rojo el sitio de trombina y en verde el péptido de

proteinas cargamento (CLP).

TRANSFORMACION DE E. coli BL21(DE3)

1.

Se resuspendieron los plasmidos deshidratados en 10 pyL de agua
desionizada esteéril.

Se descongelaron las células quimiocompetentes de E. coli BL21(DE3) por
20 min en bafio de hielo. Para la obtencion de células quimiocompetentes
revisar el anexo 2.1.

Se agregaron 2 L de la solucion del plasmido y se mezclaron suavemente;
se incubaron en hielo durante 30 min.

Se incubaron a 42 °C por 45 s en un bafio de agua y se regresaron al bafio
de hielo por 2 min.

Se transfirieron las células a un tubo eppendorf con capacidad de 1.5 mL y
se adicioné 1 mL de medio LBy se incub6 por 1 h con agitacion orbital a 37
°Cy 250 r.p.m.

Se sembraron 50 uL estas células en placas Petri con agar LB adicionadas
del antibiotico correspondiente. Las placas se incubaron a 37 °C por 12 h.
Al dia siguiente se procedi6é a seleccionar colonias aisladas para verificar la

sobreexpresion de las proteinas de interés.
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SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA EncA

La sobreexpresion de la proteina EncA se realizé en E. coli BL21(DE3) transformada

con el vector de expresion pET22b con el gen encA bajo control del promotor T7,

que en presencia del inductor artificial Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)

permite la transcripcion del gen encA.

Se realizaron modificaciones a la metodologia descrita por Orner (2015) y McHugh

y col

1.

. (2014) para la sobreexpresion de EncA:

Se preparo un preinéculo en10 mL de medio LB-amp (LB adicionado con 50
pMg/mL de ampicilina) a partir de una sola colonia. Se incubé el pre-inéculo a
37 °C en agitacion a 220 r.p.m. durante toda la noche.

Se inoculé un matraz con capacidad de 500 mL que contenia 200 mL de
medio LB-amp, para ello se adicionaron los 10 mL del pre-in6culo obtenido

previamente. Se incubd durante 4 h a 37 °C en agitacion orbital a 220 r.p.m.

3. Se tomo una alicuota de 20 pL, para posteriores analisis por SDS-PAGE.

Al inicio de la fase exponencial (DOsoo de 0.6 a 0.8), se agreg6 IPTG a una
concentracion final de 0.6 mM. Se mantuvieron las condiciones de incubacion

durante 6 h mas.

5. Se cosecho la biomasa por centrifugacion a 5000 r.p.m. por 20 min a 10 °C.

Se resuspendio la biomasa en 20 mL de solucion amortiguadora para
lavados.

Se tomo una alicuota de 20 pL y se por SDS-PAGE junto con la alicuota
tomada anteriormente.

Se repitieron los pasos 5 y 6 para colectar la biomasa y se mantuvo a -70 °C

hasta su uso.
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SOBREEXPRESION DE SFGFP-CLP

El sistema de sobreexpresion de la proteina sfGFP-CLP fue E. coli BL21(DES3)

transformantes con el vector de expresion pET28a con el gen sfgfp-clp, también

bajo el control del promotor T7 inducible por IPTG.

Se verifico la sobreexpresion de las proteinas por una serie de ensayos empleando

10 mL de medio de cultivo LB-Kan (LB adicionado de 50 yg/mL de kanamicina) e

IPTG como agente inductor a diferentes concentraciones (0.2, 0.4 y 0.6 mM).

Después se confirmo la presencia de sfGFP-CLP mediante un gel SDS-PAGE y se

determind la concentracion del inductor para su uso en la produccion de proteina.

1.

Se preparo un pre-inéculo (10 mL de medio LB-Kan) a partir de una colonia.
Se incubd el pre-indculo a 37 °C en agitacion a 220 r.p.m. durante toda la
noche.

Se inoculé un matraz con capacidad de 500 mL que contenia 200 mL de
medio LB-Kan, para ello se adicionaron los 10 mL de pre-indculo. Se incubo

durante 4 h a 37°C en agitacion orbital a 220 r.p.m.

3. Se tomo una alicuota de 20 yL para posteriores analisis por SDS-PAGE.

Al inicio de la fase exponencial (DOsoo de 0.6), se agreg6é IPTG a una
concentracion final de 0.2 mM. Se mantuvieron las condiciones de incubacion
durante 6 h mas.

Se obtuvo la biomasa por centrifugacién a 5000 r.p.m. por 20 min a 10 °C.
Se resuspendié la biomasa en 20 mL de solucion amortiguadora para
lavados.

Se tomo una alicuota de 20 uL y se analizdé por SDS-PAGE junto con la
alicuota tomada antes de la induccion.

Se repitieron los pasos 5 y 6 para la obtencion de biomasa y se mantuvieron
a -70 °C hasta su uso.
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PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Las proteinas EncA y sfGFP-CLP estan provistas de una etiqueta de 6xHis en el
extremo carboxilo y en el extremo amino terminal, respectivamente. Esta
caracteristica permitié su purificacion mediante cromatografia de afinidad. La
columna empleada para dicho propdésito fue la columna preempacada His-Trap de
5 mL (GE), que en su matriz posee iones inmovilizados de Niquel, metal que

presenta afinidad por los residuos de Histidina presentes en las proteinas.

La purificacion de EncA se realizé en el equipo AKTA Purifier (GE) a un flujo de 2
mL/min y el gradiente de elucion de 35 a 500 mM de imidazol en amortiguadores de

fosfatos a pH de 7.4, soluciones amortiguadoras Ay B.

La purificacion de sfGFP-CLP se realizé en el equipo AKTA Purifier (GE) a un flujo
de 2 mL/min y gradiente de elucion de 45 a 500 mM de imidazol en amortiguadores

de fosfatos a pH de 7.4, soluciones amortiguadoras Az y B.

Las fracciones de elucion se colectaron y se analizaron por SDS-PAGE para

establecer las fracciones con la proteina de interés.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DE EncA y sfGFP-
CLP

La concentracion de las proteinas EncA y sfGFP-CLP, purificadas por la
metodologia descrita, se determind su mediante el método del &cido bicinconinico
(BCA). Este es un método colorimétrico que se basa en dos reacciones, primero el
Cu?* se reduce a Cu'* por los enlaces peptidicos presentes en las proteinas, y
después el color morado, que absorbe a 562 nm, es generado por las moléculas de
acido bicinconinico al quelar al ion Cu'*. La absorbancia a 562 nm gue presenten
las muestras sera proporcional a la concentracion de la proteina. Se requiere
preparar una curva patron empleando las soluciones que se indican en el anexo 2.2.
La curva patron y las muestras deben prepararse simultaneamente, bajo las mismas

condiciones, y todas las determinaciones se hacen por triplicado.
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En tubos eppendorf (1.5 mL) se prepararon las soluciones que correspondian
a las muestras y a cada uno de los puntos de la curva segun se indica en el
anexo 2.2.

. Cada tubo se agité en el vortex por 10 s y se incubaron a 37 °C durante 35
min.

Después del periodo de incubacion, se colocaron todos los tubos en bafio de
hielo para detener el progreso de la reaccion.

. Se determind la absorbancia que presentan los puntos de la curva y las
muestras a una longitud de onda de 562 nm. Se empleé el espectrofotémetro
CARY 400 (Varian).

. Con los valores obtenidos se construyo la curva patron y por interpolacion se
determind la concentracion de las muestras.

La pureza de EncA y sfGFP-CLP se determind mediante el programa
computacional NIH ImageJ. Este programa cuenta con una herramienta que
permite generar un perfil grafico de la proporcion que guardan las diferentes
proteinas presentes en un gel de poliacrilamida, por lo que se pudo asociar
la intensidad de las bandas en el gel de poliacrilamida con su abundancia

relativa.
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CARACTERIZACION DE MxNCES

Métodos hidrodinamicos:

DLS

La técnica de caracterizacién por dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas
en inglés) se utiliza para la determinacion del tamafio promedio y la distribucion de
tamafios de particulas en solucion o dispersion, mediante un haz de luz que
atraviesa la muestra y se dispersa por las particulas suspendidas en ésta. Las
medidas de didmetros hidrodindmicos promedio suspendidas en la muestra las

evalla el equipo.
El protocolo para las lecturas fue el siguiente:

1. La proteina EncA purificada se analizé en el equipo Zetasizer pV. La
suspension de los MXNCEs de EncA se encontraban en amortiguador de
fosfatos, pH 7.4, a una concentracion de 0.5 mg/mL y se filtraron con una
membrana de 0.22 pm.

2. Se ajustaron los parametros de lectura, dependiendo del amortiguador en el
que se encontraba la EncA. En amortiguador de fosfatos el indice de
refraccion y la viscosidad se fijaron como 1.33 y 1.003 cP, respectivamente.

3. Se obtuvieron poblaciones de particulas promedio de 5 ciclos de lecturas con

10 lecturas cada ciclo, a cada una de las muestras.

Métodos microscopicos:

Microscopia de Fuerza Atémica

La microscopia de fuerza atomica (AFM, por sus siglas en inglés) es una
herramienta sensible a la superficie, poderosa para determinaciones topograficas,
capaz de obtener imagenes de muestras bioldgicas con una resolucion nanométrica
como los virus y las macromoléculas. Las muestras se pueden analizar en estados
nativos mediante el escaneo con una sonda con punta afilada, apoyada en un

microcantiléver montado en un transductor piezoeléctrico, que se desplaza
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horizontalmente sobre una superficie y que registra las fuerzas de interaccion entre
los atomos de la sonda y la superficie a través del cambio de posicion del cantiléver,
generando un mapa tridimensional de la superficie (Allison, et al., 2002; Silva, 2005).
Las ventajas del AFM es que no requiere de varios pasos para la preparacion de la
muestra, el Unico requisito es anclar a las proteinas firmemente a una superficie de

soporte.
El protocolo para el andlisis de los MXNCEs por AFM fue el siguiente:

1. Las muestras que se analizaron por esta técnica se filtraron utilizando
unidades de Millipore con poros de 0.22 ym.

2. Se coloc6 10 uL de la solucién de la muestra [0.1 pg/mL] en la superficie de
un disco de mica grado 32V1 de 12 mm de diametro (Ted Pella Inc.).

3. Posteriormente la mica himeda se sec6 en condiciones de presién reducida
a 25 °C.

4. Se limpi6 la mica, de los cristales de la solucion amortiguadora, con 500 pL
agua desionizada, filtrada con membranas con poros de 0.22 uym. Finalmente
se desecaron las micas bajo las mismas condiciones anteriores.

5. La mica fue adherida a un disco magnético. Los datos se adquirieron con el
microscopio de sonda de barrido Innova™ (Veeco Instruments Inc.) operado
con el software NanoScope Analysis 1.5. El microscopio cuenta con una
sonda de barrido de alta resolucion Hi’Res-C19/Cr-Au (MikroMasch). Estas
sondas tienen un radio de punta de ~1 nm, constantes de fuerza promedio
de 0.5 N/m y una media de frecuencias de resonancia de 65 kHz. Todas las
imagenes fueron generadas utilizando el modo tactil.

6. Las imagenes se analizaron con el software Gwyddion 2.58.

Microscopia Electronica de Transmision

La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) es una
herramienta popular y relativamente simple que puede ofrecer una visualizacién

directa de los nanomateriales con alta resolucion. Esto gracias al uso de un haz de
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electrones dirigido hacia una muestra ultrafina a través de un tubo de vacio. Una
parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan
formando una imagen aumentada de la muestra (D. B. Williams & Carter, 2009). La
consideracion importante es que la imagen final solo se puede formar utilizando
aguellos electrones que pasan a través de la apertura del objetivo, por ello debemos
considerar en detalle los posibles mecanismos de contraste que determinaran si
una caracteristica aparecera brillante u oscura en una imagen. Cuando se utiliza
TEM para la observacion de compuestos bioldgicos es necesario un tratamiento de
tincion negativa. La tincion negativa se basa en el principio de que los iones de
tincion son repelidos por los grupos cargado de la muestra y se asientan junto a las
moléculas biologicas (Cao et al., 2011). Estos &tomos pesados aumentan la
dispersion de electrones y mejoran el contraste de amplitud de las moléculas
bioldgicas. El acido fosfotungstico (PTA,) proporciona una tincion negativa tipica

gue generalmente funciona a un pH neutro.

El protocolo para el andlisis supramolecular de los MxNCEs por TEM fue el

siguiente:

1. Se aplicaron 10 pL de la solucién muestra [100 pg/mL], filtrada previamente
con una membrana de 0.22um, sobre una rejilla de cobre (300 MESH),
revestida del material formar, durante 1 min para la absorcién de la muestra.

2. Posteriormente el exceso de la solucion se extrajo del borde de la rejilla por
la cufia de un papel de filtro.

3. Se adicionaron 10uL del medio de contraste (PTA al 3% pH=7) y se dej6
durante 1 min.

4. Una vez transcurrido el tiempo, se retird el exceso de volumen, como en el
paso 2 y se dej6é secar a temperatura ambiente hasta su visualizacion en el
TEM, ~12h.

5. El analisis de las imagenes se realizé con el software ImageJ.
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DETERMINACION DE CONDICIONES FISICOQUIMICAS PARA EL
DESENSAMBLE DE MxNCEs

Para estudiar el desensamble de los MxNCEs se hicieron modificaciones a las
condiciones fisicoquimicas iniciales, como cambios de pH, adicion de agentes
desnaturalizantes, y cambios de temperatura. Los cambios estructurales se
siguieron por DLS. Para determinar el desensamble de MxNCEs purificados se
evaluaron las siguientes condiciones: temperatura (2, 4, 30, 40 y 60 °C), pH (3, 4,
6, 7, 8, 10 y 11), concentraciones de agentes caotrépicos como Urea (U) (2, 3,4y
5 M) y cloruro de guanidinio (HCIGnd) (2, 3, 4, 5y 6 M). Se evalud, por DLS, el

tamafo de particula resultante en todas las condiciones.

Para el desensamble por temperatura, en microtubos con capacidad de 1.5 mL se
colocé 1 mL de EncA a una concentracion de 0.4 mg/mL en amortiguador de
fosfatos. Los tubos se incubaron a diferentes temperaturas durante 30 min en un

Thermomixer en agitacion a 300 r.p.m.

Para los desensambles en diferentes condiciones de pH se realiz6 una dialisis con
diferentes amortiguadores: para los valores de pH de 4 se utiliz6 amortiguador de
acetatos 250 mM, para pH 7 y 8 se us6 amortiguador de fosfatos 2 mM, y para pH

10 y 11 se utiliz6 amortiguador de glicina 200 mM.

Los desensambles con compuestos caotropicos se realizaron a partir de diluciones
concentradas de U o HCIGnd hasta diluirlas a la concentracion deseada con la
solucion de la proteina EncA. Se dejo llegar al equilibrio durante 2 h para HCIGnd y
12 h para U. Se evaluo el tamafio de particula resultante para todas las condiciones
por DLS.

CARACTERIZACION DEL DESENSAMBLE DE MxNCEs POR HCIGnd

Desensamblar a los MXNCEs es una parte importante el desarrollo experimental ya
gue es necesario que el nanocompartimento pierda estructura dejando expuesto el

interior de este para su libre interaccién con la proteina cargamento. Por lo ya
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descrito, se caracterizo el desensamble de NCEs de EncA a altas concentraciones

de cloruro de guanidinio (HCIGnd) con las siguientes metodologias descritas.
Dispersion dindmica de luz (DLS)

En condiciones al equilibrio se hicieron lecturas del diametro de los
nanocompartimentos con DLS en amortiguadores con altas concentraciones de
agente desnaturalizante (HCIGnd). La disminucion del tamafio de la particula es un
indicador del desensamble del nanocompartimento en unidades mas pequefas
como tetrameros o subunidades formadoras del compartimento. Sin embargo, a
altas concentraciones del agente desnaturalizante es de esperarse que el tamafio

medido por DLS se incremente al desplegar por completo al monémero.
SEC

Se caracteriz6 el perfil de elucion de los MXNCEs de EncA por cromatografia de
exclusién molecular (SEC, por sus siglas en inglés), la técnica permite una
separacion de proteinas en tiempo o volumen de elucion, relacionado a su peso
molecular, a su vez, relacionado con tamarfio, plegamiento, y linealidad, entre otros
factores. Se utilizé una columna preempacada Superdex 200 16/600 pg compuesta

por una resina entrecruzada de agarosa y dextran.
El protocolo para la elucién fue el siguiente:

1. Se equilibré la columna con 1.5 volumenes de la columna (180 mL) con
solucién amortiguadora en la que se encuentre la muestra (Amortiguador de
fosfatos y 4 M HCIGnd).

2. Se inyect6 un volumen de 3 mL de la muestra a un flujo de 0.7 mL/min.

El flujo con el que se eluy6 fue de 0.7 mL/min.
El tiempo en el que se comenzo a colectar las fracciones fue a partir de los
60 min.

5. Para el andlisis de resultados se realizé una curva de calibracién. Anexo 2.3.

34



Dicroismo Circular en la region del UV lejano

Los espectropolarimetros (instrumentos que determinan el dicroismo circular, CD)
son utilizados para estudios estructurales en las condiciones en las que las
proteinas realmente operan (es decir, generalmente en solucién), asi como en otras
condiciones y para proporcionar medidas de las tasas de cambios estructurales de
las proteinas, que a menudo son esenciales para su funcion biolégica. El efecto del
dicroismo circular surge en un plano de luz polarizada con dos componentes de
polarizacion de igual magnitud, cada uno en sentidos opuestos, uno en direccion a
las manecillas del reloj y otro en direccion opuesta: generando dos componentes de
polarizacion circular. EI CD se refiere a la diferencia que hay en la absorcion de
estos dos componentes al pasar a través de la muestra; si esta absorbe 0 no
absorbe la luz y la magnitud de absorcion de cada uno de los componentes (Kelly
et al., 2005).

Se realiz6 una caracterizacion de la estructura secundaria del nanocompartimento
de EncA mediante DC en el espectro de UV lejano, mediante este espectro
podemos determinar la perdida de estructura secundaria durante la exposicion del
nanocompartimento de EncA a condiciones desnaturalizantes como
concentraciones elevadas de HCIGnd (3 y 6 M), a altas temperaturas y al equilibrio.
Los ensayos de DC se realizaron en un espectropolarimetro Chirascan (Applied
Photophysics). En todos los casos se siguio la sefial de DC en el espectro de 200 a
260 nm, midiendo cada nanémetro, con 0.4 mg/ mL de la proteina en amortiguador
de fosfato de sodio 10 mM, pH 7.4 a 25 °C en una celda de cuarzo de 1 mm de paso

de luz.

Para la curva de desnaturalizaciéon a diferentes concentraciones de HCIGnd, el
monocromador del equipd se fijo en 222 nm y se obtuvo un valor promedio de 200

mediciones.
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Anisotropia de fluorescencia

La anisotropia o polarizacion de la fluorescencia son expresiones para el mismo
fenémeno, en el presente trabajo lo referiremos simplemente como anisotropia. La
anisotropia es un fendbmeno en el que una particula al ser excitada con luz
polarizada genera un espectro de emision también polarizado. Esto se debe a que,
en una solucién homogénea, los fluoréforos de una muestra estan aleatoriamente
orientados, por lo que aquellos que en el momento de la excitacion estén en eje con
el vector eléctrico seran excitados preferencialmente. Las medidas de anisotropia
revelan el desplazamiento angular promedio por el que pasa un fluoroforo entre el
evento de excitacion y su subsecuente emision en forma de fotén. El
desplazamiento angular depende de la tasa de rotacion difusional de la particula, la
forma y tamafio de la molécula en rotacién y de la viscosidad del solvente. Asi,
mientras menor sea la tasa de difusion rotacional, mayor sera el valor de anisotropia
(Lakowicz, 2006).

Se utilizo el espectrofluorémetro PC1 (ISS©) para las lecturas de anisotropia de los
triptéfanos, la longitud de onda que se utilizo para la excitacion fue de 280 nm, para
excitacion de triptoéfanos, y las lecturas de emision se realizaron a una longitud de
328 nm. Las rendijas de emisidn y excitacion utilizadas fueron de 2.0 mm. Las
lecturas se realizaron a las muestras de EncA desnaturalizadas con HCIGnd en

condiciones al equilibrio.

ENSAMBLE IN VITRO DE MxNCES BAJO CONDICIONES FISICOQUIMICAS
DETERMINADAS

Una vez desensamblados los MXNCEs se deben establecer las condiciones y la
metodologia para el reensamble del nanocompartimento y asi poder obtener
nanocompartimentos con proteinas cargamento en su interior ensamblados de
forma in vitro. Para el ensamble in vitro fue necesario partir de condiciones
desnaturalizantes que desensamblen el nanocompartimento pero que no generen

una cantidad importante de agregados. Por ello se procedido a establecer una
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metodologia de reensamble con base en la eliminacion del agente desnaturalizante
y agregando agente estabilizante. Se partié de una solucién de MXNCEs de EncA
(1 mg/mL) desensambladas en un medio de 4 M de HCIGnd y renaturalizando por
dilucién del HCIGnd con amortiguador de fosfatos y agente estabilizante (L-Arg 0.3
M).

1. Una solucién de 6 M de HCIGnd se diluyé hasta 4 M de HCIGnd con la
solucién de EncA y amortiguador de fosfatos, dejando una concentracion
final de 1 mg/mL de EncA en 5 mL. Se dejé en agitacion a 37 °C durante 2 h,
hasta llegar al equilibrio.

2. La muestra se caracterizé por DLS y anisotropia de fluorescencia.

3. Se comenzo la dilucién, agregando 200 pL cada 5 min del amortiguador de
fosfatos con L-Arg 0.3M, con agitacién a 37 °C.

4. Una vez alcanzada la primera dilucion (3 M de HCIGnd) a una concentracién
final de 0.75 mg/mL de EncA se dej6é 30 min en agitacion y se caracterizd por
DLS y anisotropia de fluorescencia.

5. Se continu6 agregando 200 pL del amortiguador de fosfatos con L-Arg 0.3M
cada 5 min y se dej6 30 min una vez que se alcanz6 la segunda
concentracion (2 M de HCIGnd) con una concentracion de 0.5 mg/mL de
EncA.

6. Se caracterizo por DLS y anisotropia de fluorescencia.

7. Los pasos se repitieron hasta llegar a una concentracion de 1 M de HCIGnd
y 0.25 mg/mL de EncA, se dejo en incubacion toda la noche hasta llegar al
equilibrio y favorecer la formacién de los nanocompartimentos.

8. Se dializ6 la muestra contra el amortiguador de fosfatos con L-Arg 0.3 M para

eliminar el resto de HCIGnd.

CARACTERIZACION DEL ENSAMBLE IN VITRO DE MxNCEs

Se caracteriz6 el tamafio y ensamble de la proteina EncA por DLS, TEM, AFM y
midiendo la anisotropia de fluorescencia que presenta la muestra con las

metodologias descritas anteriormente. El ensayo se realiz6 por duplicado y el
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agente desnaturalizante se diluyé con solucion de amortiguador de fosfatos/L-Arg

0.3 My con amortiguador de fosfatos sin L-Arg.

ENCAPSULAMIENTO IN VITRO DE SFGFP-CLP

Se ha observado que las proteinas cargamento nativas de los MXNCEs presentan
un péptido sefal del encapsulamiento (CLP). Con este ensayo se observo el
encapsulamiento de una proteina heterdloga (sfGFP) dirigida por el CLP, bajo

condiciones controladas in vitro.

Con las condiciones previamente establecidas y caracterizados los desensambles
y reensambles de los MxNCEs, se utilizé un procedimiento similar para el
encapsulamiento in vitro de la sfGFP-CLP. La relacion molar EncA:sfGFP-CLP
utilizada en este ensayo fue de 1:1, se realizé con 3 nM de EncA 'y 3 nM de sfGFP-
CLP. Como control negativo del ensayo se realiz6 el ensamble in vitro con la

proteina sfGFP sin el péptido de cargamento (CLP).

La metodologia para el ensamble de los nanocompartimentos con la proteina
cargamento fue la anteriormente descrita, con excepcion del paso 5 donde entre
cada volumen del agente estabilizador L-Arg, se agrego la proteina sfGFP-CLP en
amortiguador de fosfatos con el agente estabilizador L-Arg 0.3 M.

Los MxXNCEs se separaron de sfGFP-CLP libre mediante SEC y se caracterizo el
tamafio los MxNCEs por DLS con la metodologia descrita anteriormente, la
morfologia se caracteriz6 por AFM, y el encapsulamiento se caracteriz6 por SDS-

PAGE. El ensayo se realizé por triplicado.

RENDIMIENTO DEL REENSAMBLE

Para cuantificar el rendimiento del reensamble se consideré la masa inicial de
proteina en el desensamble como el 100% y la masa final de proteina en el proceso

de reensamble como el porcentaje de NCEs ensamblados.
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ENCAPSULAMIENTO IN VIVO DE SFGFP-CLP

El encapsulamiento de la proteina sfGFP-CLP se realiz6 in vivo mediante la
coexpresion de las proteinas EncA y stGFP-CLP en E. coli BL21 (DE3).

Para la obtencion de células transformantes con ambos vectores de expresion

(PET28a-sfgfp-clp y pET22b-encA) se hicieron células competentes a partir de

células previamente transformadas con el plasmido pET22b-encA:

1.

Se dej6 en cultivo de células toda la noche un pre inoculo de 10 mL de cultivo
LB-amp a 37 °C, 220 r.p.m.

Al dia siguiente se inocul6 un matraz de 50 mL con medio LB-amp con el 1%
del pre inoculo, se dejé en agitacion a 220 r.p.m a 37°C durante 4 h hasta
alcanzar una D.O.s00 alta (0.8-1).

Se colecto la biomasa por centrifugacién a 5000 r.p.m. por 20 mina 4 °C. A
partir de este paso todas las soluciones y la metodologia se realiz6 a 4 °Cy
en bafo de hielo.

Se resuspendio la biomasa obtenida a partir de 50 mL de medio de cultivo en
50 mL de agua destilada estéril para lavados. Se realizaron 2 lavados con
agua.

Se recuper6 la biomasa por centrifugacién a 5000 r.p.m. por 20 mina 4 °Cy
se re suspendioé en 1 mL de glicerol 10%.

Se dividieron las células en alicuotas de 50 pL y se mantuvieron a -70 °C
para su posterior transformacion.

La electroporacion se realizé con una de las alicuotas de 50 pL de las células,
5 uL del plasmido resuspendido en 50 pL de agua destilada y con un pulso

de 2.5 kV en una celda de 1 cm.

Para la caracterizacion del encapsulamiento in vivo de la sfGFP-CLP, los MXNCEs

se purificaron por IMAC, y como segundo protocolo de purificacion se separaron lo
MXNCEs con sfGFP-CLP en su interior y la sfGFP-CLP libre por SEC, y

posteriormente se caracteriz6 la fraccion de los MXNCEs por SDS-PAGE.
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DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE REENSAMBLE Y
ENCAPSULAMIENTO IN VITRO E IN VIVO DE LOS MxNCEs

Se realiz6 la cuantificacién de la concentracion de EncA reensamblada en NCEs y

sfGFP encapsulada in vitro e in vivo. Con estos datos es posible hacer una

comparacion de la eficiencia del encapsulado de las proteinas cargamento y, con el

control negativo de la proteina cargamento sfGFP sin CLP, proteina que se expresé

y purificé con la metodologia de sfGFP-CLP, se puede hacer una comparacién de

la eficiencia del encapsulado de moléculas por MXNCEs. La cuantificacion de

concentracion se describe a detalle en seguida:

1.

Se cuantificé, por el método de BCA previamente descrito, la concentracion
de proteina con los que se iniciaron los protocolos de desensamble de los
MXNCEs, reensamble y encapsulado de sfGFP-CLP y sfGFP en los
MxNCEs.

Al finalizar los protocolos de reensamble y encapsulado, los MxNCEs
purificados por SEC se concentraron 10 veces y se cuantifico la
concentracion total de proteina por el método de BCA.

Para determinar la concentracion de sfGFP-CLP y sfGFP presentes en los
MxNCEs se realiz6 una curva patron de concentracion de sfGFP-CLP y
sfGFP, en el fluorébmetro.

Se realiz6 una curva patréon de sfGFP-CLP por SDS-PAGE vy, por
densitometria, se cuantificé la concentracion de sfGFP-CLP presente en su
encapsulamiento por los MXNCEs.

Se compararon ambas concentraciones (las obtenidas por densitometria y

por fluorescencia).
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RESULTADOS Y DISCUSION

OBTENCION DE CELULAS TRANSFORMANTES E. coli BL21(DE3)

Las células quimiocompetentes de E. coli, se transformaron por separado con dos
plasmidos, pET22b-encA y pET28a-sfgfp-clp. La seleccidn de colonias se realizd en
placas Petri con Medio LB por medio de los antibiéticos ampicilina y kanamicina
respectivamente. Las colonias seleccionadas sobreexpresaron las proteinas de
interés, como se mostrara en los resultados posteriores. Las células transformantes

a una D.O.s00 de 0.6 se almacenaron a -70 °C con 50% de glicerol.

SOBREEXPRESION DE EncA Y sfGFP-CLP EN E. coli BL21 (DE3)

Después de inducir la sobreexpresion de las proteinas recombinantes EncA y
sfGFP-CLP en E. coli BL21(DE3) segun la metodologia, la biomasa lisada fue
separada en fracciones soluble e insoluble, las cuales fueron analizadas por SDS-
PAGE para saber en cudl fraccion se encontraba la proteina (Fig. 9). La proteina
sfGFP-CLP es mas facil de identificar debido a su color verde. En la figura 9 se
observan las bandas de sobreexpresion de ambas proteinas y, aunque la banda se
presenta en ambas fracciones, la mayor proporcion se encuentra en la fraccion
soluble. Las bandas de sobreexpresién que corresponden a EncA y sfGFP-CLP
presentan migraciones congruentes con sus tamafos teoricos (~32 y ~30 KDa,

respectivamente) (Cassidy-Amstutz et al., 2016; Mchugh et al., 2014).
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PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

La purificacion de las proteinas EncA 'y sfGFP-CLP se realiz6 mediante IMAC en un
equipo de FPLC, y las fracciones se analizaron por SDS-PAGE para evaluar la
pureza de la proteina y cantidad por BSA (Anexo 3). Las proteinas puras se
observan en la Fig. 9: sStGFP-CLP (~30 KDa), A carril 4, y EncA (~32 KDa), B carril
1.

A 1 2 3 4 MP B 1 2 3 4 MP
I&5 | &
~45 -45
-35 | -35
SIGFP o5 EncA—ps -25
(30 KDa) (32 KDa)

Figura 9. Analisis de sobreexpresién y purificacion de las proteinas sfGFP-CLP y
EncA mediante gel de poliacrilamida SDS-PAGE. A) Carril 1: control negativo de
induccién de sfGFP-CLP. Carril 2: perfil de proteinas presente en la fraccién soluble de
la lisis de la biomasa inducida. Carril 3: perfil de proteinas presente en la fraccién insoluble
de la lisis de biomasa inducida. Carril 4: sSfGFP-CLP purificada por IMAC. MP: marcador
de peso molecular (KDa). B) Carril 1: EncA purificada por IMAC. Carril 2: EncA presente
en la fraccién insoluble de la lisis. Carril 3: EncA presente en la fraccidn soluble de la lisis.

Carril 4: Control negativo de induccién de EncA. MP: Marcador de peso molecular (KDa).
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DETERMINACION DE CONCENTRACION Y GRADO DE PUREZA DE EncA Y
sfGFP-CLP

Partiendo de la purificacion de las proteinas por IMAC, el andlisis por SDS-PAGE
(Anexo 3) de las fracciones de purificacion y su cuantificacién por el método del
BCA, se obtuvieron 9 mg de proteina EncA a partir de un cultivo de 1 Ly 2.4 mg de
sfGFP-CLP a partir de un cultivo de 200 mL (12 mg por L de cultivo) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de la purificacién de la proteina EncA y sfGFP-CLP.

Muestra Volumen Volumen Concentracion Proteina
del ‘(:E)'“VO total (mL) (mg/mL) total (mg)
EncA 1 Purificada 15 mL 0.65+0.001 9.1+1
sfGFP-CLP 0.2 Purificada 10 mL 0.24* 2.4
MxNCEs-sfGFP-CLP 0.5 Purificada 4.5mL 3.75* 16.87

* Expresion y purificacion Unica

Con los valores de purificacion y pureza de las proteinas fue posible obtener los

resultados descritos a continuacion.

CARACTERIZACION DE MxNCEs PRODUCIDOS EN E.coli BL21(DE3)

Hipotéticamente, la proteina EncA purificada por IMAC podria estar formando
MXNCEs. Para determinar el estado de asociacion de EncA, ésta se analizd por
DLS y TEM. El didmetro obtenido por DLS muestra una sola poblacion de

nanocompartimentos de ~35 = 7 nm (Fig. 10).
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Figura 10. Caracterizacion de MxNCEs nativos con diferentes técnicas. (A)
Microscopia por TEM de MxNCEs purificadas. (B) Diametro por DLS de los MXNCEs
purificados.

Los resultados de la sobreexpresion, purificacion y caracterizacion indican que la
proteina EncA se autoensambla in vivo en NCEs. Desde la lisis celular, la proteina
se encuentra soluble, sugiriendo un plegamiento correcto y por ende la formacién
de los nanocompartimentos. El autoensamble de la proteina recombinante en E. coli
ya se ha reportado previamente (Mchugh et al., 2014). En nuestro caso, la proteina
EncA no es propiamente la version silvestre, sino que tiene una etiqueta de 6xHis.
Su purificacién por IMAC en condiciones nativas indica que esta etiqueta esta en la
superficie externa de los MXNCEs, como lo sugiere la estructura de estas particulas
(PDB 4PT2). La caracterizacion llevada a cabo demuestra que los MxXNCEs
formados con la proteina EncA con etiqueta de 6xHis forman poblaciones
homogéneas y de tamafios similares a los descritos en la literatura (Mchugh et al.,
2014; Nichols, Cassidy-Amstutz, et al., 2017; Sasaki et al., 2017).

DETERMINACION DE CONDICIONES FISICOQUIMICAS PARA EL
DESENSAMBLE DE MxNCEs

Para establecer las condiciones para el desensamble de los MxNCEs, se

caracteriz6 el tamafio de éstos bajo diferentes condiciones desnaturalizantes: tales
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como el cambio de pH por dialisis, modificando la temperatura, o0 sometiéndolos a
altas concentraciones de agentes caotrépicos como cloruro de guanidinio (HCIGnd)
o Urea (U). La aparicion de especies con diametros menores al caracteristico de los
MXNCEs (=35 nm) son un buen indicador del desensamble de los
nanocompartimentos (Putri et al., 2017; Snijder et al., 2016). Las condiciones
desnaturalizantes generaron varias especies, las mayoritarias se muestran en la
Fig. 11, mientras que en la Tabla 3 se presentan los valores del indice de
polidispersion (Pld) de la muestra y la presencia de especies mayores a las
graficadas en la Fig. 11. El Pld es una medida de la distribuciéon de tamarfios
presentes en la muestra. En diferentes concentraciones de HCIGnd, los MXNCEs,
analizados por DLS, reducen significativamente su tamafo desde 2 M de HCIGnd

(Fig 11, A), sugiriendo la pérdida de la estructura del nanocompartimento.

Por su parte, el cambio de pH del medio en que se encuentran los MXNCESs provoca
la aparicion de particulas de tamafios distintos a los observados a pH 7.4. A valores
de pH menores a 7, las particulas presentan tamafios de entre 20 y 50 nm, sin
agregacion evidente de acuerdo con el valor de Z-average (Tabla 3). El Z-average
es el promedio de tamafio de todas las intensidades detectadas, no solo de la o las
poblaciones mayoritarias. A valores de pH mayores a 8, se pierde la estabilidad
coloidal y es evidente la apariciéon de agregados (Fig. 11, B). A diferencia de lo
reportado por Cassidy-Amstutz y colaboradores en el 2016 y por Putri y
colaboladores en el 2017, para el desensamble de nanocompartimentos de otras
especies, los MXNCEs no regresan a su estado de particulas monodispersas y
solubles al regresar el pH a 7.4, siendo irreversible en éstos el efecto de agregacion
en valores de pH basicos, mientras que en valores bajos de pH el desensamble es

irreversible por efecto de agregacién al retornar el medio a pH 7.4.

La temperatura tuvo efectos inesperados sobre el tamafio de los MXNCEs. Se
observd que a bajas temperaturas las nanoparticulas agregan (4 °C), recuperan su
tamafio promedio de 35 nm en la transicion de 25 a 35 °C y comienzan a disminuir
el tamafio a 40 °C, mientras que a 60°C recuperan su tamafo, aunque aparecen

especies de mayor tamafo que posiblemente sean agregados (Fig. 11, C). La

45



formacion de agregados es evidente en las medidas del Z-average (Tabla 3).

Finalmente, se observé que aun a concentraciones de 2 y 5 M de U, los MXNCEs
presentan mayoritariamente tamafos estables de 26 nm, y parece comenzar una
disminucién del tamafio de las particulas en soluciones de 6 M de U (Fig. 11, D). La
presencia mayoritaria de nanoparticulas de 26 nm de diametro sugiere que se trata
de caps6meros abiertos o ensambles desiguales de los NCEs. Esta desigualdad se
refleja en el alto valor de Z-average que presenta la muestra en 5 M de U, mientras
que el Z-average de la muestra en 2 M se encuentra relativamente cercano al
control. Es posible que estas especies sean MXNCEs de menor tamafio, ya que
proteinas con plegamientos similares pueden formar NCEs T=1, como la de T.

maritima con tamafo promedio de 24 nm (Sutter et al., 2008).

Tabla 3. Resultados del cambio de diametro de los NCEs por DLS en diferentes
condiciones desnaturalizantes.

Agente . Tamafio de I_ngice de_ .
. Nivel . Z-average (nm) polidispersion

caotropico particula (d.nm) (Pld)

Ctrl (0) 385 46 £ 0.5 0.31+0.01

2 12+2 92+7.0 0.54 + 0.05

HCIGnd (M) 4 15+2 61+3.0 0.64 £ 0.13

5 10+1 60+4.0 0.35+0.08

6 10+1 72+2.0 0.37 £ 0.07

Ctrl (7.4) 3814 46 +0.1 0.16 + 0.20

3 21+3 29+0.7 0.31+0.32

pH 4 24 +3 27+ 1.0 0.23+0.32

6 385 47 + 0.5 0.16 £ 0.20

8 412 + 17 151 +14.7 0.55+ 1.00

Ctrl (37) 35+2 42 +1.0 0.2+0.04

4 50+8 433 £ 30.0 0.46 £ 0.03

o 25 24 +3 83+ 16.0 0.57 + 0.07

Temp (°C) 30 38+5 73£1.0 0.37 £0.03

40 21+3 2085 + 2870.0 0.57 £ 0.08

60 385 105+ 35.0 0.57 £ 0.08

Ctrl (0) 34+5 45+ 2.0 0.19+0.01

Urea (M) 2 24+1 41+2.0 0.48 £ 0.06

5 25+1 162 + 30.0 0.37 £ 0.09

6 23+1 132 +13.0 0.56 + 0.09

*Cloruro de guanidino (HCIGnd), Control (Ctrl), diametro en nanémetros (d.nm). Cada
ensayo se realizo de forma independiente.
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Figura 11. Tamafos de las poblaciones de MxNCEs bajo diferentes condiciones
desnaturalizantes, obtenidos por DLS. A) diametro de los MXNCEs por DLS después de
haber sido sometidas a determinada concentracion de Cloruro de guanidinio (HCIGnd). B)
Diametro de las particulas de MXNCEs por DLS después de haber sido sometidas a diferentes
valores de pH. C) Didmetro de las particulas de MXNCEs por DLS después de haber sido
sometidas a diferentes temperaturas durante 30 min en agitacion a 300 r.p.m. D) Diametro de
los MXNCEs por DLS después de haber sido sometidas a distintas concentraciones de urea

(V).

La proteina EncA autoensamblada en MxNCEs in vivo y, caracterizada por DLS,
presenta una poblacion monodispersa (Fig. 10B). Estos tamafios son considerados
controles de MxNCEs ensamblados similares a los reportados por McHugh y
colaboladores en el 2014 y Sigmund y colaboladores en el 2017. Para poder

encapsular proteinas heter6logas in vitro en estos nanocompartimentos, es
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necesario desensamblarlos. En muchos casos, las condiciones desnaturalizantes
probadas generaron poblaciones polidispersas, asi que para determinar las
condiciones de desensamble funcionales, se us6 como criterio principal su
capacidad de reensamblarse. Esto a su vez esta asociado a una buena solubilidad,

tamafo de particula no muy grande y monodispersidad por DLS.

Después de realizar los ensayos de desensamble, se seleccioné como condicién de
desensamble funcional a la proteina EncA en 4 M de HCIGnd, ya que el tamafio de
las particulas disminuye significativamente respecto al control e incluso es mucho
menor que el de una hipotética particula T=1 (~24 nm). Asumimos que una
disminucién en el tamafio de éstas es reflejo de la pérdida de estructura del
nanocompartimento, sin un desplegamiento total de los mondmeros (Cassidy-
Amstutz et al., 2016; Putri et al., 2017; Snijder et al., 2016). Existen otras
condiciones en las que la particula también disminuye su tamafio, por ejemplo, a pH
3,a40 °C, 0 en 6 M de Urea. Sin embargo, estos ambientes desnaturalizantes son
muy extremos para poder trabajar en conjunto a los MXNCEs desensamblados y a
una proteina heteréloga que se desee encapsular. Ademas, las poblaciones en
estas muestras son polidispersas y, lo mas importante, el desensamble de los
MxXNCEs no es reversible en esas condiciones. También se exploraron las
combinaciones de escenarios desnaturalizantes, como pH bajo a bajas
temperaturas, o concentraciones de urea bajas a altas temperaturas. Sin embargo,
no se detectaron condiciones eficaces para el reensamble (datos no mostrados).
Por ello, al analizar los datos de DLS, se eligi6 la condicion de desensamble 4 M de
HCIGnd, 37°C y pH de 7.4, ya que la poblacion de EncA presenta una disminucion

de tamafio y un bajo indice de polidispersion.
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CARACTERIZACION DEL DESENSAMBLE DE MxNCEs

Los efectos del agente desnaturalizante sobre la estructura del MXNCE se evaluaron
por DLS, anisotropia de los Trp propios de EncA, SEC y DC en el UV lejano, ya que
dichas técnicas nos permiten estimar cambios estructurales y de asociacion de las
proteinas (Cassidy-Amstutz et al.,, 2016; He et al., 2016; Putri et al., 2017;
Rahmanpour & Bugg, 2013). En la Fig. 12A se observa que la adicion progresiva de
HCIGdn produce la aparicion de especies de menor diametro. Estas especies
podrian ser oligbmeros y, en ultima instancia, hasta el monémero de EncA en un
estado parcialmente plegado, considerando que una proteina globular de 30 kDa
deberia tener un didmetro hidrodindmico cercano a 6 nm (Putri, Allende-ballestero,
et al., 2017; Wilkins et al., 1999). Por otra parte, la disminucién de la anisotropia
revela, nuevamente, que el tamafo de la especie original (MXNCE) se reduce en
presencia del agente caotrépico (Fig. 12B). Ambos resultados, el de DLS y el de
anisotropia de fluorescencia, son consistentes con lo observado por SEC, en el que
la presencia de 4 M de HCIGdn provoca que los MXNCEs eluyan en un volumen

mucho mayor (76 mL) al volumen muerto de la columna (45 mL).

Los cambios en el espectro de DC en la region del UV-lejano nos ofrecen
informacion acerca de la pérdida de estructura secundaria del monémero, la cual
esta asociada a los cambios en el estado de asociacion del mismo. En condiciones
nativas (0 M de HCIGnd, pH 7.4 y amortiguador de fosfatos), el espectro muestra
sefales caracteristicas de las estructuras hélice a y hebras 8 propias del monémero
de EncA (Fig. 5, PDB 4PT2), con un 17.3% de la contribucién de hélices a, esto es,
sefales negativas entre los 210-222 nm, pero con el minimo no solo a los 222 nm
por las contribuciones de las hebras B con un porcentaje de 8.6%, el 74% restante
de estructuras no se definen en el espectro debido a que se requieren espectros
mas limpios a longitudes de ondas bajas para definir mejor la estructura secundaria
(Cassidy-Amstutz et al., 2016; Kelly et al., 2005) (Fig. 13).

Cuando EncA es sometida a altas concentraciones de HCIGnd, pierde estructuras

helicoidales observadas a través de la desaparicion parcial de la sefial a 222 nm
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(Fig.14). Cabe destacar que, abajo de 210 nm, la lectura de CD a esa concentracion

de agente desnaturalizante es sumamente ruidosa, por lo que no se continud hacia

longitudes de onda menores (Fig.13).
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Figura 12. Analisis de los MxNCEs a diferentes concentraciones desnaturalizantes
por DLS y anisotropia. A) Didmetros por DLS a las concentraciones de HCIGnd
indicadas, en la figura. B) Anisotropia de fluorescencia a diferentes concentraciones de
HCIGnd. C) Perfil cromatografico (SEC) de la proteina EncA al equilibrio en 4 M de
HCIGnd. El vlolumen muerto de la columna (Superdex 200 pg) es de 45 mL.
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Una vez determinado el efecto del agente desnaturalizante sobre el espectro de DC,
se realiz6 una curva de titulacion siguiendo el DC de EncA a una longitud de onda
de 222 nm. Se observé que a mayor concentracion de HCIGnd, la sefal negativa a
222 nm disminuyo su magnitud, probablemente por la disminucién del contenido de

hélices a en la proteina (Fig. 14).
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Existe una relacion entre la anisotropia de los Trp de EncA, el tamafio de particula
y la pérdida de estructura secundaria de EncA (Fig. 15). A menor tamafio de
particula, menor anisotropia (Fig. 12 B) y menor contenido de hélices a en la
estructura secundaria (Figs. 14 y 15), cabe resaltar que la disminucion del tamafio

de particula en condiciones 2 M de HCIGnd por DLS no es indicativo de un
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desensamble completo del nanocompartimento pues con otras técnicas como
anisotropia y dicroismo auln se observo estructura secundaria y la interaccion de
mondmeros a ésta concentracion de HCIGnd (Fig. 15). La anisotropia esta
relacionada con la interaccion entre las subunidades de EncA que forman el
MXNCE, y conforme estas interacciones disminuyen, debido a las condiciones
desnaturalizantes, la anisotropia de igual forma baja. Esto esta relacionado con la
libertad de movimiento rotatorio de los Trp en EncA en los nanocompartimentos

ensamblados o desensamblados (Lakowicz, 2006; Misra, 2015).
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Figura 15. Grafica de la transicién del estado plegado y desplegado de EncA a
diferentes concentraciones de HCIGnd. A) Comparacion de las lecturas de anisotropia
y CD a 222 nm al desplegar a EncA en altas concentraciones de HCIGnd (proteina
desnat) y al renaturalizar a EncA regresandola a bajas concentraciones de HCIGnd
(proteina renat). B) Grafica de las fracciones plegada y desplegada de las proteinas en
una concentracion determinada de HCIGnd.
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Con las técnicas de caracterizacion hidrodinamica es complicado saber con
precision el estado oligomérico de EncA o su estado conformacional. Una
disminucion de la estructura helicoidal en condiciones desnaturalizantes nos indico
perdida estructural del monomero, formado mayoritariamente por hélices a (Fig.5).
Sin embargo, muchas interacciones entre monémeros son generadas por el E-loop
y el P-domain del capsémero (Akita et al., 2007). La caracterizacion por DLS de
EncA en condiciones desnaturalizantes muestra didmetros comparables a otras
encapsulinas desensambladas (Cassidy-Amstutz et al., 2016; He et al., 2016; Li et
al., 2018; Putri et al.,, 2017; Rahmanpour & Bugg, 2013; Snijder et al., 2016).
Encapsulinas con el mismo tipo de plegamiento (HK97), con 43% de similitud de
secuencia con EncA, en diferentes condiciones desnaturalizantes, presentan
diametros menores a 11 nm por DLS y, analizados por espectroscopia de masas,
corresponden a subunidades formadoras del NCE (Sonotaki et al., 2017). He y
colaboradores en el 2016 reportaron perfiles de elucion de ferritinas de R. rubrum
pertenecientes a 10 subunidades de la ferritina, comparables al volumen obtenido
de EncA en condiciones de 4 M HCIGnd (Fig. 12 C) que corresponde a 4
subunidades de EncA, segun lo reportado (He et al., 2016) y la calibracion de la
columna S200 pg (Anexo 2.3). Por lo anterior, podemos asumir que a una
concentracion de 4 M de HCIGnd se pueden desensamblar los MXNCEs. Esto
confirma que este estado podria usarse como punto de partida para el reensamble

de los MXNCEs y la concomitante encapsulacién de proteinas modelo.

CARACTERIZACION DEL ENSAMBLE IN VITRO DE MxNCEs BAJO
CONDICIONES FISICOQUIMICAS CONTROLADAS

EncA se autoensambla en MxNCEs in vitro. La caracterizacion de los MXNCEs por
diferentes técnicas en condiciones desnaturalizantes y regresarlos a condiciones
nativas, en ambientes controlados y en presencia de un agente estabilizante (0.3 M
de L-Arg), nos muestra que su comportamiento de reensamble seguido por

anisotropia es comparable al del desensamble (Fig. 15), sugiriendo estados
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reversibles en el desensamble y desnaturalizacion de la proteina EncA (Fig. 15 B).
El mecanismo de ensamble para EncA de M.xanthus ain no se ha descrito, pero
podemos especular, con los resultados obtenidos hasta el momento de la
caracterizacion de la desnaturalizacion (Fig. 12) y el reensamble, que existen
oligdbmeros de subunidades que, al retirar el agente desnaturalizante, interactdan
para formar el nanocompartimento, siguiendo una via de ensamble de dos estados,

similar a la descrita para encapsulina de T. maritima (Snijder et al., 2016) (Fig. 16C).

La poblacion de particulas reensambladas tiene un diametro de 37 = 8 nm con un
Z-average de 63 = 155 nm (Fig. 16A), diametro ligeramente mayor al que presentan
la poblacion de particulas nativas (~36 nm), esto se debe a la presencia de
agregados y la formacion de nanocompartimentos de mayor tamafio (Fig. 16D y E).
El analisis por anisotropia de las especies al equilibrio muestra que al disminuir la
concentracion del agente caotropico también aumenta la anisotropia, por lo que las
proteinas se estan asociando en especies de mayor tamafio (Fig. 16B). Por ultimo,
al comparar la morfologia de nanocompartimentos nativos con los reensamblados
distinguimos tamafios similares a los nativos (33 £ 4 nm) sin embargo, las particulas
reensambladas no son tan esféricas como las ensambladas in vivo, y se observa la

presencia de especies de tamafios mayores y menores a estas Ultimas (Fig. 17).

Sabiendo que los MXNCEs se desensamblan y son capaces de reensamblarse en
especies similares a las iniciales, nos enfocamos en utilizar las condiciones que
favorecen la disociacion de estos MXNCEs como punto de partida para encapsular
a una proteina heterdloga que tuviera el péptido sefal de carga (CPL) (Fig. 18),
similar a lo reportado previamente (Cassidy-Amstutz et al., 2016; He et al., 2016;
Putri et al., 2017; Rahmanpour y Bugg, 2013).
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Figura 16. Caracterizacion
del reensamble de
nanocompartimentos de
encapsulinas por diferentes
técnicas. A) Diametros por
DLS a las concentraciones de
HCIGnd indicadas. B)
Anisotropia de fluorescencia
correspondiente a las
muestras analizadas por DLS.
C) Esquema representativo de
lo que podria estar sucediendo
en el reensamble de los NCEs.
D) Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM) donde se
observan  particulas  con
tamafios de ~34 nm. Imagen
adquirida en modo de contacto
“tapping amplitude”. E)
Microscopia de Transmision
Electronica (TEM) donde se
observan particulas de ~31 nm
en promedio con una
morfologia semiesférica.
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B Figura 17. Comparacion
de MxNCEs ensamblados
in vivo y reensamblados in
vitro. A) Microscopia por
TEM de MxNCEs in vivo
donde se observan
particulas semiesféricas de
33 + 4 nm B) Microscopia
por TEM donde se observan
MxNCEs reensamblados de
31 £ 6 nm en promedio con
una morfologia semiesférica
y agregados.

ENCAPSULAMIENTO IN VITRO DE sfGFP-CLP

El encapsulamiento in vitro de la sfGFP-CLP en los MXNCEs (MXNCEs+ sfGFP-
CLP) se llevdé a cabo segun la metodologia descrita previamente. La proteina
sfGFP-CLP libre (sin encapsular) se separ6 de los MXNCEs con la sfGFP-CLP en
su interior mediante SEC, una vez separado el hanocompartimento de la proteina
libre se procedi6 a caracterizar por diferentes métodos. En la Fig. 18 se observa la
caracterizacion de dicho encapsulamiento, como control negativo de
encapsulamiento de la sfGFP-CLP se utiliz6 una sfGFP sin el péptido de carga,

expresada y purificada igual que la sfGFP-CLP.

Los tamafios de la poblacion de MXxNCEs reensamblados en presencia de sfGFP-
CLP durante el reensamble, analizados por DLS, muestran un ligero incremento en
su tamafo (43 £ 13 nm) con una desviacion estandar que contempla el tamafio de
particulas nativas. Este aumento de tamafio de las particulas podria deberse a la
formacién de agregados presentes en la poblacion (Z-average 52 + 8) (Fig. 18By F
(recuadro)). Debido a que el tamafio de particula sélo nos brinda informacion del
ensamble del nanocompartimento, pero no de lo que hay en su interior, se realizd
una caracterizaciéon con geles SDS-PAGE (Fig. 18C) y espectroscopia de

fluorescencia (Fig. 21A) a los nanocompartimentos ensamblados separados por
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SEC de la sfGFP-CLP libre (Fig. 18D). El reensamble en presencia de sfGFP sin el
CLP (sfGFP-L) como control negativo se analizé de igual forma por SDS-PAGE y
espectroscopia de fluorescencia los MXNCE separados por SEC de la sfGFP libre
(Figs.18C y 21A).

La purificacion de los MXNCEs+sfGFP-CLP reensamblados de la sfGFP-CLP libre
por SEC en la columna Superdex 200 pg genera dos fracciones principales; los
MXNCEs +sfGFP-CLP (~50 mL, volumen mayor al volumen muerto), con una
aparente retencién por la columna debido a efectos cromatograficos de intercambio
i6nico, donde es posible que la resina se encuentre interaccionando con la proteina
por falta de fuerza ionica de la fase movil, recorriendo el tiempo de retencion de la
proteina por la columna, otro factor que puede contribuir el desplazamiento del
tiempo de retencién en el cromatograma a tiempos mayores de elucion es el
volumen de inyeccion (5 mL en el presente trabajo) donde a menor volumen de
inyeccion la resolucion mejora significativamente. La segunda fraccion es la sfGFP
libre en el medio (90 mL) (Fig. 18D).

La caracterizacion de morfologia por TEM y AFM (Fig. 18, E y F) podemos observar
la poblacion de particulas reensambladas de las MXNCEs de EncA con sfGFP-CLP
en su interior, esferas de 39 £ 11 nm, tamafios similares a los establecidos en los
reensambles sin sfGFP-CLP (~31 nm). Predomina en la poblacién de particulas una
morfologia esférica y las que no se observan de este modo puede que estén
saturadas con proteina cargamento y no permitié la completa formaciéon de los
MxNCEs. También se observa una reduccién en los agregados en comparacion con

los reensambles sin sfGFP-CLP.
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Figura 18. Caracterizacién del reensamble de MxNCEs con sfGFP-CLP por diferentes
técnicas. A) Esquema representativo de lo que podria estar sucediendo en el reensamble del
nanocompartimento. B) Didmetros por DLS de los reensambles de MxNCEs con sfGFP-CLP. C)
Gel SDS-PAGE de los MXNCEs con sfGFP-CLP en su interior, MP: marcador de peso molecular
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(KDa), 1: EncA+sfGFP-CLP, 2: EncA+sfGFP. D) Cromatograma de elucién de los NCEs de EncA
reensamblados, tiempo de elucion (min) en la columna Superdex 200 pg a 0.7 mL/min en
amortiguador de fosfatos y Arg 0.3M. E) Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) donde se
observan particulas con tamafios de ~39 nm. Insercién, microscopia con menor aumento, barra
de escala es de 500 nm. Imagen adquirida en modo de contacto “tapping amplitude”. F)
Microscopia de Transmisién Electronica (TEM) donde se observan particulas de ~37 nm en
promedio con una morfologia esférica. Insercibn microscopia con menor aumento del campo,
barra de escala es de 250 nm.

La proteina sfGFP con el péptido sefial de cargamento (SfGFP-CLP) es
encapsulada in vitro por los MXNCEs. El péptido CLP facilita el encapsulamiento de
la proteina dentro la particula, esto lo podemos comprobar de forma visual en el gel
SDS-PAGE de las Figs. 18 C y 20, donde el encapsulamiento en presencia de la
sfGFP fue indetectable. Cabe destacar que el reensamble de los
nanocompartimentos no se afectoé por la presencia de sfGFP-CLP en el medio, pues
la morfologia que se observa en las microscopias es similar a la observada en los
MxNCEs silvestres (Cassidy-Amstutz et al., 2016; Lon et al., 2020; McHugh et al.,
2014; Rahmanpour & Bugg, 2013).

CO-EXPRESION DE EncA y sfGFP-CLP IN VIVO

El ensamble y encapsulamiento in vivo de los NCE con moléculas heterélogas al
interior se ha explorado para la encapsulina de T. maritima (Tabla 2, Anexo 1). Con
el objetivo de realizar el encapsulamiento in vivo de sfGFP-CLP dentro de los
MxNCEs, se coexpresaron las proteinas EncA y sfGFP-CLP en E. coli BL21(DE3).
En la fraccion soluble de la lisis se observaron ambas proteinas sobreexpresadas,
de modo que su purificacién previa por IMAC fue sencilla (Fig. 19) para que
posteriormente se realizara la separacion de los MXNCEs de la sSftGFP-CLP libre por
SEC.
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expresion de EncA y sfGFP-
CLP y purificacién por
IMAC. MP: Marcador de peso
molecular (KDa). 1: proteinas
purificadas por IMAC. 2:
Fraccion soluble de la lisis
celular. 3: Fraccion insoluble
sfGFP-CLP de la lisis celular.

\ Figura 19. Gel de co-

Las células transformantes, seleccionadas con los antibiéticos Amp y Kan, se
almacenaron a -70 °C con 50% de glicerol. Con las proteinas co-expresadas y

purificadas se procedio a su caracterizacion.

CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS COEXPRESADAS

Los MxXNCEs con la sfGFP-CLP como proteina cargamento ensamblados in vivo
(MxXNCEs-sfGFP-CLP) fueron purificados y caracterizados en condiciones nativas,
al igual que los MxNCEs sin proteina cargamento (Fig. 20A). De este modo se evita
gue los nanocompartimentos se desensamblen, no se generan encapsulamientos
in vitro no deseado y no libera la sfGFP-CLP durante el proceso. Las proteinas
obtenidas por IMAC (Fig. 19, carril 1) se purificaron por SEC para separar la proteina
libre sStGFP-CLP de los MXxNCEs-sfGFP-CLP. El cromatograma muestra que los
MXNCEs se encuentran en mayor relacion a la sfGFP-CLP (Fig. 20C). La Fig. 20 B
nos demuestra la presencia de la proteina sfGFP-CLP en el interior del
nanocompartimento purificado. La caracterizacion de los MxNCEs cargados con la
proteina sfGFP-CLP nos muestra que la poblacion de particulas ensambladas in
vivo tiene tamafios y morfologia similares a los MXNCEs ensamblados in vitro (Fig.

20 D y E). Es notorio que en el analisis por SDS-PAGE no se observan otras
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especies, lo que implica que otras proteinas sin el péptido sefial de carga no son
encapsuladas de forma importante (Fig. 20B). Con los resultados obtenidos se pudo
hacer una comparacién y analisis del encapsulamiento de la proteina con el -CLP y

del encapsulamiento in vitro e in vivo como se muestra a continuacion.
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Figura 20. Caracterizacion del ensamble in vivo de MxNCEs con sfGFP-CLP. A)
Esquema representativo de expresion y purificacion de MxNCEs. B) Analisis por SDS-
PAGE de los MXNCEs purificados por SEC, MP: marcador de peso molecular, 1: MXNCEs
ensamblados en presencia de sfGFP-CLP. C) Cromatograma de elucion de los MXNCEs
de purificados por IMAC en la columna Superdex 200 pg. D) Andlisis de los MXNCEs
cargados con sfGFP-CLP por AFM, donde se observan particulas con tamafios de ~35
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nm, barra de escala 100 nm. Insercion, microscopia con menor aumento, barra de escala
500 nm. Imagen adquirida en modo de contacto “tapping amplitude”. E) Diametro, por
DLS, de los MXxNCEs cargados con sfGFP-CLP.

EFICIENCIA DE ENCAPSULAMIENTO IN VITRO E IN VIVO DE sfGFP EN
MxNCEs

La cantidad de proteina heterdloga encapsulada en cada tipo de ensamble de
MxNCEs se calcul6 haciendo uso de las concentraciones de proteina, analisis de
densitometria de especies electroforéticas y lecturas de fluorescencia en el caso de

las especies que tenian sfGFP encapsulada, como se describe a continuacion.

Las lecturas de intensidad de fluorescencia de los MXxNCEs ensamblados con
sfGFP-CLP o con sfGFP (Fig.21), se interpolaron en una curva de concentracion de
sfGFP vs. fluorescencia (Fig. 22) y asi se estimd la concentracion de proteina
fluorescente en cada caso. Ademas, se generd una curva de concentracién por
densitometria (Anexo 3) con el objetivo de comparar las concentraciones obtenidas

por fluorescencia.
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Figura 21. Espectro de fluorescencia (Ext. 485 nm, Ems.495-550 nm) de los
ensambles de MxXNCE; EncA+sfGFP es el control negativo (linea rosa), MXNCE+GFP-
CLP es el reensamble in vitro (linea naranja), y EncA+GFP-CLP es el ensamble in vivo
(linea verde).
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Curva patron de concentracion sfGFP Tabla. Concentracién de sfGFP presente en las muestras

© 150000 de los MxNCEs separados por SEC.
'S Y =5605"X-6355 , , X
S R2=0 0805 Proteina Hg |Intensidad de fluorescencia |
b MxNCEs + 29.8 65092.67
£ 100000+ | SfGFP-CLP | 28.6) 62554.00
2 e T a9 64690.40
< | MxNCEs + | 74 15984.00)
T 50000+ sfGFP-CLP 3.0 6509.26
2 el 30| 6225.07
s peacEaesT | 10| 2048.00)
= 0 0 é 1'{] 1'5 2'0 o5 " Este experimento no cuenta con repeticiones
(no/mL ]

Figura 22. Curva patron generada por la intensidad de fluorescencia de la proteina sfGFP.
los datos interpolados se muestran en la tabla, donde EncA+sfGFP es el control negativo de
encapsulamiento, EncA+sfGFP-CLP es el reensamble in vitro, y EncA+sfGFP-CLP es el ensamble
in vivo, las lecturas de cada ensamble se realizaron por triplicado.

Para generar las relaciones molares que se muestran en la Tabla 4, se cuantifico
por BCA la concentracion total de proteina, se restd la concentracion de sfGFP-
CLP, obtenida con la curva patron de concentracion de sfGFP por fluorescencia
(Fig. 22). Posteriormente se calculé la masa de estas proteinas en nanomoles
(nmol). Finalmente, se obtuvo la relacion molar al comparar las distintas masas de
EncA y proteina fluorescente para estimar cuantas moléculas de sfGFP habia
dentro de cada MxNCE.

Extrapolando los resultados de los calculos y mediciones de concentraciones
tenemos que por cada nmol de MXNCEs reensamblado in vitro, hay 25 nmoles de
la proteina cargamento sfGFP-CLP. In vivo, la capacidad de encapsulamiento
aumenta considerablemente a 36 nmoles por cada nmol de MxNCEs, esto sin
considerar la facilidad metodologica del encapsulamiento in vivo. Por otra parte, la
capacidad de encapsulamiento de la sfGFP carente del péptido sefial de

encapsulamiento (CLP), es solamente 3 moléculas por MXNCE (Tabla 4).
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Siendo que el volumen interno de un MxNCE es de ~9,416,803 A3, considerando un
radio interno de 131 A, mientras que el volumen estimado de la sfGFP es de
~100,061 A3, considerando que fuese una esfera con radio de 28.8 A. Esto implica
que dentro de cada MxXNCE podrian caber hasta ~94 moléculas de sfGFP, sin
considerar los intersticios entre ellas. Sin embargo, teniendo en cuenta que solo la
superficie interna de la particula es capaz de interaccionar con el CLP y que deben
existir espacios entre las moléculas de sfGFP, el numero de moléculas

encapsuladas debe ser menor, como los resultados obtenidos en nuestro trabajo
(Tabla 4).

Considerando que el MxNCE nativo encapsula un total de 177 proteinas
cargamento nativas, entre ellas 36 mol de EncB (17 KDa), 94 mol de EncC (13 KDa)
y 47 mol de EncD (11 KDa) a través del CLP localizado en el extremo C-terminal,
da como resultado una relacion molar de 1:1 (EncA:proteina cargamento) siendo
esta relacion el 100% de eficiencia del encapsulamiento. Al comparar las eficiencias
obtenidas del encapsulamiento de la proteina heteréloga sfGFP-CLP (30 KDa) en
MXNCE obtenemos un 14% y 20% de eficiencia de encapsulamiento in vitro e in
Vivo respectivamente, segun las relaciones molares. Sin embargo al ser la sfGFP-
CLP una proteina con un tamafio y volumen mayor al de las proteinas cargamento
nativas se estima que la disminucion de la eficiencia pueda deberse a efectos
estéricos negativos durante el proceso de carga y ensamblaje del cascarén (EncA),
ademas un factor probable de la disminucion de la eficiencia de carga es la
naturaleza heteréloga de la sfGFP-CLP, proteina que no se encuentra optimizada
evolutivamente para su encapsulacion (Altenburg et al., 2021). Snijder y
colaboladores en el 2016 plantearon que la unién subestequiométrica del
cargamento dentro del NCE es una cuestion de estabilidad global de la capside y la
union completa del cargamento frustra mecanicamente la formacion de esta'y rompe
su simetria. Por lo anterior, podriamos conceptuar el dato previsto de 94 moléculas
de sfGFP-CLP como el 100% de eficiencia de encapsulamiento, donde a la sfGFP-
CLP se le considera como una esfera volumétrica con relacion al volumen interno

del MxNCE, sin la existencia de impedimento estérico y la disponibilidad de todos
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los sitos de interaccion al interior del MXCNE (180, uno por cada EncA). Siendo 94
moléculas de sfGFP-CLP al interior del MXNCE el 100% de eficiencia: en el presente
trabajo tenemos una eficiencia de encapsulamiento del 26% y 38% para los
ensambles in vitro e in vivo del MXNCE respectivamente. La presencia del CLP en
el extremo carboxilo terminal del cargamento genera procesos de encapsulamiento
eficientes segun los porcentajes previamente descritos, y esto lo podemos distinguir
gracias al bajo encapsulamiento in vitro de la sSfGFP sin el CLP en el MXNCE, con
un 2% de eficiencia si respecto a la eficiencia de encapsulamiento de proteinas
cargamento nativas y del 3% comparado con el espacio volumétrico interno

disponible en el MXNCE, segun el volumen de la sfGFP.

Hacer la comparacién de la eficiencia de encapsulamiento entre los diferentes NCE
con cargamentos de distinta naturaleza no es una labor sencilla ya que por lo
descrito en la literatura la eficiencia de encapsulamiento disminuye o aumenta
dependiendo del numero de sitios disponibles de interaccion CLP- encapsulina:
NCE de geometria T=1 tendrdn menos sitios de interaccion (60 sitios) respecto a
NCE con geometria T=3 (180 sitios) y por ende un aumento en el volumen interno
del NCE, un ejemplo de estos eventos es el encapsulamiento de la sfGFP por T.
maritima (T=1, 60 subunidades) donde por cada 6 encapsulinas en promedio habra
una molécula de sfGFP (Anexo 1, Tabla 2) comparable con nuestros resultados
donde por cada 5 o 7 moléculas de EncA habra una de sfGFP (Tabla 4). Sin
embargo en el sentido del NCE ensamblado es mas eficiente el NCE formado por
EncA (MxNCE) que el NCE de T. maritima, pues por ensamble del MXxNCE habra
en el interior un promedio de 30 moléculas de sfGFP, mientras que en el NCE de T.
maritima habra aproximadamente 14 moléculas sfGFP cargamento. Otro factor a
considerar es la estructura y oligomerizacion del cargamento, por ejemplo: el NCE
de B. linens (T=1, 60 subunidades) encapsula 1 hexamero de la proteina
cargamento nativa DyP (dye-decolorizing peroxidases, por sus siglas en inglés)
(240KDa) mientras que este mismo NCE encapsula de 10 a 12 moléculas de sfGFP
como proteina heteréloga, donde, el aumento de la eficiencia de encapsulamiento
del mismo NCE pero con diferente proteina cargamento puede ser debido a la mejor
distribucion espacial que puede llegar a tener la sfGFP en la superficie interna del

65



NCE y a los impedimentos estéticos que podria causar cargar mas de un hexamero
de DyP (Anexo 1, Tabla 2).

Al comparar nuestros resultados de eficiencia de encapsulamiento de la sSfGFP con
los de Alternburg y colaboradores en el 2021, donde definen el 100 % de eficiencia
de encapsulamiento en base a los sitios de unién del CLP (180 para MxXNCE),
encontramos semejanza en el porcentaje (20%) para los ensambles in vivo del
MxNCE mientras que disminuye el porcentaje de encapsulamiento respecto a
nuestro ensamble in vitro (14 %), ademas ellos hacen la comparacion experimental
de encapsulamiento de la sfGFP por los NCE de T. maritima y de MxNCE,

encontrando que el porcentaje es mucho mayor para MXNCE.

Es asi como podemos considerar a los NCE como sistemas capaces de encapsular
porque se ha visto que la encapsulacion de la carga precede a la terminacion de la
capside, sin embargo la carga dependera en Ultima instancia del tamafio de la
proteina cargamento y de los diferentes tamafios y organizaciones geométricas de
los NCEs.

Tabla 4. Resumen de caracterizacion de MxNCEs ensamblados in vivo e in vitro.

Proteina Diametro  Diametro por Eficiencia de Relacion Relacion
por DLS AFM/TEM reensamble (%) molar MxNCE:sfGFP
(nm) (nm) EncA:sfGFP
ENncA (control 365 33+4 1:0 1:0
EncA
45 + 18 31+6 755 1:0 1:0
(Reensamble)
EncA/sfGFP (in
37 +£17 42 £ 10 70* 50:1 1:~3
vitro)
EncA/sfGFP-
36+14 39+11 807 7:1 1. ~25
CLP (in vitro)
EncA/sfGFP-
545 34+5 5:1 1: ~36
CLP (in vivo)

* Estos experimentos no cuentan con repeticiones.
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Con nuestros resultados de encapsulamiento se puede corroborar que los NCEs de
M. xanthus presentan procesos reversibles de ensamble y desensamble del
nanocompartimento, similar a los nanocompartimentos de otras especies (Cassidy-
Amstutz et al.,, 2016; Rahmanpour & Bugg, 2013). Este trabajo representa para
nuestro grupo la primera pauta del uso de nanocompartimentos, siendo el modelo
de estudio las encapsulinas de M. xanthus pues al ser sistemas que se pueden
plegar in vitro bajo condiciones controladas y cuentan con un sistema de
encapsulamiento especifico posibilitan el encapsulamiento de varias moléculas de
diferente naturaleza, sin comprometer el ensamble del nanocompartimento. (Anexo
1).
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CONCLUSIONES

1. La proteina recombinante EncA se expreso eficientemente en E. coli
BL21(DE3) en la fraccion soluble, y gracias a la etiqueta de 6xHis se
purificaron fracciones de proteina ensamblada en NCEs con alta pureza y
rendimiento. Esto implica que al menos una fraccion de los extremos C-
terminales de EncA se encuentran en la superficie de estas nanopatrticulas.

2. El agente caotrépico HCIGnd (4 M) puede desensamblar la encapsulina
formando particulas de un menor tamafio al de las particulas nativas. El
reensamble in vitro, bajo las condiciones de desensamble con HCIGnd 4 M y
reensamble en presencia de L-Arg 0.3 M como estabilizante presenta una
eficiencia > 70%.

3. El estudio de los MxNCEs en diferentes medios desnaturalizantes nos
permiti6 conocer en qué condiciones pueden tener una mayor estabilidad,
asi como las mejores condiciones para desensamblar el nanocompartimento
para cargarlo con proteinas heterdlogas, esto fue a pH 7.4, 37 °Cy 4 M de
HCIGnd.

4. Los estudios estructurales de desensamble y reensamble por anisotropia y
CD nos permitieron conocer el punto de inflexion para la pérdida de
estructura de los MxNCEs cuando la proteina se encuentra en
concentraciones altas de HCIGnd.

5. Los reensambles del MXNCEs con sfGFP-CLP presentan estructuras
caracteristicas de los nanocompartimentos nativos, la presencia de la sfGFP-
CLP en el medio de reensamble no representa un factor que altere el
reensamble de los nanocompartimentos, y la presencia del péptido CLP
aumenta notablemente la eficiencia de encapsulamiento.

6. Los NCEs pueden ensamblarse in vivo y encapsular proteinas heterdlogas
siempre y cuando presenten el CLP. Ademas, estos ensambles son mas
eficientes que el encapsulado in vitro y el nanocompartimento presenta una

mayor estabilidad y homogeneidad en su diametro.
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7. Con el encapsulamiento in vivo e in vitro de la proteina sfGFP unida al péptido
CLP, se confirmo que el encapsulamiento de la proteina esta favorecido por

el péptido de cargamento.
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PERSPECTIVAS

El péptido CLP es un determinante para el encapsulamiento eficiente de
proteinas en los MXNCEs, tanto in vivo como in vitro. Encapsular moléculas
con caracteristicas y funciones especificas dentro del nanocompartimento
serd importante en la funcionalizacion del nanocompartimento. La fusioén de
proteinas o compuestos de interés biomédico o biotecnoldgico con el CLP
permitirian su encapsulamiento, ya sea in vivo o in vitro.

Evaluar la estabilidad de los MXNCEs cargados con moléculas heterdlogas
funcionales, al permanecer como nanoparticulas cargadas estables se les
consideraria como potenciales vectores.

Estos MXNCEs podrian ser un excelente vector para el transporte de
biofarmacos o farmacos tradicionales, el cual habria que dirigirlo a tejidos
especificos mediante la modificacion de su superficie.

Es necesario caracterizar la eficiencia del intercambio del medio con el
interior de los MXNCEs para establecer su capacidad de liberacién e
intercambio en condiciones tisulares.

Con proteinas o moléculas funcionales dirigidas por el péptido CLP para su
encapsulamiento, caracterizar la eficiencia del intercambio del medio con el
interior del nanocompartimento, su capacidad de liberacion e intercambio.
Los MxNCEs son un modelo interesante de contenedor para enzimas con el
fin de construir nanobiocatalizadores. Valdria la pena estudiar su capacidad
de intercambiar sustratos y productos con el medio.

70



REFERENCIAS

Akita, F., Chong, K. T., Tanaka, H., Yamashita, E., Miyazaki, N., Nakaishi, Y., ... Nakagawa, A. (2007).
The Crystal Structure of a Virus-like Particle from the Hyperthermophilic Archaeon Pyrococcus
furiosus Provides Insight into the Evolution of Viruses. Journal of Molecular Biology, 368(5),
1469-1483. https://doi.org/10.1016/j.jmb.2007.02.075

Allison, D. P., Hinterdorfer, P., & Han, W. (2002). Biomolecular force measurements and the atomic
force microscope. Current Opinion in Biotechnology, 13(1), 47-51.
https://doi.org/10.1016/50958-1669(02)00283-5

Bae, Y., Kim, G. J,, Kim, H., Park, S. G., Jung, H. S., & Kang, S. (2018). Engineering Tunable Dual
Functional Protein Cage Nanoparticles Using Bacterial Superglue. Biomacromolecules, 19(7),
2896-2904. https://doi.org/10.1021/acs.biomac.8b00457

Cao, B., Xu, H., & Mao, C. (2011). Transmission electron microscopy as a tool to image bioinorganic
nanohybrids: The case of phage-gold nanocomposites. Microscopy Research and Technique,
74(7), 627-635. https://doi.org/10.1002/jemt.21030

Cassidy-Amstutz, C., Oltrogge, L., Going, C. C., Lee, A,, Teng, P., Quintanilla, D., ... Savage, D. F. (2016).
Identification of a Minimal Peptide Tag for in Vivo and in Vitro Loading of Encapsulin.
Biochemistry, 55(24), 3461-3468. https://doi.org/10.1021/acs.biochem.6b00294

Demchuk, A. M., & Patel, T. R. (2020). The biomedical and bioengineering potential of protein
nanocompartments.  Biotechnology = Advances,  41(September  2019), 107547.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2020.107547

Diaz, D., Care, A., & Sunna, A. (2018). Bioengineering strategies for protein-based nanoparticles.
Genes, 9(7). https://doi.org/10.3390/genes9070370

Diaz, D., Vidal, X., Sunna, A., & Care, A. (2021). Bioengineering a Light-Responsive Encapsulin
Nanoreactor: A Potential Tool for In Vitro Photodynamic Therapy. ACS Applied Materials &
Interfaces, 13(7), 7977-7986. https://doi.org/10.1021/acsami.0c21141

Dubach, V. (2019). Encapsulins , a new versatile class of nanocompartments and its applications in
biotechnology. University of Southampton.

Duda, R. L., & Teschke, C. M. (2019). The amazing HK97 fold: versatile results of modest differences.
Current Opinion in Virology, 36, 9—16. https://doi.org/10.1016/j.coviro.2019.02.001

Gabashvili, A. N., Chmelyuk, N. S., Efremova, M. V., Malinovskaya, J. A, Semkina, A. S., & Abakumov,
M. A. (2020). Encapsulins—bacterial protein nanocompartments: Structure, properties, and
application. Biomolecules, 10(6), 1-12. https://doi.org/10.3390/BIOM10060966

Giessen, T. W. (2016). ScienceDirect Encapsulins : microbial nanocompartments with applications in
biomedicine , nanobiotechnology and materials science. Current Opinion in Chemical Biology,
34, 1-10. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2016.05.013

Giessen, T. W., Orlando, B. J., Verdegaal, A. A., Chambers, M. G., Gardener, J., Bell, D. C,, ... Silver, P.
A. (2019). Large protein organelles form a new iron sequestration system with high storage
capacity. elLife, 8, 1-23. https://doi.org/10.7554/eLife.46070

71



Giessen, T. W., & Silver, P. A. (2016). Converting a Natural Protein Compartment into a Nanofactory
for the Size-Constrained Synthesis of Antimicrobial Silver Nanoparticles. ACS Synthetic Biology,
5(12), 1497-1504. https://doi.org/10.1021/acssynbio.6b00117

Giessen, T. W., & Silver, P. A. (2017a). Widespread distribution of encapsulin nanocompartments
reveals functional diversity. Nature Microbiology, 2(March), 1-11.
https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2017.29

Giessen, T. W., & Silver, P. A. (2017b). Widespread distribution of encapsulin nanocompartments
reveals functional diversity. Nature Microbiology, 2(March), 1-11.
https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2017.29

He, D., Hughes, S., Vanden-Hehir, S., Georgiev, A., Altenbach, K., Tarrant, E., ... Marles-Wright, J.
(2016). Structural characterization of encapsulated ferritin provides insight into iron storage in
bacterial nanocompartments. eLife, 5, 0-31. https://doi.org/10.7554/elife.18972

Jones, J. A, & Giessen, T. W. (2020). Advances in encapsulin nanocompartment biology and
engineering. Biotechnology and Bioengineering, (May), 1-15.
https://doi.org/10.1002/bit.27564

Kayser, O., Lemke, A., & Hernandez-Trejo, N. (2005). The Impact of Nanobiotechnology on the
Development of New Drug Delivery Systems. Current Pharmaceutical Biotechnology, 6(1), 3—
5. https://doi.org/10.2174/1389201053167158

Kelly, S. M., Jess, T. J., & Price, N. C. (2005). How to study proteins by circular dichroism. Biochimica
et Biophysica Acta - Proteins and Proteomics, 1751(2), 119-139.
https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2005.06.005

Kerfeld, C. A., Aussignargues, C., Zarzycki, J.,, Cai, F., & Sutter, M. (2018). Bacterial
microcompartments. Nature Reviews Microbiology, 16(5), 277-290.
https://doi.org/10.1038/nrmicro.2018.10

Kim, D., Choi, J., Lee, S., Hyun, H., Lee, K., & Cho, K. (2019). Mutants defective in the production of
encapsulin show a tan-phase-locked phenotype in Myxococcus xanthus. Journal of
Microbiology, 57(9), 795—-802. https://doi.org/10.1007/s12275-019-8683-9

Krupovic, M., & Koonin, E. V. (2017). Multiple origins of viral capsid proteins from cellular ancestors.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 114(12),
E2401-E2410. https://doi.org/10.1073/pnas.1621061114

Kinzle, M., Mangler, J., Lach, M., & Beck, T. (2018). Peptide-directed encapsulation of inorganic
nanoparticles into protein containers. Nanoscale, 10(48), 22917-22926.
https://doi.org/10.1039/C8NR06236F

Lagoutte, P., Mignon, C., Stadthagen, G., Potisopon, S., Donnat, S., Mast, J., ... Werle, B. (2018).
Simultaneous surface display and cargo loading of encapsulin nanocompartments and their
use for rational vaccine design. Vaccine, 36(25), 3622-3628.
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2018.05.034

Lakowicz, J. R. (2006). Principles of Fluorescence Spectroscopy. (). R. Lakowicz, Ed.), Geofisica Pura e
Applicata (Vol. 33). Boston, MA: Springer US. https://doi.org/10.1007/978-0-387-46312-4

Lau, Y. H., Giessen, T. W., Altenburg, W. J., & Silver, P. A. (2018). Prokaryotic nanocompartments

72



form synthetic organelles in a eukaryote. Nature Communications, 9(1), 1311.
https://doi.org/10.1038/s41467-018-03768-x

Li, H., Zheng, G., & Zhu, S. (2018). Construction of an organelle-like nanodevice via supramolecular
self-assembly for robust biocatalysts. Microbial Cell Factories, 17(1), 1-11.
https://doi.org/10.1186/s12934-018-0873-3

Loncar, N., Rozeboom, H. J., Franken, L. E., Stuart, M. C. A., & Fraaije, M. W. (2020). Structure of a
robust bacterial protein cage and its application as a versatile biocatalytic platform through
enzyme encapsulation. Biochemical and Biophysical Research Communications, 529(3), 548—
553. https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.06.059

Mchugh, C. A,, Fontana, J.,, Nemecek, D., Cheng, N., Aksyuk, A. A., Heymann, J. B, ... Hoiczyk, E.
(2014). A virus capsid-like nanocompartment that stores iron and protects bacteria from
oxidative stress, 33(17), 1896-1912.

McHugh, C. A,, Fontana, J., Nemecek, D., Cheng, N., Aksyuk, A. A., Heymann, J. B., ... Hoiczyk, E.
(2014). A virus capsid-like nanocompartment that stores iron and protects bacteria from
oxidative stress. The EMBO Journal, 33(17), 1896-1911.
https://doi.org/10.15252/embj.201488566

Misra, P. (2015). Applied Spectroscopy and the Science of Nanomaterials (Vol. 2). Retrieved from
http://link.springer.com/10.1007/978-981-287-242-5

Moon, H., Lee, J., Kim, H., Heo, S., Min, J., & Kang, S. (2014). Genetically engineering encapsulin
protein cage nanoparticle as a SCC-7 cell targeting optical nanoprobe. Biomaterials Research,
18(1), 21. https://doi.org/10.1186/2055-7124-18-21

Moon, H., Lee, J., Min, J., & Kang, S. (2014). Developing genetically engineered encapsulin protein
cage nanoparticles as a targeted delivery nanoplatform. Biomacromolecules, 15(10), 3794—
3801. https://doi.org/10.1021/bm501066m

Nichols, R. J., Cassidy-Amstutz, C., Chaijarasphong, T., & Savage, D. F. (2017). Encapsulins: molecular
biology of the shell. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 52(5), 583—-594.
https://doi.org/10.1080/10409238.2017.1337709

Nichols, R. J., Cassidy-amstutz, C., Chaijarasphong, T., Savage, D. F., Nichols, R. J., Cassidy-amstutz,
C., & Chaijarasphong, T. (2017). Encapsulins: molecular biology of the shell, 9238.
https://doi.org/10.1080/10409238.2017.1337709

Putri, R. M., Allende-Ballestero, C., Luque, D., Klem, R., Rousou, K. A,, Liu, A,, ... Cornelissen, J. J. L.
M. (2017). Structural Characterization of Native and Modified Encapsulins as Nanoplatforms
for in Vitro Catalysis and Cellular Uptake. ACS Nano, 11(12), 12796-12804.
https://doi.org/10.1021/acsnano.7b07669

Putri, R. M., Allende-ballestero, C., Luque, D., Klem, R., Rousou, K., Liu, A., ... Casto, J. R. (2017).
Structural Characterization of Native and Modi fi ed Encapsulins as Nanoplatforms for in Vitro
Catalysis and Cellular Uptake *. https://doi.org/10.1021/acsnano.7b07669

Raeeszadeh-Sarmazdeh, M., Hartzell, E., Price, J. V., & Chen, W. (2016). Protein nanoparticles as
multifunctional biocatalysts and health assessment sensors. Current Opinion in Chemical
Engineering, 13, 109—118. https://doi.org/10.1016/j.coche.2016.08.016

73



Rahmanpour, R., & Bugg, T. D. H. (2013). Assembly in vitro of Rhodococcus jostii RHA1 encapsulin
and peroxidase DypB to form a nanocompartment. FEBS Journal, 280(9), 2097-2104.
https://doi.org/10.1111/febs.12234

Ren, H., Zhu, S., & Zheng, G. (2019). Nanoreactor design based on self-assembling protein
nanocages. International  Journal  of  Molecular  Sciences, 20(3), 25-27.
https://doi.org/10.3390/ijms20030592

Sasaki, E., Bohringer, D., Van De Waterbeemd, M., Leibundgut, M., Zschoche, R., Heck, A. J. R,, ...
Hilvert, D. (2017). Sasaki, E., Bohringer, D., Van De Waterbeemd, M., Leibundgut, M., Zschoche,
R., Heck, A.J. R,, ... Hilvert, D. (2017). Structure and assembly of scalable porous protein cages.
Nature Communications, 8, 1-10. https://doi.org/10.1038/ncomms14663Structure and.
Nature Communications, 8, 1-10. https://doi.org/10.1038/ncomms14663

Sigmund, F., Massner, C., Erdmann, P., Stelzl, A., Rolbieski, H., Desai, M., ... Westmeyer, G. G. (2018).
Bacterial encapsulins as orthogonal compartments for mammalian cell engineering. Nature
Communications, 9(1), 1990. https://doi.org/10.1038/s41467-018-04227-3

Silva, L. (2005). Imaging Proteins with Atomic Force Microscopy: An Overview. Current Protein &
Peptide Science, 6(4), 387—-395. https://doi.org/10.2174/1389203054546389

Snijder, J., Kononova, O., Barbu, I. M., Uetrecht, C., Rurup, W. F., Burnley, R.J., ... Heck, A. J. R. (2016).
Assembly and mechanical properties of the cargo-free and cargo-loaded bacterial
nanocompartment encapsulin. Biomacromolecules, 17(8), 2522-2529.
https://doi.org/10.1021/acs.biomac.6b00469

Sonotaki, S., Takami, T., Noguchi, K., Odaka, M., Yohda, M., & Murakami, Y. (2017). Successful
PEGylation of hollow encapsulin nanoparticles from: Rhodococcus erythropolis N771 without
affecting their disassembly and reassembly properties. Biomaterials Science, 5(6), 1082—1089.
https://doi.org/10.1039/c7bm00207f

Suhanovsky, M. M., & Teschke, C. M. (2015). Nature 4€™ s favorite building block : Deciphering
folding and capsid assembly of proteins with the HK97-fold. Virology, 479—480, 487—-497.
https://doi.org/10.1016/].virol.2015.02.055

Sutter, M., Boehringer, D., Gutmann, S., Ginther, S., Prangishvili, D., Loessner, M. J., ... Ban, N.
(2008). Structural basis of enzyme encapsulation into a bacterial nanocompartment. Nature
Structural and Molecular Biology, 15(9), 939—947. https://doi.org/10.1038/nsmb.1473

Tracey, J. C., Coronado, M., Giessen, T. W., Lau, M. C. Y,, Silver, P. A,, & Ward, B. B. (2019). The
Discovery of Twenty-Eight New Encapsulin Sequences, Including Three in Anammox Bacteria.
Scientific Reports, 9(1), 1-11. https://doi.org/10.1038/s41598-019-56533-5

Wilkins, D. K., Grimshaw, S. B., Receveur, V., Dobson, C. M., Jones, J. A., & Smith, L. J. (1999).
Hydrodynamic Radii of Native and Denatured Proteins Measured by Pulse Field Gradient NMR
Techniques . Biochemistry, 38(50), 16424-16431. https://doi.org/10.1021/bi991765q

Williams, D. B., & Carter, C. B. (2009). The transmission electron microscope. In Transmission
Electron Microscopy (pp. 3—22).

Williams, E. M., Jung, S. M., Coffman, J. L., & Lutz, S. (2018). Pore Engineering for Enhanced Mass
Transport in Encapsulin Nanocompartments. ACS Synthetic Biology, 7(11), 2514-2517.
https://doi.org/10.1021/acssynbio.8b00295

74



Xing, C., Fan, Y., Chen, X., Guo, J., Shen, Y., Yan, P., ... Chen, Y. (2020). Science of the Total
Environment A self-assembled nanocompartment in anammox bacteria for resisting
intracelluar hydroxylamine stress. Science of the Total Environment, 717, 137030.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.137030

75



ANEXOS

Anexo 1

Tabla 1. Modificaciones y aplicaciones biotecnoldgicas de las encapsulinas.

Encapsglma y Modlﬁcamoq de la Potencial de aplicacién Ref.
organismo encapsulina
Coexpresion encapsulina
EncMh de con diferentes enzimas: Biocatalizador en produccién
Mycolicibacterium catalasa, monoxidasas, de lignina insoluble con la (LoncCar et
hassiacum oxidasas y peroxidasas enzima peroxidasa como al., 2020)
con el CLP en el carboxilo cargamento
terminal.
Se modificé el interior del
e Nanoreactor para la
NCE. Por modificacién i .
- R produccion de nanoparticulas
genética se fusiond el gen o ; .
EncTm de del péptido AG4 para de plata antimicrobianas. (Giessen &
Thermotoga recipitscién de Iap lata El péptido AG4 permite la Silver,
maritima precipriact 1 pata, precipitacion de la plata y 2016)
en el aminoterminal al . N
. . mineralizacion de la plata.
interior de la
nanoparticula.
Coexpresion del gen de
encapsulina de las
bacterias anammos y el
gen hidroxil- amino oxido Tratamiento de aguas (Xing et al.,
Anammox bacterias reductasa (HAO) de residuales 2020)
Brocadia fulgida. Fusion
en el amino terminal de
HAO-Enc
EncTm . . .
CLP fusionados con Contenedor de electrolitos en | (Kinzle et
Thermotoga : .
s nanoparticula de oro cultivos celulares al., 2018)
maritima
Ligacién de mini-Singlet
Oxygen Generator (Diaz,
(miniSOG) a una . S Vidal,
. . Terapia fotodinamica;
T. maritima secuencia blanco para la . o ; . Sunna, &
g . biomedicina y biotecnologia
unién a la superficie Care,
interna del NCE 2021)
modificada
Modificacion en la (Moon,
T. maritima superf|_c|e del . Sistema Tera gnostico Lee, Kim,
nanocompartimento unido etal.,
a un péptido 2014)
Modificacion en el N-
, = . (E. M.
" terminal y delecién o Almacenamientos de o
T. maritima . P Williams et
cambio de los aa lantanidos
al., 2018)
formadores del poro
(Putri,
. Modificacion del Reacciones en cadena Allende-
B. linens X ballestero,
cargamento biorreactor ot al
2017)
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Modificacién en la

Nanoestructuras

(Moon,
Lee, Min, &

T. maritima superficie unién de . .
o . multifuncionales de entrega Kang,
péptido en la secuencia 2014)
Modificacion genética, en - (Lagoutte
. o= Disefio de vacunas y
T. maritima la superficie del resentacion de antigenos etal.,
nanocompartimento P 9 2018)
Insercién genética en la
T . superficie para el uso del Disefios multifuncionales de | (Bae et al.,
. maritima :
sistema SpyTag- entrega. 2018)
SpyCatcher
Tabla 2. Capacidad de encapsulamiento de los NCEs de diferentes
organismos
Encapsulinas Caracteristicas Caracteristicas del
psu y del NCE Relacién molar Referencia
organismo . cargamento
(didmetro, n T)
_ (Putri,
Enc Bl T=160 sub . 10-12 copias por Allende-
. unidades, 25 GFP mondémero ;
B. linens d.nm nanocompartimento ballestero,
) etal., 2017)
profarmaco 6- 1 molecula de AlDox
N T=1 60 sub 24 mglelmldocapron por subunidad (60 (Mpon, Lee,
T. maritima dnm hidrazona de la moleculas de AlDox Min, et al.,
' doxorrubicina por 2014)
(AIDoX) nanocompartimento
T=160 20 moleculas de (Giessen &
Sporichthya e Hemeritrinas hemeritrina por Silver,
subunidades .
polymorpha nanocompartimento 2017b)
IMEF (Proteinas
encargadas a la
mineralizacion del .
. T=3 180 hierro, asociados 150 moleculas de (Glgssen &
Bacillaceae . IMEF por Silver,
: subunidades a cargamentos de .
bacterium : nanocompartimento 2017b)
Fermicutes) En
dimeros y
mondmeros
T=3 180 NIR (Nitrato 30-35 moléculas de | (Giessen &
Kuenenia subunidades Reductasa) NIR por Silver,
stuttgartiensis monomeros nanocompartimento 2017b)
GFP (proteina _ .
T maritima T=160 verde 30 gglgcuolzras de (Lagoutte et
' subunidades fluorescente) PO! al., 2018)
nanocompartimento
monomeros
T=160 8-14 moléculas de (Cassidy-
T. maritima e GFP GFP por Amstutz et
subunidades .
nanocompartimento al., 2016)
miniSOG ~7+2 moléculas de
. _ (Generadores de e (Diaz et al.,
T. maritima T=1 60 oxigeno derivados miniSOG por 2021)

de Fototropin-2)

nanocompartimento
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Anexo 2

Anexo 2.1

Protocolo para la preparacion de células quimiocompetentes

1.

N

o0k w

© oo~

Se creci6 un preinoculo, del cultivo de interés, por 12 h de 10 mL de medio
liquido LB- sin antibiotico.

Se diluyo el preindculo 1:100 en 50 mL de medio liquido LB-sin antibiético y
15% de glicerol.

Se incubd en agitacion constante a 37° C que se obtuvo 0.4 de DOeoo.

Se retird la incubacion y se coloc6 el matraz en hielo por 15 min.

Se cosecharon las células por centrifugacion a 600 rpm por 5 min a 4 °C.
Se decanté el medio y se resuspendieron las células en el volumen original
del amortiguador frio de CaClz (75 mM de CaCl2), se dejé reposando en hielo
durante 3 min.

Se realizé un segundo lavado repitiendo los pasos 5 y6.

Se cosecharon las células nuevamente, se decant6 el medio.

Se resuspendieron las células en 3 mL del amortiguador frio de CaClz y se
dej6 reposar en hielo durante 15 min.

10.Se tomaron alicuotas de 50uL en Eppendorf de 600pL.
11.Para su uso posterior, se congelaron las alicuotas en un bafio frio de metanol

y posteriormente se almacenaron a -70 °C.

Anexo 2.2

Tabla 2. 2. Puntos de Curva patron para su cuantificacion por BSA

Muestra Dilucion  |Volumen|agua | SDS | Abs 562 |Concentracion mg/ml
pl pl 10% nm
45 5 0
BSA Img/ml 4.0 41 5 0.004
BSA 1 mg/ml 8.0 37 5 0.008
BSA 1 mg/mi 8.0 37 5 0.008
BSA 1 mg/ml 16.0 29 5 0.016
BSA 1 mg/mi 32.0 13 5 0.032
BSA 1 mg/ml 32.0 13 5 0.032
BSA 1 mg/ml 40.0 5 5 0.04
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Anexo 2.3

Curva de calibracion para la columna Superdex 200 16/600 pg (Gréfica 2.3). Para
esta se utilizaron las proteinas estandar de la tabla 2.3 y se grafico el avance las
proteinas por la columna (Kav, definida por Kav= (Ve-Vo)/(Vc-Vo), donde Ve= volumen
de elucion, Vo= volumen muerto y Vc= volumen de la columna).

Tabla 2.3. En la tabla se muestran las proteinas estandar, el volumen en el que
eluyeron y los patrones de avance en la columna.

Proteina estandar MW (Da) log MW Ve (ML) Kav
Blue dextran 2000000 45.4

Tyroglobulin 669000 5.82 45.6 0.0028
Apoferritin 443000 5.65 61.1 0.2016
B-amilase 200000 5.30 68.2 0.2937
lgG 158000 5.20 75.7 0.3894
Albumin 66000 4.82 83.8 0.4940
Ovoalbumin 43000 4.63 99.3 0.6940
Ribonuclease A 13700 4.14 110.8 0.8416

Grafica 2.3. Enla grafica se observa el Kav contra el peso molecular de la proteina
estandar en escala logaritmica.
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Anexo 3

3.1 PERFILES DE PURIFICACION DE EncA Y sfGFP-CLP

1 12 13 A7 20 2 22 23 24 21 EncA¢) MP FC
-

32 Kba —» b L— Lo -
.

Figura 1. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE de las fracciones de purificacion de EncA (32
KDa). El numero que presentan los carriles en la parte superior corresponden al nUmero
de la fraccidn resultado de la purificacion. MP es el marcador de peso molecular, EncA (+)
es una muestra previamente purificada y caracterizada como control positivo y FC es el

frente de elucidn.

— o -

Figura 2. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE de las fracciones de purificacion de sfGFP-CLP y
sfGFP (30 KDa). MP es el marcador de peso molecular, 1: Control de sobreexpresion sin
inductor, sfGFP, 2: Fraccién soluble de sobreexpresién, sfGFP. 3: Fraccion insoluble de la
sobreexpresiéon, sfGFP. 4: Fracciones 17-22 del cromatograma. 5: Fraccién soluble de
sobreexpresidn, sfGFP-CLP. 6: Fraccion insoluble de la sobreexpresién, sfGFP-CLP. 7: Control
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de sobreexpresién sin inductor, sfGFP-CLP. 8: Fracciones 17-20 del cromatograma. 9:
Fracciones 21-24 del cromatograma.

3.2 Curva de patrén de concentracion de sfGFP por densitometria

A [ug/mL] MP G-E G-E G-E G+E G+E
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Figura 20. Concentracion de sfGFP por densitometria. A) Gel SDS-PAGE, donde de
lado izquierdo al marcador de peso molecular (MP) se marcan las diferentes
concentraciones de proteina sfGFP. Del lado derecho al marcador de peso (MP) se
encuentra las diluciones (X) de los diferentes ensambles cargados en el gel, donde G-E
son los ensambles in vivo y G+E son los ensables in vitro B) Curva patron para la
concentracion de sfGFP generada a partir del gel SDS-PAGE y el andlisis de
densitometria en el software ImageJ.
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