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RESUMEN

Las defensinas son péptidos antimicrobianos que se encuentran en la mayoria de los
seres vivos. Se ha propuesto que existe una relacion evolutiva entre las toxinas y las
defensinas de invertebrados, debido a que tienen el mismo tipo de estructura terciaria.
Elucidar una estructura de defensina de alacran es el primer paso para aportar

evidencia experimental a dicha teoria.

Se obtuvo por métdos de biologia molecular la defensina de alacran GS-DEF1
recombinante en E. coli, y se logré plegar in vitro de manera exitosa. Se purificoO por
diferentes técnicas cromatograficas, y una vez pura se caracterizé por espectroscopia

de masas y por resonancia magnética nuclear.

Los resultados de resonancia de la proteina replegada se utilizaron para elucidar la
estructura terciaria y secundaria, utilizando el método de Watrich para la asignacion
de los sistemas de espin y luego calcular los angulos de torsion. La estructura
obtenida tiene una hélice alfa y dos hojas beta antiparalelas, y corresponde al motivo
alfa/beta-estabilizado por cisteinas como se habia esperado. Hasta ahora, ninguna

estructura de defensina de alacran habia sido elucidada.



INTRODUCCION

Las defensinas son péptidos antimicrobianos de gran diversidad. Tienen actividad
antifungica y antibacteriana e incluso contra algunos virus a bajas concentraciones.
Se encuentran en una amplia variedad de especies, incluyendo mamiferos, pajaros,
invertebrados, hongos y plantas. En los ultimos afos, se ha incrementado el interés
en el estudio de las defensinas debido a su potencial uso como antibiético™?. Sin
embargo, a pesar de que se conocen diversos péptidos de esta superfamilia®, el
conocimiento de las defensinas dista aun de estar completo. Se ha teorizado sobre
la relacién evolutiva que existe entre las defensinas y las toxinas de los alacranes,

con base en que su estructura terciaria que es muy similar®.

La obtencion de una proteina recombinante en cantidades significativas puede
realizarse de manera costeable en el sistema de expresion de E. colf’. Sin embargo,
a pesar de que la produccion de proteina de esta forma es alta, en ciertas ocasiones
se obtiene agregada y mal pIegadaG. En estos casos el replegamiento in vitro de
proteinas es una técnica util para la obtencidn de una proteina pura en su forma

activa, que soluciona dicho problema.

La resonancia magnética nuclear es una espectroscopia que permite elucidar la
estructura de las moléculas de manera confiable, y puede utilizarse en proteinas
pequenas. En la determinacion de la estructura de proteinas, la resonancia es
complementaria a la difraccion de rayos X, pues se puede conocer la estructura en

disolucién acuosa, y de proteinas de las que no se cuente con monocristal’.

La defensina 1 es una proteina del alacran Centruroides limpidus limpidus reportada
en 20048%. Hasta ahora, ninguna estructura terciaria de defensina de alacran ha sido
elucidada. El analisis de la secuencia de aminoacidos de la defensina 1 sugiere que
es del tipo CS- a/B, motivo estructural compartido por defensinas y toxinas.
Encontrar la estructura terciaria de la defensina 1, de ser la esperada, podria ser

evidencia experimental de la relacion evolutiva entre estas dos familias de

2



péptidos®®. Es de nuestro interés, por los puntos citados anteriormente, obtener a la
defensina 1 mediante técnicas de biologia molecular y elucidar su estructura terciaria

a través de la técnica de resonancia magnética nuclear.



ANTECEDENTES

¢ QUE SON LAS DEFENSINAS?

Los péptidos antimicrobianos son catidnicos y anfipaticos, es decir, que los
aminoacidos hidrofébicos y catidnicos estan espacialmente organizados en secciones
de tal manera que pueden interactuar con las membranas bioldgicas y ser solubles en
agua'. Presentan una gran diversidad de tamafios (desde doce hasta cientos de
aminoacidos) y diferentes grupos estructurales. Los péptidos antimicrobianos mejor

conocidos en los mamiferos son las defensinas y las catelicidinas’.

Las defensinas son pequefios péptidos de estructura compacta, cuya estructura
tridimensional general consta de un centro de tres hojas beta y una hélice de tamano
variable en el amino terminal, estabilizadas por tres puentes disulfuro®. Esta estructura
esta altamente conservada; sin embargo, existe mucha variabilidad con respecto a la
secuencia primaria de aminoacidos®, dando como resultado mucha diversidad de
propiedades fisicoquimicas. Las defensinas de mamiferos se dividen en dos grupos:
las a-defensinas y las B-defensinas. Estas se diferencian por el tamafio de la cadena,
asi como por la conectividad entre los residuos de cisteinas para la formacion de los
puentes disulfuro. Las primeras tienen una union del tipo C1-C6, C2-C4, C3-C5
mientras que las segundas tienen una unién C1-C5, C2-C4 y C3-C6. Un tercer grupo
de defensinas estructuralmente diferentes, las 6-defensinas, ha sido identificado, las

cuales se caracterizan por tener una estructura ciclica 3,

Las defensinas se encuentran en todos los mamiferos en los granulos de los
leucocitos en altas concentraciones y en el tejido epitelial, dando proteccidén contra
infecciones. Ademas, la presencia de defensinas puede ser de tipo constitutivo (es

decir, que se produce continuamente) o en respuesta a una infeccion’.

Las defensinas tienen actividad antifungica y antibacteriana e incluso contra algunos

virus a bajas concentraciones; sin embargo, su Optimo desempefio se da en

4
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condiciones de fuerza idnica baja, asi como bajas interferencias de cationes

divalentes y otros péptidos®.

A pesar de que se conoce que las defensinas, de carga positiva, interaccionan con la
membrana del agente infeccioso, de carga negativa, no se encuentra por completo
elucidado el mecanismo de accién de las mismas. Se ha propuesto que el péptido se
intercala en la membrana desestabilizandola. Esto podria llevar a diferentes
mecanismos, como por ejemplo: 1) que la membrana se fragmente; 2) que el
contenido de la célula se drene por agujeros fisicos; 3) que se reacomoden los
componentes de la membrana alterando la funcion de la misma; 4) que se despolarice
la membrana; 5) que se internalice el compuesto y éste ataque funciones
especificas’. Una comparacion de las interacciones entre las defensinas y sitios
especificos de la bicapa lipidica, ha llevado a identificar receptores especificos que
permiten a las defensinas matar a ciertos organismos agresores sin causar

citotoxicidad .

El origen de las defensinas ha sido estudiado en los ultimos anos, y se han propuesto
varios mecanismos para su diversificacion, como evolucion convergente y barajeo de
exones, que a su vez han sido discutidos por otros autores como poco probables”.
Otra propuesta es que las defensinas, a pesar de su amplia variedad, provienen de un
ancestro comun. Prueba de esto, es que se han encontrado péptidos tipo defensina

en mixobacterias’?.

Existe un creciente interés por el estudio de las defensinas, debido a que se considera
que el profundo conocimiento de éstas sera clave para el desarrollo de nuevos
antibidticos, por lo que se han construido bases de datos actualizadas en donde se

recopila informacion acerca de los Ultimos avances?.
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RELACION ENTRE TOXINAS Y DEFENSINAS

Se ha observado que la gran mayoria de las defensinas de insectos y toxinas de
alacran comparten el motivo de plegamiento CS-a/B independientemente del tamano
del péptido, secuencia o funcion del mismo. Esta observacion ha llevado a la hipétesis
de que tanto las defensinas como las toxinas comparten un ancestro en comun. Como
soporte de esta hipotesis, se han encontrado péptidos tipo defensina en el veneno de

alacran *.

Se considera que los péptidos antimicrobianos con motivos CS-a/3 son moléculas de
rapida evolucién debido a la competencia con los patdgenos, por lo que las relaciones
filogenéticas no suelen ser muy claras®; en este sentido, comparar las secuencias no
suele ser muy util para resolver las relaciones filogenéticas, y por tanto al tratarse de
una secuencia nueva, aunque el motivo estructural sea el mismo, suele encontrarse
poca identidad con los péptidos ya registrados en bases de datos. Se ha encontrado
que en muchos casos, los péptidos que comparten este motivo tienen unicamente las

posiciones de las cisteinas conservadas °.

En particular, las defensinas de los invertebrados son de tipo ancestral. La actividad
de las defensinas se propone que se debe a su capacidad de interaccionar con la
membrana citoplasmatica. Por otro lado, existen principalmente dos tipos de
neurotoxinas en el veneno de los alacranes: las de cadena larga, que modulan las
funciones de los canales de sodio, y las de cadena corta que bloquean los canales de
potasio. Se han encontrado similitudes altas entre la estructura y secuencia de
algunas defensinas de alacran y toxinas de cadena corta. Incluso se han encontrado
defensinas con cierta capacidad moduladora de canales idnicos .

Debido a que la secuencia primaria de las defensinas es muy variada y la relacién
entre toxinas y defensinas esta evidenciada unicamente en su estructura terciaria, es

clave resolver la estructura terciaria de las defensinas de alacran para corroborar que
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la estructura es del tipo CS-a/B, puesto que la secuencia misma no es suficiente para

poder analizar a profundidad sus origenes filogenéticos ni su relacion con las toxinas.
¢ QUE ES LADEF1?

El nombre Defensina 1, acortado como DEF1, identifica al péptido aislado del alacran
Centruroides limpidus limpidus. También identificada como Cll-dlp (Centruroides
limpidus limpidus-defensine like peptide), esta registrada con el numero de secuencia
Q6GU94 en la base de datos de UniProt’, pero también se puede encontrar con su

cbdigo secundario P83738. Fue reportada por primera vez en 2004.

El Centruroides limpidus limpidus (Buthidae, Scorpiones, Arachnida, Artropoda,
Animalia) es un alacran nativo de México que habita principalmente en el estado de
Guerrero. La DEF1 se extrajo de la hemolinfa de dicho alacran, y se encontré que su
secuncia madura es ACQFWSCNSSCISRGYRQGYCWGIQYKYCQCQ con tres
puentes disulfuro del tipo C1-C4, C2-C5, C3-C6, que se encuentran comunmente en

las defensinas de invertebrados®.

Dicho péptido de 32 residuos de aminoacidos, puede esquematizarse de la siguiente

manera:

| ' | |
ACQFWSCNSSCISRGYRQGYCWGIQYKYCQCQ
1 2 3 2 5 6

'http://www.uniprot.org/uniprot/ Q6 GU94



Antecedentes

Rodriguez de la Vega et al (2004)° estudiaron los mecanismos de sintesis de la
defensina, y encontraron que es de tipo inducida, es decir, no se encuentra de
manera cotidiana en la hemolinfa del alacran, sino que se acumula una vez inoculado
el mismo; pero presenta una actividad antimicrobiana marginal. Sin embargo, al
asociarse con dos péptidos aun no identificados (llamados por los autores del trabajo
como HCII-Il.12a y HCII-I1.12b) que se encuentran de manera constitutiva en la linfa (y
que por si mismos no presentan actividad) en cantidades equitativas, presenta
actividad biologica contra E. coli, B. subtilis, K. pneumoniae y, S. aureus en

concentracion de péptido total de 20 ug/mL.

Los autores del trabajo compararon la secuencia primaria de la defensina 1 con las
secuencias de otras defensinas conocidas de invertebrados, asi como de toxinas de
veneno. Se encontré una similitud baja con ambas; sin embargo, el parecido es mayor
a las defensinas que a las toxinas. Unicamente los residuos de cisteina se encuentran
completamente conservados. A pesar de no contar con datos sobre la estructura
secundaria o terciaria, a partir de la informacién filogenética de la alta conservacién
del motivo CS-a/B (Cysteine stabilized a/f), los autores sugieren que la DEF1 sea de
éste tipo. Dicha estructura es la mas comun entre los péptidos antimicrobianos y se
define por dos puentes disulfuro que unen la secuencia Cys;-Xaa-Xaa-Xaa-Cys1+4 con
Cysj-Xaa-Cysj+; a través de los puentes formados por Cysi-Cys; y Cys1+4-Cysj+2. Esto

se cumple para la DEF1, siendo Cysi= Cys; y Cysj= Cyss®.
PROTEINAS RECOMBINANTES: EXPRESION EN E. coLI

Se conocen® como proteinas recombinantes a las proteinas expresadas por la
traduccion de material genético recombinante. Durante las ultimas tres décadas, se
han estudiado y perfeccionado los modos y la tecnologia para expresar una proteina
dada, en un organismo anfitrion ajeno a la produccion de la misma en condiciones
naturales. La técnica general consiste en introducir el material genético por medio de
un vector a un sistema de expresion, que comunmente puede ser una bacteria,

levadura, célula de insecto o de mamifero. Estos sistemas, aunque no son los unicos,
8
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son faciles de conseguir comercialmente, y se conocen protocolos sencillos, baratos y
probados para llevar a cabo la expresion de manera exitosa para produccion a escala

de laboratorio de investigacion la proteina de interés

El sistema de expresion® de la proteina deseada se elige en funcion de las
caracteristicas de la proteina a producir. Como regla general, las modificaciones post
traduccionales (glicosilaciones, amidaciones, hidroxilaciones, etc.) se dan en sistemas
eucariontes, y varian el tipo de modificaciones segun el sistema de expresion. En la
siguiente tabla, se resumen las caracteristicas (ventajas y desventajas) de los

diferentes sistemas de expresion que existen de manera comercial.

Tabla 1: Sistemas de expresion de proteinas recombinantes, ventajas y desventajas "

SISTEMA VENTAJAS DESVENTAJAS
P —————————§—§—§$§$§$§$§$§$§€§$§$§—§—§—$§m—§—§m—§m—§——§—m—m———“S“@S-y
Bajo costo: medios baratos y alto Modificaciones post
rendimiento traduccionales limitadas
. Expresion rapida (dias) Dificultad para producir
E. coli
Facil de escalar algunas proteinas de
Genética bien conocida manera soluble y bien
plegada
Bajo costo: medios baratos y alto Union N-glicano diferente
rendimiento a la de mamiferos
) Expresion moderada (semanas) Requiere medidas de
P. pastoris . _
Muchas de las modificaciones post seguridad al producir en
traduccionales y buen plegamiento gran escala por la
formacion de metanol
Muchas de las modificaciones post Union N-glicano diferente
Células de traduccionales y buen plegamiento a la de mamiferos
insecto Expresion moderada (semanas) Alto costo, bajo
rendimiento
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El tiempo de expresién puede ser moderado (semanas) a lento

(meses) dependiendo del tipo de expresion
Células de

i Todas las modificaciones post Alto costo, bajo
mamifero ) , .
traduccionales y buen plegamiento rendimiento

Dificultad para escalar

Aunque existen lineamientos para elegir el mejor sistema de expresion para una
proteina problema, en algunos casos es necesario probar diferentes sistemas para

poder encontrar el sistema 6ptimo de expresion.

Para proteinas que no tienen modificaciones post traduccionales, el sistema de
expresion en E. coli es el mas deseable, debido a su manejo sencillo y de bajo costo.
Los tiempos de obtencion de la proteina son rapidos y se obtiene en muy altos
rendimientos de hasta 30% de la biomasa. Sin embargo, en ciertas proteinas como
las ricas en puentes disulfuro, o toxicas para la bacteria, la sobre-acumulacion de
proteina genera agregados insolubles llamados cuerpos de inclusion. En los cuerpos
de inclusion, las proteinas se pueden encontrar mal plegadas y por lo tanto no en su
forma activa, por lo que es necesario un tratamiento posterior. Para evitar la formacion
de los cuerpos de inclusion y obtener la mayor cantidad de proteina soluble en agua,
suele bajarse la temperatura de expresion. Se considera que, de esta manera se
disminuye la velocidad de transcripcion, traduccién y plegamiento, ademas de bajar la
actividad de las proteasas. Otra estrategia es utilizar proteinas chaperonas que
aumenten la solubilidad de la proteina de fusién. Por ultimo, la formacién apropiada
de puentes disulfuro (y con esto, el mejor plegamiento de una proteina) esta limitada
debido a la naturaleza reductora del citoplasma y la carencia de reticulo

endoplasmatico™.
PROTEINA DE FUSION

La expresion de proteinas con formacion de puentes disulfuro con la conectividad

correcta en E. coli ha sido un obstaculo para la produccion de proteinas bien plegadas
10
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en éste sistema, y se han desarrollado diferentes estrategias para conseguir
cantidades significantes de proteina bien plegada. Sin embargo, a pesar de la gran
cantidad de informacién que hay acerca de estrategias que han funcionado para
producir algunas proteinas de manera plegada, no hay manera certera de predecir si
cierto sistema va a funcionar para producir una proteina dada, pues los mecanismos
involucrados en el plegamiento de las proteinas siguen sin haber sido descritos por
completo de manera precisa '°.

Los compartimentos intracelulares tienen potenciales redox especificos, lo cual
genera un ambiente reductor u oxidante. La formacién de puentes disulfuro esta
limitada debido al ambiente reductor citoplasmatico, pues se evita la oxidacion de los
grupos tiol. El intercambio tiol-disulfuro en sistemas bioldgicos es altamente especifico
con respecto a los grupos tiol involucrados, y esta controlado por catalisis enzimatica
de oxidoreductasas conocidas como tiorredoxinas'®"’.

La tiorredoxina (Trx) es una enzima que reduce puentes disulfuro por medio de un

mecanismo “ping-pong”, como se muestra a continuacion:

llustracion 1: Mecanismo de accién de reduccién de un sustrato por la tiorredoxina'®. La proteina roja

es un sustrato, mientras la azul representa la tiorredoxina.

Sin embargo, a pesar de que la tiorredoxina principalmente reduce los puentes
disulfuro, se ha visto que es un agente auxiliar en el plegamientos de las proteinas, ya
sea por la formacion de los puentes disulfuro en el citoplasma de E. coli, o por ayudar
a que exista un rearreglo de los puentes disulfuro. /In vivo, la proteina funciona como

chaperona aumentando la solubilidad de la proteina de fusién, lo que hace que las
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proteinas se plieguen mejor. Esto es independiente de su actividad redox, pues se ha
visto que el aumento en solubilidad se da también en los analogos con sitios activos
mutados. En el caso de que la proteina no aumente su solubilidad in vivo, la
tiorredoxina es auxiliar para realizar una solubilizacion y replegamiento in vitro'®'®

Para simplificar la purificacion de las proteinas, se emplea un sistema de
cromatografia de afinidad metal quelato, en el cual se usa una columna empacada
cargada con iones de niquel (Il), el cual se coordina al nitrégeno imidazélico de las
histidinas. Para conseguir una mayor afinidad, se disefa que en la proteina de fusién
haya una cola de histidinas de seis residuos, de manera que el angulo de anclaje es
optimo y la afinidad por el niquel (ll) es significativamente mayor que la de cualquier

proteina nativa.

Por ultimo, es necesario una estrategia en la que pueda desprenderse la proteina
chaperona de la proteina deseada. Para esto, se disefia que en la proteina de fusion
exista un sitio donde pueda actuar una proteasa (sitio de corte). En particular, se va a
utilizar un sitio de corte de trombina para separar la proteina DEF1 del resto de la
proteina de fusién, cuyo sitio de reconocimiento es LVPR:GS, por lo cual la proteina

final quedara como GS-DEF1 en lugar de simplemente DEF1.
PLEGAMIENTO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

La obtencion de una proteina sobreexpresada en forma de cuerpos de inclusion
puede ser ventajosa en algunos casos debido a que son: resistentes a la protedlisis,
faciles de concentrar por centrifugaciéon, poco contaminados con otras proteinas, y

pueden ser replegados a su forma activa ™.

Sin embargo, los porcentajes de reaccion del replegamiento pueden ser muy
variados. El principal problema para replegar, son los subproductos cinéticos que

forman agregados insolubles. Para evitar este problema, es necesario trabajar en

12
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disoluciones muy diluidas, estrategia que a su vez tiene la desventaja de que el

producto final estara a muy baja concentracion ™.

De manera general, la metodologia del replegamiento de una proteina consiste en la
solubilizacion de los cuerpos de inclusion con agentes caotropicos y su
desnaturalizaciéon con algun reductor de puentes disulfuro. Luego se realiza un
intercambio de disolucion amortiguadora, o buffer, a un medio naturalizante, para
obtener la proteina nuevamente oxidada y plegada de manera correcta. Se han
probado muchas estrategias para replegar proteinas, cambiando toda clase de
variables. Algunos de los parametros de la matriz de reaccion que pueden afectar
decisivamente el replegamiento de una proteina son: fuerza i6nica, pH, temperatura,
potencial redox, concentracién de la proteina y presencia de agentes caotropicos.
Ademas, el cambio de buffer puede darse por diferentes métodos que a su vez
tendran un efecto determinante en el éxito del replegamiento, como son la dilucion,
dialisis, filtracion e inmovilizacién en una fase sdlida. Debido a que no hay un método
universal de plegamiento y el éxito de un método dado es dependiente de la proteina
objetivo, en muchos casos es necesario probar diferentes métodos para encontrar
qué variables son claves en la proteina particular con la que se esta trabajando.
Existen de manera comercial kits especializados en optimizar el plegamiento de las
proteinas, como el QuickFold® de AthenaES. También hay proyectos a gran escala
(REFOLD database) que buscan compilar la mayor cantidad de informacién posible
sobre intentos exitosos y fallidos de replegamiento de proteinas para elucidar los
mecanismos. Debido a que se desconoce las razones por las que algunos métodos
funcionan con ciertas proteinas y con otras no, se considera que al recopilar y
homogeneizar informacion subida por los propios usuarios, se generara una base de

2021 Por lo

datos lo suficientemente completa para arrojar luz acerca de este tema
tanto, el replegamiento es una estrategia deseable para la purificacion de proteinas;

sin embargo, es dificil de disefnar pues es particular para cada caso.
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RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR: GENERALIDADES

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una espectroscopia de amplio uso
actualmente, que revela informacion crucial sobre la estructura, dinamica y reactividad
de un compuesto quimico. La espectroscopia es por definicion, el estudio de la
interaccidn de la materia con la radiacion electromagnética. En particular, el principio
de la RMN se debe a que los is6topos observables (*H, *C, etc.) con un espin nuclear
de 2, al ser sometidos a un campo magnético externo, los niveles energéticos del
numero cuantico m se separan, dando m=-2 y m="2 cuya separacion es dependiente
de la fuerza del campo, el primero representa la orientacién antiparalela al campo, y la
segunda la paralela al campo, que es la preferencial. La transiciéon entre los dos
niveles de energia se inducen por irradiacion, y la transicion cumple con la regla de
seleccidon Am= +1, y puede observarse gracias a la diferencia de poblaciones en cada
nivel®.

El experimento de RMN puede esquematizarse del siguiente modo: se introduce una
muestra en disolucion en un campo magnético estatico By y se irradia con una 0 mas
radiofrecuencias By (B,, Bg, etc.). Los espines nucleares de la muestra se polarizan en
presencia de By lo cual resulta en una magnetizacion macroscopica M que esta
alineada con el campo magnético. Al aplicar la radiofrecuencia B; en el eje
perpendicular al campo, se ejerce una torca en la magnetizaciéon, de manera que ésta
rota 90° y queda en el plano perpendicular a By. La magnetizacion transversal
precesa bajo la influencia de By a la frecuencia de resonancia vy, lo cual genera una
corriente eléctrica que es detectada. Debido a que el sistema tiende a llegar al
equilibrio termodinamico, la magnetizacién transversal decae con el tiempo. Se le
llama FID (por sus siglas en inglés) al decaimiento de induccion libre, que se mide en
un tiempo determinado, y cuyos datos se procesan con transformada de Fourier para

obtener el espectro final’.

Las propiedades que determinan los espectros de RMN se enlistan a continuacion?:
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e Desplazamiento quimico (d): Puesto que el campo magnético externo no es
idéntico al interno de la muestra, debido al campo inducido por los electrones
orbitando, existe un efecto de proteccion magnética en los nucleos. Esto se
traduce en que no todos los nucleos aparecen en la misma posicion en el
espectro, y las diferencias entre las posiciones se conocen como
desplazamientos quimicos.

e Constante de acoplamiento espin-espin (J): El acoplamiento espin espin,
también conocido como escalar o indirecto, tiene como resultado la division
de la banda de una sefal, y la distancia entre las bandas resultantes es el
valor de la constante de acoplamiento. Se considera que es un acoplamiento
indirecto debido a que esta mediado por los electrones del enlace quimico.
Se consideran acoplamientos de corto alcance los que involucran a tres
enlaces 0 menos.

e Efecto Nuclear Overhauser (NOE): Se refiere a los cambios de intensidad de
una senal debido al acoplamiento dipolar. Se debe a los efectos de relajacion

a través del espacio, y es dependiente de la distancia entre los nucleos.

La observacion del 'H es la mas alta de todos los isdtopos que pueden obtenerse,
ademas de que al encontrarse en la parte periférica de la estructura, las sefales en
este tipo de resonancia tienen una buena sensibilidad para ver interacciones de no

enlace’.

El experimento TOCSY es un experimento bidimensional en el cual el sistema
evoluciona bajo la influencia unicamente de las constantes de acoplamiento. El
experimento NOESY, también bidimensional, establece conectividades entre espines
a través del relajamiento cruzado (que es la transferencia de polarizacién entre dos
nucleos que no estan acoplados escalarmente, pero que se enceuntran cercanos en
el espaciozz). La velocidad del relajamiento cruzado es dependiente de las distancias
nucleares, por lo que la sefial que se observa en este experimento depende de la
distancia espacial (no via enlace) de los nucleos. Idealmente, para la asignacion de
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una estructura debe utilizarse algun experimento (como el TOCSY) de determinacién
indirecta para asignar las sefales de los nucleos correspondientes a las sefales
observadas, y asi encontrar la conectividad, y utilizar las sefiales NOE restantes del
espectro (que son unicamente espaciales) para determinar la orientacién, angulo y

distancia de separacién que existe entre los nucleos involucrados?>.
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR Y PROTEINAS

El inicio® de la aplicacién de la RMN en la biologia, se dio en 1957 con la publicacion
del primer espectro de una proteina. Se considera a Oleg Jardetzky, Mildred Cohn y
Robert Shulman como los fundadores de esta rama. En la década de los sesenta, se
reconocio que la técnica de la RMN podia proveer informacion acerca de la estructura
secundaria y terciaria de una proteina, asi como de la dinamica molecular interna de
ésta. También se concibié la idea de marcar isotdépicamente una proteina para
estudiar detalladamente estos aspectos. Una de las primeras observaciones
importantes fue que el espectro de una proteina desnaturalizada es la suma de los
espectros de los aminoacidos que la conforman, no asi una proteina en su forma
nativa. A partir de la década de los setenta, empezaron a proliferar los avances en la
tecnologia de la RMN, haciendo posible que diversos grupos estudiaran proteinas con
dicha técnica, pero no fue hasta que en los ochenta, cuando Wduthrich y Wagner
elucidaron la estructura de la misma proteina de manera simultanea y ciega, por RMN
y difraccion de rayos X, respectivamente, que se aceptd el potencial de la RMN en
este campo de manera generalizada

La determinacion de la estructura terciaria de las proteinas ha sido llevada a cabo por
técnicas de difraccion de rayos X, décadas antes de que la tecnologia de la RMN
pudiera ser utilizada para este fin. Ambas técnicas son complementarias; mientras
que en difraccién de rayos X es necesario tener la muestra en forma de monocristal,
en RMN se puede estudiar la estructura en disolucion acuosa, lo cual permite estudiar
muestras que no se han logrado cristalizar, ademas de que pueden hacerse estudios
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de la muestra a diferentes condiciones de pH, temperatura, fuerza idnica, e incluso

hacer estudios de la dinamica biomacromolecular interna ’.

La RMN de sodlidos se ha utilizado también de manera exitosa para determinar la
estructura de muestras solidas de proteinas que no se pueden cristalizar ni

mantenerse en disolucion?®.

En el anexo se muestran las estructuras de los 20 aminoacidos mas comunes, asi

como el patron COSY y TOCSY asociado a cada uno de ellos.

Debido a que existe un plegamiento en las cadenas de biopolimeros, hay una
dispersién de los desplazamientos quimicos, es decir, no se conserva el valor del
desplazamiento quimico de un mondmero libre al monémero concatenado. Ademas,
protones que normalmente son labiles en la forma monomeérica y por lo tanto no se

ven en la RMN, una vez que se encuentran en la cadena pueden ser observados’.

En una proteina no plegada, los residuos del mismo tipo se encuentran rodeados
principalmente de disolvente y por lo tanto tienen un ambiente quimico muy parecido,
lo cual se traduce en que aparecen en el mismo desplazamiento quimico. Sin
embargo, en una proteina plegada, estos mismos residuos se encontraran rodeados
de otros residuos y tendran por lo tanto un microambiente diferente entre si, lo cual
tiene como resultado que cada resto de aminoacido aparecera en un desplazamiento

quimico diferente’.

La RMN también se utiliza para conocer las dinamicas internas de una proteina, asi
como el estudio de la interaccion de una proteina con moléculas pequefias. Se ha
hecho el seguimiento del plegamiento de una proteina por esta técnica in vitro, para
encontrar los patrones de las estructuras secundarias y patrones de los residuos
hidrofébico e hidrofilicos®®%.

Se han desarrollado métodos de etiquetamiento isotdpico para experimentos de RMN

en proteina que se llevan a cabo en medio minimo, y que facilitan la produccién de
17
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proteinas enriquecidas en N y '*C para su mejor asignacion?, puesto que permiten
resolver sistemas de espin superpuestos. Cabe mencionar que se ha reportado la
estructura de una defensina de invertebrado por RMN, y se obtuvo una estructura del

tipo CS-a/B%.
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OBJETIVOS

e El presente trabajo tiene como objetivo producir la defensina 1 de alacran de
manera recombinante (GS-DEF1) y purificarla.
o Para cumplir este objetivo, es necesario adicionalmente plegar la

proteina in vitro.

e Una vez obtenida, es de nuestro interés caracterizarla por resonancia
magneética nuclear y calcular los angulos de torsidon, de manera que se
obtenga la estructura terciaria de la GS-DEF1; siendo asi la primera

estructura terciaria de defensina de alacran en ser elucidada.

HIPOTESIS

e Se espera encontrar que la estructura terciaria de la defensina GS-DEF1
presente el plegamiento del tipo CS- a/f3, que consta de una hélice alfa y dos

hojas beta estabilizados por cisteinas.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Los datos técnicos, composicion de disoluciones, pureza y marca de reactivos y

especificaciones de los equipamientos, se encuentran detallados en el apéndice.

Un resumen del protocolo experimental se encuentra en el esquema de la siguiente

pagina.
CLONACION DEL GEN DE LA PROTEINA DE FUSION-DEF1 EN EL VECTOR PET32-A-MOD

Con base en la secuencia de aminoacidos reportada para Rodriguez de la Vega et
al®, se disefié el gen de la DEF1 optimizando los codones para su expresién en E.
coli, agregando los sitios de restriccion Nco1 y BamH1 sefialados en negritas y un
codon de paro sefialado en cursivas. El gen se sintetizé en los laboratorios Epochlab
(CA, USA),

CCATGGGCGCGTGCCAATTTTGGTCTTGCAACTCTTCTTGCATCTCTCGTGGTTA
CCGTCAGGGTTACTGCTGGGGTATCCAGTACAAATACTGCCAGTGCCAGTAGGG
ATCC

El gen sintético clonado en el vector pPBSK--- se subclono6 en el vector pET32a-mod
previamente digerido con Nco1/BamH1 usando T4 DNA ligasa (Biolab) generando el
nuevo vector (pET32aMod-DEF1) el cual fue transformado en células de E. coli DH5a
(Novagen). De las clonas obtenidas se realiz6 una purificacion del DNA plasmidico, el

cual fue secuenciado para corroborar marco de lectura.
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ESQUEMA GENERAL DE EXPRESION Y PURIFICACION DE LA DEF1

Transformar Rosetta con pET32-a-mod-DEF1

H

Expresar 6 L a 20°C por 40h con IPTG 0.5 M
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EXPRESION OPTIMIZADA DE PROTEINA SOLUBLE

Con la construccion del pET32-1-mod-DEF1 se transforman células competentes de
Rosetta por el método del choque térmico. Se deja un preinéculo toda la noche
(overnight) a 37° C en agitacion y con éste se inocula el volumen total a tratar en
agitacién a 37° C hasta que alcance una densidad 6ptica (O.D.) de 0.5-0.7 a 600 nm;
punto en el cual se reduce la temperatura a 20° C, se induce la expresion con una

concentracion de IPTG 0.5 M final y se deja el cultivo en agitacion de 30-40 horas.

Una vez que se haya terminado la expresion de la proteina, se centrifuga el medio de
cultivo a 8,000 x g durante al menos 20 minutos para separar el paquete celular del
medio liquido. Se congela el paquete celular (lo que facilita su posterior lisis) para
después resuspender con buffer de lisis (500 mM cloruro de sodio, 50 mM Tris), con
un aproximado de 20 mL de buffer por cada gramo de paquete celular. Se dan golpes
sbénicos a potencia 6 Watts durante 20 segundos, con 1.5 minutos de descanso
durante 10 minutos netos, o hasta que se aprecie que el paquete celular se encuentra
del todo lisado (Sonicator 3000 Misonix). Finalmente, se centrifuga a 16,500 rmp por
una hora (BeckmancoulterAvanti J-25, rotor JA-17). La fase liquida se denominara a

partir de ahora sobrenadante, o fraccion soluble, y la fase sélida se denominara pellet.
PURIFICACION OPTIMIZADA DE PROTEINA SOLUBLE

Se filtra con membranas Milipore el sobrenadante y se hace pasar por una columna
de afinidad metal-quelato (Hi-Trap cargada con niquel (ll)) previamente equilibrada
con el buffer de lisis. Se realiza un lavado simple con buffer de lisis y se eluye con
buffer de elucion (buffer de lisis con 500 mM de imidazol). En este punto, la proteina
se encuentra considerablemente mas concentrada, aunque presenta aun
contaminantes. Se remueve el imidazol de la proteina usando membranas de dialisis
de 10,000 kDa para quedar nuevamente en buffer de lisis. Es importante en este
punto no bajar la concentracién de cloruro de sodio, pues éste ayuda a mantener a la

proteina soluble. La proteina de fusion se corta con trombina (Sigma) a temperatura
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ambiente en buffer de corte (buffer de lisis con 10 mM de cloruro de calcio), de 16 a
24 horas. Se centrifuga para separar de la trombina, se ultrafiltra con membrana de
Amicon de 10,000 para retirar los contaminantes y residuos de corte, de manera que
se colecta unicamente la fraccion que pasa el filtro. La fraccion colectada se inyecta al
cromatégrafo para separar en columna analitica de fase reversa (Jupiter 4u Proteo 90
A250 x 4.60 nm Phenomenex) con un gradiente 20-50% de acetonitrilo TFA 0.05% y
un flujo de 1 mL/min, durante 30 minutos. La fraccion colectada se liofiliza, y se
obtiene GS-DEF1 pura.

PURIFICACION OPTIMIZADA DE PROTEINA INSOLUBLE Y PLEGAMIENTO

Los cuerpos de inclusion que estan en el pellet se solubilizan con una disolucién de
buffer de lisis con urea 8 M (agente cautropico). El extracto se filtra (puede antes
centrifugarse para facilitar éste paso) y se hace pasar por una columna de afinidad Hi-
Trap cargada con niquel (Il) equilibrada con el mismo buffer. Se realiza un lavado
simple y se eluye con buffer de lisis con urea 8 M y 500 mM de imidazol. La proteina
se desnaturaliza con DTT 1 mM durante una hora, y se intercambia el buffer por
medio de dialisis con membranas de 10,000 al buffer de replegamiento (Tris 100 mM,
arginina 600 mM, cistina 5 mM, cisteina 0.5 mM). Se dializa contra la disolucién en
tres pasos con agitacion constante, y en el ultimo recambio de buffer se deja toda la
noche a temperatura ambiente. Cada cambio de buffer debe ser contra 50 veces el
volumen de la muestra. En este punto se pierde el agente reductor lentamente y se
retira también la urea y el imidazol, imponiendo un potencial redox con el par
cistina/cisteina con arginina como agente caotrépico. Una vez terminado este paso,
se mantiene la disolucion en la membrana de didlisis y se cambia el buffer por el de
corte con trombina, por lo menos 16 horas. La muestra se ultrafiltra por una
membrana de 10,000 para quitar el residuo de corte y agentes contaminantes, y la
fraccion eluida se purifica por cromatografia liquida de alta eficienca de fase reversa
en las mismas condiciones que se especificaron para la proteina soluble. La fraccion

colectada se liofiliza y se obtiene GS-DEF1 pura y replegada.
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ADQUISICION DE LOS ESPECTROS DE RMN DE LA MUESTRA

Los experimentos de RMN de protdn se realizaron en un equipo Varian INOVA de 500
MHz, en un tubo Shigemi con una disolucion de agua con agua deuterada al 5%. La
adquisicion fue de tres dias. El experimento NOESY tuvo un tiempo de mezclado de
300 y 100 ms y el experimento TOCSY tuvo un mezclado de 0.074 s. Tanto el TOCSY
como el NOESY tuvieron 512 incrementos complejos y 1024 puntos complejos en la
direccién de deteccidn. Se utilizé esta proporcién de H,O/D,O para que los protones
labiles no se intercambiaran por deuterio, y pudieran por tanto ser observados. Estos
espectros se utilizaron para realizar la asignacion de los sistemas de espin. Se realizo
un experimento homdlogo en el equipo de 700 MHz Varian VNMRS, el cual se utilizé
para calcular los angulos de torsion y definir la estructura terciaria. Se procesaron los
datos adquiridos en NMRDraw y NMRPipe; se asignaron los picos utilizando software
de CARA 1.5. Posteriormente se analizaron los angulos de torsion con el programa
CYANA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA GS-DEF1 Y LA PROTEINA DE FUSION

La expresion de la DEF1 recombinante da dos residuos extra (GS) en el amino
terminal, y los parametros calculados utilizando ExPASyCA > Tools > Primary

structure analysis > ProtParam para el péptido GS-DEF1 son*:

Tabla 2: Caracteristicas y parametros calculados de la GS-DEF1

CARACTERISTICA VALOR

De los cuales:

Neutros 11

Positivos 3

Especiales 10

Hidrofébicos 10
pl tedrico 8.65
Formula C170H243N49050S6
Total de atomos 518
Peso molecular 3,965.4
Peso molecular oxidado (-6 H) 3,959.4
Coeficiente de extincién molar a 280 nm (M cm™):

Todas las cisteinas reducidas 17,335

Todas las cisteinas apareadas 16,960

2 http://ca.expasy.org/tools/protparam.html

25



Resultados y discusion

La construccion final de la proteina de fusion tiene la siguiente secuencia de

aminoacidos:

GSGSGHMHHHHHHSSGLVPH  SSGMKETAAA
KFERQHMDSP DLGTG ACQFWSCNSSCISRGYRQG YCWGIQYKYC QCQ

Y se puede esquematizar de la siguiente manera, tomando en cuenta la funcionalidad

de cada seccion, con el mismo codigo de color.

Tiorredoxina His-Tag — Sitio de corte trombina DEF1

Se muestra a continuacion una tabla con las caracteristicas de la proteina de fusion,

calculadas de igual manera que se calcularon los mismos para la GS-DEF1.

Tabla 3: Caracteristicas y parametros calculados de la proteina de fusién

CARACTERISTICA VALOR

pl tedrico 6.53
Formula Co26M1420N2500277S 14
Total de atomos 2905
Peso molecular 21070.9
Peso molecular oxidado (-8 H) 21062.9
Coeficiente de extincién molar a 280 nm (M cm™):

Todas las cisteinas reducidas 30940

Todas las cisteinas apareadas 31440
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COMENTARIOS SOBRE EL SISTEMA DE EXPRESION

Para producir a la DEF1 se probaron diferentes cepas de Escherichia coli con la
finalidad de encontrar la cepa que produjera mayor cantidad de defensina soluble. Las

caracteristicas de las cepas de E. coli se encuentran resumidas en la tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas principales de las cepas de E. coli probadas para la expresion de la DEF1%°

CEPA RESISTENCIA CARACTERISTICAS® CLAVE
e —
BL21(DE3) CAM Es la cepa mas ampliamente utilizada, de ésta 'IT

se derivan la p, 1, C. Deficiente en las
proteasas lon y opm-t. Expresa proteinas de
vector pET por induccion con IPTG de manera

controlada.

C41 - Sobre expresion de proteinas toxicas y C

proteinas de membrana.

Tuner - La expresion es dependiente de la T
concentracion de IPTG.

Rosetta (DE3) CAM Ideal para proteinas eucariotas con codones p
raros.
Rosetta gami | KAN, CAM, | Favorece la formacién de puentes disulfuro en %
(DE3) TET proteinas no nativas.Rosetta + Origami

Para esta prueba, se llevo a cabo la expresion a 28° C con 0.5 mM de IPTG durante 6
horas, tiempo en el cual se obtiene la maxima cantidad de proteina en Rosetta gami
segun experimentos preliminares. Todas las muestras se sometieron al mismo

proceso de purificacion.

% Un catalogo resumido en la pagina: http://wolfson.huji.ac.il/expression/bac-strains-prot-exp.html de

The Hebrew University of Jerusalem, por la Dra. Nurit Doron.
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En la siguiente ilustracion (2), se muestra el SDS-PAGE de las muestras purificadas
por cromatografia de afinidad. Se observa, que las intensidades relativas de la banda
que corresponde a la proteina de fusién son muy parecida para todos los sistemas de
expresion probados, por lo que no puede utilizarse este criterio para seleccionar la

cepa mas apropiada para la expresion de la defensina.

PM. T C m o) Y

26.6 kD

17 kD

llustracion 2: Fraccion del sobrenadante purificado por columna de afinidad del extracto de cada una de
las cepas utilizadas, crecidas a 28° C durante 6 horas con 0.5 mM de IPTG.

Debido a que el objetivo del trabajo es la obtencion de la estructura terciaria, podria
ser necesario el enriquecimiento isotopico, para el cual es necesario utilizar medio
minimo de cultivo. Debido a que Rosetta gami ha mostrado dificultad para crecer en
dichos medios, y se cuenta con conocimiento previo acerca del buen funcionamiento
de Rosetta como medio de expresion, se eligié utilizar dicha cepa como sistema. A
partir de este punto, todos los resultados mostrados son para la cepa Rosetta.

Originalmente se buscaba que la proteina de interés se encontrara mayoritariamente
en el sobrenadante, debido a que de esta manera es mas factible que el plegamiento
se llevara in vivo y unicamente seria necesario, a partir de este punto, obtener la
defensina pura y en las cantidades mas abundantes posibles para su posterior

caracterizacion. Se observo, sin embargo, que la fraccion mayoritaria de la proteina
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se iba a cuerpos de inclusion, a pesar de la proteina chaperona. Esto se ve
claramente en la ilustracidon 3, pues mientras que en la fraccion soluble no se aprecia
significativamente la proteina sobreexpresada, en el pellet (donde estan los cuerpos
de inclusién) se observa una proteina del peso esperado con una concentracion

relativa muy alta. Por lo tanto, la fraccidon mayoritaria de la defensina se encuentra en

los cuerpos de inclusion.

Fraccion soluble Pellet
8- |8
26.6 kD = e
-
17 kD _—

L 11N

llustracién 3: Gel de electroforesis comparativo de la fraccion soluble y el pellet

Para contrarrestar este efecto, se probé la produccion a bajas temperaturas, siendo la

mas baja alcanzable 20° C, y se llevo a cabo un seguimiento cinético.
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PM.0 2 4 6 8 12 16 24

26.6 kD o i

17 kD

llustracion4: Cinética de expresion a 20° C. Mezcla de pellet con sobrenadante.

A las 24 horas de expresion, no se llegé a la saturacién. Se repitié la cinética, con
mediciones espaciadas durante tres dias. Se concluy6é que para la obtencién a gran
escala de proteina de fusidn se debian utilizar 6 L de cultivo a 20° C durante 40 horas
con 0.5 mM de IPTG. A pesar de que hay un ligero incremento en la fraccidén soluble
al trabajar con baja temperatura, el rendimiento es muy bajo, con 300 ug de proteina

por los 6 litros de cultivo.
COMENTARIOS SOBRE LA PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD METAL-QUELATO

Una vez obtenida vy filtrada la fraccidén soluble de la proteina de fusion, se hace pasar
por una columna de 5 mL equilibrada con el buffer de lisis. Al retenerse la proteina en
la columna, se observa que el color cambia de un verde palido a café oscuro. Se
espera que unicamente las proteinas con alta afinidad quimica por el niquel (Il) sean
retenidas en la columna (especificamente, con His-tag), y que las demas proteinas del
lisado celular eluyan junto con la matriz. Se lava la columna con 5 volumenes de
buffer de lisis, y se procede a eluir la muestra con 1 a 5 volumenes de buffer de lisis y
500 mM de imidazol.
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Purificada Tam Sobrenadante

e ! e e T
e

26.6 kD -

17 kD

llustracion 5: Gel de electroforesis que muestra la proteina antes de ser pasada por la Hi-Trap

(derecha) y después de ser pasada por la Hi-Trap (izquierda).

La purificacion de la proteina soluble por cromatografia de afinidad no es tan eficiente
como podria desearse. En la ilustracion 5 se observa lo siguiente: La proteina del
lisado celular (sobrenadante) se encuentra muy diluida y a simple vista no puede
apreciarse de manera significativa. Una vez concentrada en la columna y eluida con
500 mM de imidazol, la fraccidén de la proteina se vuelve observable; sin embargo,

existen diversas proteinas contaminantes en concentraciones apreciables.

Para mejorar la pureza de la proteina, se probo realizar diferentes lavados con un
buffer de lisis e imidazol a diferentes concentraciones en la fraccion obtenida de los
cuerpos de inclusién, de manera que pudiera apreciarse en qué concentraciones de
imidazol puede lavarse la proteina sin que ésta se desprenda de la columna de
afinidad. Se muestra en la ilustracion 6 el resultado de la misma. Se muestra primero
la proteina sin pasar por la Hi-Trap. Luego se hizo un lavado con 10 mM de imidazol,
y como se observa en el gel, la proteina de interés no eluye en esta concentracion.
Los contaminantes de la fraccion insoluble tampoco eluyen, pero esto no es
necesariamente igual para la fraccion soluble. Se probé nuevamente utilizando un

buffer de lisis con 40 mM de imidazol, pero los contaminantes eluyen junto con la
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proteina deseada. Finalmente, se compararon las fracciones de proteina de fusion
eluida con imidazol 500 mM con un lavado simple de buffer de lisis, un lavado de
buffer de lisis con 10 mM de imidazol y un buffer de lisis con 40 mM de imidazol, y se

observa que la pureza relativa de la proteina es semejante.

a) b) ¢ d) e) f)

26.6 kD

17 kD

llustracion 6: Diferentes etapas del lavado. a) Cuerpos de inclusion recién resuspendidos b) elucién de
lavados con 10 mM de imidazol c) elucién de lavados con 40 mM de imidazol d) elucién de 500 mM con
lavados previos simples e) elucion de 500 mM con lavados previos de 40 mM f)elucién de 500 mM con

lavados previos de 10 mM

Por lo tanto, para purificar la proteina obtenida de manera soluble, debe lavarse con
buffer de lisis de manera sencilla, y puede hacerse un lavado adicional con buffer de
lisis e imidazol 10 mM. Para purificar la proteina obtenida de los cuerpos de inclusion,
basta con hacer el lavado simple.

Una vez que la trombina corta la proteina de fusién se obtienen dos fragmentos
principalmente: la GS-DEF1 y el residuo de corte, el cual contiene tanto a la trombina
como a la His-Tag, por lo que una manera sencilla de purificar la defensina seria
utilizar nuevamente la Hi-Trap para retener el residuo de corte (y de paso las
proteinas afines a la columna que quedaron desde la primera purificacion por Hi-Trap)

puesto que ésta simplemente eluiria. Sin embargo, se observo que inesperadamente
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la GS-DEF1 tiene afinidad por la columna de niquel (Il). Esto se muestra de manera

simple en los siguientes cromatogramas:

mMuA

2,000 1,800 2,000

1,600 1,600

1,200

400

_________

0 - 10 15 o 5 10 15

min

llustracién 7: Comparacion de los cromatogramas obtenidos antes y después de la segunda
purificacion por Hi-Trap. lzquierda) Mezcla de producto de corte con trombina. Centro) Fraccién que

paso por la Hi-Trap sin retenerse. Derecha) Fraccion que eluyé de la Hi-Trap con 500 mM de imidazol

Las impurezas residuales de la proteina se remueven de la siguiente manera: los
péptidos menores a 10 kDa se pierden durante la desalacion por dialisis antes del
corte con trombina, y los mayores a 10 kDa (residuo de corte, entre ellos) durante la
ultrafiltracién posterior al corte. De esta manera, la proteina queda con una pureza

relativa alta antes de ser sometida a cromatografia liquida de fase reversa.

CARACTERIZACION DE LA GS-DEF1

Durante los experimentos de purificacion de la defensina 1, se utilizaron geles de
acrilamida para monitorearla. Sin embargo, el valor del peso de la proteina de fusion

es lejano al de los dos compuestos de referencia, y debido a que la escala de peso no
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es lineal, no puede asegurarse que el peso sea cercano al correcto. La proteina GS-
Tamapina, que es producida en el laboratorio y esta bien caracterizada, se us6 a
modo de referencia para corroborar que la masa en la que aparece la GS-DEF1 esta

en el intervalo esperado.

Se obtuvo un perfil cromatografico reproducible que fue auxiliar en el monitoreo de los
diferentes procesos de purificacion, asi como en el proceso de plegamiento. El pico
aislado por HPLC de fase reversa fue analizado por espectrometria de masas MALDI-
TOF (la masa esperada es de 3,959.4). En el apéndice se encuentran los espectros

completos.
Registro ~ 101027-rpf-02 Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz  CHCA Instituto de Quimica UNAM

3956.669

Intens. [a.u.]

5000

4000

3000

2000

1000

2000 3000 4000 5000 6000

m/z

llustracién 8: Espectrometria de masas MALDI-TOF de la GS-DEF1 soluble
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El proceso de obtencion y purificacion de la defensina requirié de la produccién de
mas de 24 L de medio de cultivo, debido al muy bajo porcentaje de recuperacion. Se
obtuvo en total 500 ug de muestra de 12 L de cultivo por el método de replegamiento.
La defensina 1 es muy insoluble y precipita con mucha facilidad y todo ensayo en el
que se mantenga en disolucion acuosa mas de un dia (como en la obtencion de los
espectros de RMN) se precipita. Una vez precipitada, no es util para su posterior

caracterizacion.

Con la proteina pura se obtuvo el espectro por resonancia magnética nuclear por los
experimentos TOCSY y NOESY para hacer la caracterizacion de la estructura, los

cuales se discuten mas adelante.

COMPARACION: SOLUBLE Y REPLEGADA

La masa esperada para la GS-DEF1 es de 3,959.4 tomando en cuenta que todas las
cisteinas se encuentren oxidadas, es decir, formando los tres puentes disulfuro que se
sabe la defensina debe tener. Durante el proceso de replegamiento, se busca oxidar
las cisteinas lentamente para obtener el plegamiento nativo. Por lo mismo, se espera
que tanto la defensina obtenida de manera soluble (oxidada y con el plegamiento
deseado) como la replegada tengan el mismo peso molecular, que corresponde a la

existencia de los tres puentes disulfuro.

Al trabajar en la purificacion de la GS-DEF1 soluble, se obtuvo un perfil
cromatografico en condiciones conocidas que es reproducible si dichas condiciones
se mantienen constantes. El valor del tiempo de retencién de un analito en una
columna es dependiente de la interaccion quimica del adsobente con éste. En el caso
de la cromatografia de fase reversa, el analito tendra una interaccion mas fuerte
cuando su superficie de contacto sea de menor polaridad, por lo que los compuestos

polares eluiran rapidamente mientras que los no polares se retendran. A su vez, la
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naturaleza de la polaridad de una proteina estd dada por su plegamiento; las
proteinas plegadas orientan los residuos al exterior o al interior de ésta dependiendo
de la naturaleza polar de los mismos, mientras que las proteinas desplegadas tienen
todos los residuos en contacto con la matriz. Por lo tanto, se espera que una proteina
plegada y la misma desplegada, o incluso plegada con un plegamiento distinto,
tengan un comportamiento cromatografico diferente. Una vez que se logr6 obtener la
proteina GS-DEF1 replegada, se purificé por cromatografia liquida de fase reversa en
las mismas condiciones de trabajo (columna, flujo, gradiente de disolventes, etc.) y se
obtuvo un perfil cromatografico similar al obtenido con la GS-DEF1 soluble. Ambos
cromatogramas muestran un pico en el mismo tiempo de retencion ¢16.5 min) que
presenta una masa molecular muy similar. Esto es evidencia fuerte, aunque no

concluyente, de que el replegamiento de la proteina se hizo de manera correcta.

[m UA] % ACN+0.05T [I’I’IUA]

% ACN +0.05 TFA

1,800 1 1,200

1,600 + T 09
1,000 +

+ 08
1,400 +

T 07
1,200 200 +
+ 06
1,000 +

T 05 600 T

800 T

600 T 400 T

T 03

400 +

T 0.2 r~
200 T

200 [ 01

100.0%

T 90.0%

+ 80.0%

T 70.0%

+ 60.0%

T 50.0%

T 40.0%

T 30.0%

T 20.0%

T 10.0%

y Y t y u
15 30 0 5 10 20 25

[min]

t
10 20 25 15

[min]

llustraciéon 9: Comparacion de los perfiles cromatograficos de la GS-DEF1 (izquierda) solube y

(derecha) replegada.

Se resume lo discutido anteriormente en la tabla 5.
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Tabla 5: Comparacion de las masas de la GS-DEF 1 soluble y replegada. La ligera diferencia entre ellos

se debe a que se calibraron de manera distinta.

DEFENSINA MASA POR MALDI-TOF Y REFERENCIA TIEMPO DE RETENCION
e ————————————————

Soluble 3,956.669 ref. GS-Tam 16.6 min
Replegada 3,959.204 ref. insulina 16.5 min

Finalmente, se obtuvo el espectro de resonancia magnética nuclear de la GS-DEF1,
tanto en la forma soluble como en la forma replegada. Al comparar ambos espectros y
encontrar que son superponibles, se puede aseverar que se trata del mismo
compuesto, con la misma orientacion espacial. Por lo tanto, el replegamiento de la
GS-DEF1 fue el esperado. Los espectros TOCSY completos se encuentran en el

apéndice.

La ilustracién 10 muestra el espectro de TOCSY con una buena diferenciacion de los
sistemas de espin de los aminoacidos, es decir, las correlaciones de los hidrégenos
del amino del enlace peptidico se encuentran esparcidos en casi tres partes por
millon, lo que es indicativo de que la proteina se encuentra plegada. Por tanto, incluso
si no se contara con el espectro de la proteina soluble, el espectro TOCSY de la
replegada seria suficiente para afirmar que existe algun plegamiento. El hecho de que
estos sistemas se encuentren en el mismo desplazamiento quimico, en ambos casos
muestra que el plegamiento no solo existe, sino ademas es el deseado. La diferencia
principal que se observa en los espectros al centro de los mismos se debe a la
supresion de agua, que no es igual en ambos casos. En el espectro de la proteina
soluble se utilizé la secuencia de pulsos Watergate para suprimir el agua, mientras
que en el de la derecha se utilizé la secuencia de excitation scultping, con el cual se

obtuvo mejores resultados.
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llustracién 10: Comparacion el espectro TOCSY de la GS-DEF1 soluble (izquierda) y la GS-DEF 1

replegada (derecha)

Una vez que se comprobd que el replegamiento es un método adecuado para obtener
a la defensina en la forma deseada, se produjo una mayor cantidad de péptido para
adquirir los espectros de RMN necesarios para realizar la asignacion de los
aminoacidos y sus sistemas de espin, debido a que se obtienen cantidades mas

generosas por este método.
COMENTARIOS ACERCA DE LA ASIGNACION

Mientras el experimento TOCSY muestra la interaccion de los protones de un mismo
sistema de espin, y unicamente por acoplamiento escalar, el experimento NOESY
permite la observacién de las consecuencias del acoplamiento dipolar. Por esto,

mientras en el TOCSY se aprecian principalmente los sistemas de espin intraresiduo,
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en el NOESY pueden verse tanto éstos como los interresiduo. Se utilizé el método de

Wiithrich para realizar la asignacion ’.

En la region de 9.5-5.5 ppm se observan las interacciones que existen entre los
hidrogenos de los nitrogenos, tanto los del esqueleto de la proteina como los propios
del residuo, y los sistemas de espin correspondientes, sean intra o interresiduo.
Aproximadamente de 3.5-5.3 ppm se observan los hidrégenos alfa de cada residuo,
region que coincide con la sefial del agua en 4.75 ppm (que fue suprimida tanto en la
adquisicién como en el procesamiento), por lo que las intensidades de estas senales
pueden verse afectadas. Los intervalos normales de observaciones de hidrogenos
alifaticos y aromaticos son iguales que para las moléculas pequefas. La interaccion
entre los hidroégenos alfa de diferentes residuos es dificil de observar debido a que
pueden estar en la zona del agua. La interaccién de los hidrogenos del esqueleto con
los de los residuos muestra conexiones secuenciales, es de especial importancia si
aparece en el sistema de espin del hidrégeno del nitrogeno peptidico la sefal del

carbono alfa del aminoacido anterior.

Para obtener la estructura terciaria de la proteina GS-DEF1 se utiliz6 el programa
CYANA?®", que calcula los angulos de torsién entre los atomos a partir de las sefiales
NOE del espectro NOESY, debido a que éstas guardan informacién relativa a la

distancia entre los atomos involucrados.

Aunque las sefales se encuentran extendidas a lo largo de la ventana espectral, es
posible que dos sefales se encuentren en el mismo desplazamiento quimico, lo cual
vuelve un reto la interpretacion de ciertos fragmentos. Un ejemplo de esto es la sefal
que corresponde simultaneamente a la interaccion entre el hidrégeno alfa (HA) de la
Y30 con el hidrogeno de la amina del enlace peptidico (NH) y también a la interaccion
de los hidrogenos beta (QB) de la S8 con su NH respectivo. Esto se comprueba de la
siguiente manera: la sefal citada (7.7, 3.7 ppm) interacciona tanto con la sefal (7.7,
3.9) como con (7.7, 2.1), pero éstas no tienen interaccion entre si, de tal suerte que

las tres sefiales no pueden pertenecer al mismo sistema de espin. Para discernir
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entre los sistemas, primero se analiza qué senales si tienen correlacion entre si, y se
agrupan como del mismo sistema. Se buscan sefiales complementarias que indiquen
la concatenacidn de los aminoacidos, y asi se etiquetan a las sefales con el
aminoacido correcto. Puesto a que todas las sefales debidas a estructura secundaria
y a secuenciacién se encuentran en el mismo desplazamiento quimico, es necesario
discernir también entre qué sefales interaccionan con el NH de un aminoacido y
cuales con el otro. En este caso, se identificé que las sefales interresiduo que se
encuentran en el desplazamiento quimico 7.7 ppm pertenecen a los QB del W7 (lo
que sugiere uno de los sistemas pertenece a la S8) y a su vez, que las sefales de
(7.77, 3.7 ppm) y (7.7, 3.9 ppm) se repiten en el desplazamiento quimico del NH de la
C31, lo que sugiere que el otro sistema pertenece a la Y30. Una vez hechas estas
suposiciones, se comprueban con las interacciones NH-NH de los aminoacidos
secuenciales, y se busca la relacidén con los aminoacidos aromaticos de la Y30. Al
constatar estos puntos, puede afirmarse que los sistemas de espin involucrados son
efectivamente Y30 y S8. Para conseguir una estructura terciaria, es necesario analizar
qué interacciones a largo plazo puede tener cada uno de los aminoacidos y esto se
facilita con ayuda de un modelo o simulacion, por lo que se realizan calculos

preliminares que sirven de guia para analizar qué interacciones son factibles.

Otra dificultad que se encuentra al momento de realizar las asignaciones es que no
hay tantos sistemas de espin como los que se esperan. Existen sistemas que no se
observan en el espectro NOESY pero si en el TOCSY, como la 126, y que por tanto no
pueden asignarse restricciones de distancia y angulo. Hay sistemas de espin que no
se observan en ninguno de los dos espectros, y presentan los mismos problemas.
Esto dificulta el calculo de una estructura, puesto que no se cuenta con datos para
trabajar. Como resultado de esto, se entiende que existe una seccién flexible de la
proteina, es decir, no estructurada. El fragmento GS en el extremo N-terminal se
espera no afecte la estructura terciaria y no tenga estructura. No se encontraron
seflales que correspondan a estos residuos, lo cual sugiere que no tienen una

estructura rigida. No pudieron asignarse los sistemas correspondientes a: Q5, C23,
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G25. Parte de los sistemas F6, W24 tampoco pudieron asignarse. Se trabajé con un

86% de asignacion completa inicial (anterior al calculo).

La informacion de la estructura secundaria y terciaria esta implicita en las
interacciones que existen entre dos atomos no acoplados por enlace quimico que se
encuentran espacialmente cercanos. Estas distancias, aunque cortas en relacion a las
distancias que existen entre los atomos de un punto de la proteina a otro, son largas
en relacion de las magnitudes observables. Esto es, porque la intensidad de la sefial
es inversamente proporcional al radio elevado a la sexta potencia, por lo que la
intensidad decrece dramaticamente al alejar dos nucleos. Por lo tanto, si un nucleo
tiene interaccion con otro nucleo lejano en la cadena, quiere decir que es cercano en
el espacio. La estructura secundaria en particular, se elucida a partir de la interaccion
de los hidrogenos NH y HA de dos aminoacidos diferentes. Ejemplo de esto, es el
fragmento del espectro que se muestra a continuacion en la ilustraciéon 11. La
estructura secundaria esta determinada por dichas sefales, y se han descrito de la
siguiente manera: En las hojas beta, los residuos se encuentran muy cerca, por lo que
el HA y NH de los dos residuos diferentes interaccionan, y puede verse una sefal en
el espectro NOESY. Otra sefial indicativa de hoja beta es cuando existe una
interaccidon entre los HA de éstos residuos. Por otro lado, un indicativo de hélice alfa
es que exista una interaccion entre los NH de dos aminoacidos secuenciales intensa.

Nuevamente, esta intensidad es debida a la corta distancia entre los mismos.
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llustracién 11: Acercamiento a las interacciones HA-HA de algunos aminoacidos involucrados en la

estructura secundaria

Se observa que el hidrégeno alfa de la C33 interacciona con los hidrogenos beta de la

C13, lo cual confirma la existencia del puente disulfuro esperado. Se observa ademas

la interaccion entre los hidrégenos alfa de la C33 con los de la G21 lo que indica

estructura secundaria entre estos,

especificamente,

una hoja beta.

Estas

correlaciones se corroboran buscando interacciones de los aminoacidos adyacentes.
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llustraciéon 12: Acercamiento de la interaccién de los hidrégenos alfa de la C33 con algunos HN

involucrados en la estructura secundaria.

Se observan las interacciones del hidrogeno alfa de la C33 con los nucleos vecinales
en el espacio, y esto confirma la existencia inequivoca de la hoja beta, ademas de
especificar qué nucleos se encuentran involucrados. Este mismo analisis se realiza

para todas las interacciones de esta naturaleza.

Una vez asignados todos los sistemas de espin encontrados, asi como la mayor
posibilidad de interacciones entre sistemas, se calcularon con el programa CYANA
200 estructuras, de las cuales se seleccionaron automaticamente las 20 mejores. Se
tomaron 316 restricciones de distancia maxima, de las cuales 193 (|i-j|<=1) son de

corto alcance, 64 (1<|i-j|<5) de mediano y 59 de largo (|i-j|>=5).

Se muestran a continuacion los graficos referentes a los calculos realizados.
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llustracion 13: Grafico de NOES secuenciales en funcion de la secuencia de aminoacidos.

La ilustracidn 13 muestra la intensidad de los NOEs secuenciales en el grueso de las
lineas, los cuales sirven para predecir la estructura secundaria, junto con la

informacion de la ilustracion 14.
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llustracion 14: Grafico de distribuciones NOE de corto y largo alcance, y numero de restricciones para

cada residuo
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La ilustracion 14 muestra las distribuciones NOE para la secuencia de aminoacidos,
donde en blanco se definen los intrarresiduo, en gris claro los secuenciales. En gris

oscuro los de mediano alcance y en negro los de largo alcance.

La ilustracion 15 muestra el grafico de Ramachandran para el ensamble de las veinte
estructuras calculadas, donde se observan las regiones permitidas en una estructura,

y que relaciona los angulos de la cadena principal con la estructura secundaria.
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llustracion 15: Grafico de Ramachandran. La zona azul rey muestra las regiones mas favorecidas
(59.8%), la zona morada muestra las regiones permitidas (40.2%). Las lilas y blancas son las poco

permitidas y las no permitidas respectivamente.

Estos calculos llevan a una estructura terciaria. Se muestran a continuacion las
estructuras calculadas superpuestas y la caricatura de una de las estructuras como

ejemplo.
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llustracion 16: En la parte superior se muestra la superposicion de estructuras calculadas. En la parte

inferior, la caricatura de una de las estructuras.

Se aprecian tres secciones rigidas en la defensina: una alfa hélice, dos hebras beta

torcidas y dos zonas flexibles: el extremo amino terminal y un asa no estructurada.

Se escriben de manera explicita unicamente los residuos hidrofobicos en la ilustracion

17, a continuacion.
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llustracion 17: Estructua de la GS-DEF1 con los aminoacidos hidrofébicos explicitos en color naranja.

La estructura terciaria explica una de las propiedades observadas de la defensina: su
insolubilidad. Los residuos hidrofébicos (que se encuentran en numero mayoritario
con respecto a los cargados) se encuentran expuestos a la superficie, lo que la hace

insoluble.

La estructura terciaria de la DEF1 muestra similitud con otras estructuras conocidas,
pues comparte el motivo CS-a/3 que es recurrente en las defensinas de invertebrados
y toxinas. La ilustracion 18, muestra la estructura de dos proteinas previamente
reportadas que tienen este motivo, y que fueron resueltas por resonancia magnética
nuclear. A la izquierda se muestra la estructura de una toxina de un alacran
Centruroides, cobatoxina 1°(PDB= 1PJV) y a la derecha una defensina de almeja,
Cg-Def?® (PDB= 2B68). En esta imagen queda clara la razén estructural por la cual se

ha propuesto que existen similitudes importantes entre las toxinas y las defensinas.
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J

llustracion 18: Estructuras CS-a/f. A la derecha, estructura de una toxina de alacran. A la izquierda,

estructura de una defensina de almeja.

La estructura de la cobatoxina 1 es relevante porque se encuentra en la misma familia
de alacranes que la DEF1, y tiene el mismo motivo estructural que la misma. Esto
hace que la defensina en cuestion sea un blanco interesante para el estudio de la
relacion defensinas-toxinas, como han propuesto ya algunos autores®'",

En la busqueda de estructuras reportadas de defensinas de insecto en el PDB (al 7 de
septiembre de 2011) se encuentra que unicamente hay diez, de las cuales seis son
mutantes de una de éstas. Relevantes por su estructura para el analisis son: la
sapecina (PDB= 1LV4) que es una defensina de la Sarcophaga peregrina que es una
mosca; la termicina (PDB= 1MMO0) que proviene de la termita Pseudacanthotermes
spiniger; la DEF-AAA (PDB= 2NY8) del mosquito Anopheles gambiae del cual
provienen las mutaciones mencionadas; y la defensina A (PDB= 1ICA) de otra mosca
Protophormia terraenovae. La busqueda de estructuras para defensinas en la misma

base en general da un resultado de 98 estructuras, de las cuales se descartan todas
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las estructuras de mamiferos y plantas por falta de relevancia, y también los
resultados propios de las defensinas de insecto ya mencionadas. De los resultados
restantes, resaltan la de dos moluscos: Cg-Def (PDB=2B68), de la almeja Crassostrea
gigas; la defensina MGD-1 (PDB= 1FJN), del mejillon mediterraneo Mytilus
galloprovincialis.

En la ilustracion 19 se comparan todas las estructuras de las defensinas antes
mencionadas como relevantes. Estas estan alineadas para poder mostrar una vista
comparable, teniendo en la parte superior la hélice alfa con el amino terminal del lado
izquierdo. En general, las defensinas de los moluscos son estructuralmente mas
parecidas a la defensina 1, debido a la presencia de un asa que conecta a las hojas
beta. Unicamente la defensina de la termita presenta esta regién tan marcada dentro
de las estructuras de insectos. Se aprecia que en general que existe una regién no
estructurada en el amino terminal, luego una hélice alfa que en todos los casos tiene
un numero de vueltas similar, luego las hojas beta que cambian en longitud vy
definicion y estan conectadas por una region no estructurada de diferentes longitudes
(como se mencioné anteriormente) y finalmente las proteinas pueden terminar en la
misma hoja beta, o tener un fragmento no estructurado. En la ilustracion se omiten los

puentes disulfuro.
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llustracion 19: Estructuras terciaria de defensinas de moluscos e insectos. Se listan las estructuras por
cédigo PDB. a) 2B68 b) 1FJN c) 1ICA d) 1L4V e) TMMO f) 2NY8 g) Cobatoxina h) GS-DEF1
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Una comparacion particular se hace entre la defensina estudiada en este trabajo con

la de mayor parecido estructural de las antes descritas.

e,

llustraciéon 20: Comparacion de la GS-DEF1 (verde) y la Cg-Def (azul).

C

En la ilustracion 20, se observan diversas similitudes entre las estructuras terciarias
de ambas defensinas. En el N-terminal hay una secuencia de aminoacidos no
estructurada, y luego una alfa hélice. Seguida de ésta, esta la primera hebra de la
hoja beta, luego hay un asa que es una zona flexible y poco estructurada, y termina
con la segunda hebra beta. La Cg-Def presenta una tercera zona importante no
estructurada. Cabe destacar que aunque a primera vista las hojas beta de las
defensinas son diferentes, en realidad tienen una estructura parecida, puesto que
ambas muestran una secuencia de aminoacidos rigidos antiparalelos entre si, que no
necesariamente son planos. Un andlisis detallado de la estructura de la Cg-Def, revela

que las hojas betas estan torcidas.
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CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue obtener la GS-DEF1 para su caracterizacion por
resonancia magnética nuclear, y asi corroborar el motivo de plegamiento CS- a/f3 que

se esperaba tuviese.

Se logr6 obtener la proteina deseada GS-DEF1 por expresion en E. coli. Se
caracterizd dicha proteina por secuenciacion del gen expresado, el peso de la
molécula por espectrometria de masas (que muestra el estado de oxidacion
esperado), resonancia magnética nuclear y calculos de angulos de torsion con

puentes disulfuro.

Se logro obtener la GS-DEF1 pura, tanto por un procedimiento de plegamiento in vivo
como in vitro, y ambas muestras mostraron tener el mismo plegamiento. Por lo tanto,

el método de replegamiento fue exitoso.

Se asignaron los sistemas de espin de la defensina en el espectro NOESY de la GS-
DEF1 replegada, y se asignaron también las sefales cruzadas entre los sistemas de
espin. Procesando las sefales NOE en CYANA con dichas asignaciones, se obtuvo la
estructura terciaria de la proteina. Se corrobora de esta manera que existe el motivo

de plegamiento esperado.
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APENDICE

ABREVIATURA, CARACTERISTICAS Y ESTRUCTURA DE LOS AMINOACIDOS MAS COMUNES

NOMBRE ABREVIATURA CARACTERISTICA ESTRUCTURA
H
: e E OH
Alanina A ALA Alifatico no polar HZN/(“/
O
H/}N%/NH
Arginina R | ARG | Cargado positivamente j
H,;» DO
HNT Y
OH
Asparagina N ASN Polar sin carga
Aspartato D ASP |Cargado negativamente
Cisteina C CYS Polar sin carga
Fenilalanina F PHE Aromatico
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NOMBRE ABREVIATURA CARACTERISTICA ESTRUCTURA
OH
Glicina G | GLY Alifatico no polar HzNAn/
O
Glutamato E GLU |Cargado negativamente
Glutamina Q GLN Polar sin carga
Histidina H HIS Cargado positivamente
Isoleucina | ILE Alifatico no polar
Leucina L LEU Alifatico no polar
Lisina K LYS | Cargado positivamente “a/é(o“
H,N
o}
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NOMBRE ABREVIATURA CARACTERISTICA ESTRUCTURA
-

Metionina M MET Alifatico no polar

Prolina P PRO Alifatico no polar

Serina S SER Polar sin carga

Tirosina Y TYR Aromatico

Treonina T THR Polar sin carga
Triptéfano W TRP Aromatico

Valina \'} VAL Alifatico no polar
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MALDI-TOF peE LA DEF1 SOLUBLE

Registro  101027-rpf-02 Laboratorios de Servicios Analiticos

Matriz CHCA Instituto de Quimica UNAM
3956.669

Intens. [a.u.)

5000

4000

3000

2000

1000

2000 3000 4000 5000 6000

Acquisition Parameter

Date of acquisition 2010-10-27T13:30:17.812-05:00

Acquisition method name D:\Methods\flexControlMethods\LNM_UNAM\RP_PepMix_eren.par
Aquisition operation mode Reflector

Voltage polarity POS

Number of shots 100

Name of spectrum used for calibration
Calibration reference list used

Instrument Info

User Fremont Demo
Instrument FLEX-PC
Instrument type microflex

D:\data\LSA\25\0_E6\1

Bruker Daltonics flexAnalysis printed:  10/27/2010 1:33:57 PM
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MALDI-TOF peE LA DEF1 REPLEGADA

Registro  110602-rpf-01
Matriz  CHCA 1:10

31500

Intens, |

1280

1000

780

250

Date of acquison
Acquisition method name

Agquisition operation mode

Voltage polartty

Number of shots

Name of spectrum used for calbration
Caltvation reference Nst used

Instrument Info
User

Instrument
Instrument type
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DATOS TECNICOS

Tabla 6: Datos técnicos de los reactivos y materiales utilizados

PROCESO NOMBRE DEL REACTIVO MARCA PUREzA
P —
Gen de la DEF-1 Epochlab -
Vector pET32-a-mod Novagen -
BamHlI Biolab -
Obtencién del gen
Ncol Biolab -
Ligasa Biolab -
E. coli DH5a Novagen -
E. coliRosetta Novagen -
Biologia
Medio L.B. Sigma
molecular
_ . Biologia
Expresion de proteina | Medio L.B. Agar Sigma
molecular
IPTG Sigma 99%
Cloranfenicol Sigma -
Ampicilina Goldbio -
Trizmahidrocloruro Sigma 99%
Cloruro de sodio Reasol R.A.
Urea Sigma 98%+
Purificacion por afinidad
Imidazol Sigma-Aldrich 99%
Cloruro de niquel Reasol R.A.
Hi-Trap Sephadex -
Corte de la proteina Trombina Sigma -
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PROCESO

NOMBRE DEL REACTIVO

DL-Ditiotreitol

MARCA PUREzA

Sigma-Aldrich 99%

L-Cistina Sigma Reactivo
Plegamiento
L-CiesteinaHCImonohidrato Sgima >98%
Arginina Sigma Reactivo
Purificacion por HPLC | Acetonitrilo Fermont HPLC

Acido Trifluoroacético

Sigma-Aldrich 99%

Tabla 7: Datos técnicos de los equipos utilizados

Uso

Cromatografia

Eauirpo

I —
Detector: ProStar 325 UV-Vis detectg

(Varian)

OPERACION

Module (Varian)

Bombas: ProStar 210 Solven tDeliver

Usuario

Degasificador: DegassexMod.DG-
4400 (Phenomenex)

Columna: Jupiter 4u Proteo 90 A250

4.60 nm (Phenomenex)

Resonancia Magnética Nuclear

Varian Unity Inova 500 MHz Dr. Federico del Rio

Varian 700 MHz

Dr. Federico del Rio

Espectrometria de masas

Espectrometro de masas

Q. Eréndira Garcia

MALDI-TOF Brukermicroflex Rios
Sonicador Sonicator 3000 Misonix Usuario
. Innova 4000 Incubatorshaker .
Incubadora con agitacion Usuario

Xl
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Uso EaQuipo OPERACION

I —
New Brunswick scientific

Ultrafiltracion Amicon Usuario

BeckmancoulterAvanti J-25 |
Centrifuga Usuario
Rotores: JA-14 y JA-17

Tabla 8: Composicién de las disoluciones utilizadas

NOMBRE DE LA DISOLUCION COMPONENTE CONCENTRACION
- | _Ts | smm |
Buffer de lisis
NaCl 500 mM
Tris 50 mM
Buffer de lisis con urea NaCl 500 mM
Urea 8 M
Tris 50 mM
Buffer de elucion NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM
Tris 50 mM
Buffer de elucion con urea NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM
Tris 100 mM
Cistina 5 mM
Buffer de plegamiento
Cisteina 0.5 mM
Arginina 600 mM
Buffer de corte Tris 50 mM

Xl
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NOMBRE DE LA DISOLUCION COMPONENTE CONCENTRACION
|
CaCl, 10 mM

PROTOCOLO DE TRANSFORMACION DE CELULAS POR CHOQUE TERMICO

1. Se toman 50 pL de la disolucién de bacterias competentes, y se agregan 2
ML del plasmido pET32-a-mod-DEF1 y se mezclan por inversion; se deja
incubar en hielo media hora. Se recomienda tener 50 pyL de bacterias
competentes a las que se les someta al mismo procedimiento, sin plasmido,
a modo de control.

2. Se realiza un choque térmico. Se transfieren los tubos a un bafo a 42° C
durante 45 segundos, y se regresa al hielo para incubar 2 minutos.

3. Se afaden 200 pL de disolucion L.B. y se incuban a 37° C en agitacion una
hora.

4. Se siembran en una caja Petri con medio L.B.-agar con cloranfenicol y

ampicilina. Se deja incubando toda la noche.
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