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I. OBJETIVOS

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado (TFG) es la puesta a punto y
optimizacion de un procedimiento de expresion y purificacion preparativo de la enzima
recombinante glutation S-transferasa humana unida a un segmento de 6 histidinas en su
extremo N-terminal. En dicho procedimiento se estudiaran las condiciones mas
adecuadas para la obtencion de la maxima cantidad de proteina y pureza mediante el uso
de una matriz de afinidad con iones Co*".

La pureza de la proteina purificada se examinara mediante electroforesis en
SDS, cromatografia FPLC y medidas de actividad. Una vez puesto a punto el
procedimiento de purificacion se realizaran algunos ensayos de estabilidad térmica
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) y sus resultados seran comparados
con los determinados para la enzima en ausencia de la cola de histidinas.
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Il. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La produccion de proteinas recombinantes constituye una de las aportaciones
mas importantes de la biotecnologia moderna. Esta tecnologia surgio hace unos 30 afios
con el objetivo de obtener proteinas de uso terapéutico en grandes cantidades, sin
necesidad de que provengan de una fuente animal (Hamada et al., 1994).

Las células poseen una gran cantidad de enzimas capaces de transformar una
amplia variedad de compuestos con diferentes estructuras quimicas y funciones,
reduciendo o eliminando en muchos casos su posible toxicidad. Entre las enzimas
presentes en las células y con capacidad protectora se encuentran las Glutation S-
Transferasas (GSTs). Estas enzimas presentan numerosas funciones, entre las que
destacan la de actuar como catalizadores en la conjugacion de una amplia variedad de
compuestos electrofilicos, incluyendo agentes citotoxicos. Estas enzimas en humanos
parecen estar implicadas en procesos de resistencia a farmacos anticancerigenos, ya que
¢éstos son considerados por ellas como tdxicos y son eliminados. Concretamente, estas
enzimas catalizan el ataque nucleofilico del atomo de azufre del sustrato fisioldgico,
glutation reducido o GSH (L-y-glutamil-L-cystenil-glicina), sobre compuestos
electrofilicos tanto de naturaleza enddgena como exogena (toxicos ambientales,
pesticidas,...) (Jakoby, 1978; Mannervik, 1985).

Estas proteinas han sido purificadas a partir de numerosas fuentes como plantas,
peces, insectos, hongos, levaduras y bacterias (Wilce & Parker, 1994). No obstante, hoy
dia los estudios con ellas se realizan utilizando técnicas de ADN recombinante, en lugar
de purificarlas a partir de fuentes naturales. La bacteria mas ampliamente utilizada para
la produccion de proteinas recombinantes, es Escherichia coli (E. coli) ya que presenta
crecimiento rapido en medios sencillos y se conoce bastante bien su genoma y
metabolismo. Ademas se tienen varios plasmidos (o vectores de expresion que
contienen la informacién genética de la proteina a analizar) bien establecidos para la
obtencion de proteinas recombinantes terapéuticas.

La detoxificacion de xenobidticos en las células transcurre de forma espontanea
en 3 fases principales: en la primera fase, los xenobidticos son activados mediante la
adicion de un grupo funcional (por reacciones de oxidacion, reduccion o hidrélisis), y
en la segunda fase, estos compuestos, hidrofobicos o no polares, se convierten en
sustancias mas solubles en agua y, por tanto, menos toxicas para el organismo, debido a
la conjugacion de dichos xenobidticos activados con sustratos endogenos solubles como
glutation reducido (GSH). En la tultima fase se produce finalmente la eliminacion o
excrecion de las células de estos compuestos conjugados o glutationilados evitando asi
los posibles efectos citotoxicos producidos por el/los xenobiotico/s. Sin embargo, el
proceso de conjugacion de los xenobidticos activados con GSH es mas eficaz cuando
intervienen las glutation S-transferasas (GSTs) (Figura II-1). En este caso, las GSTs
actuan como catalizadores biologicos de la reaccion de conjugacion, incrementando la
solubilidad de los compuestos toxicos. En este tipo de reacciones los sustratos
(xenobioticos) suelen ser altamente electrofilicos, de modo que el GSH impide que
¢stos se unan covalentemente a macromoléculas intracelulares con el consiguiente
efecto irreversible. De este modo los sitios electrofilicos quedan neutralizados y los
compuestos toxicos se hacen mas solubles, siendo mas facil su posterior eliminacion.



Figura I1-1. Conjugacion del glutation reducido (GSH) con un xenobidtico genérico, catalizado
por la GST, resultando la formacion de un glutation-S-conjugado (Townsend & Tew, 2003).

La estructura basica de las subunidades de las GSTs estd formada por dos
dominios: el dominio N-terminal, que constituye aproximadamente la tercera parte de la
subunidad, con una estructura Bafofpo y cuyo centro esta compuesto por 3 laminas
beta situadas entre hélices alfa (a/p/a) (Figura II-2), y el dominio C-terminal que
compone los otros dos tercios de la proteina y estd constituido por varias hélices alfa,
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Figura I1-2. Estructura comtn de las GSTs. Las hélices estan representadas como cilindros y

las laminas beta estan representadas como flechas.



El dominio N-terminal contiene el sitio de uniéon del GSH, también llamado sitio
G (ver Figura II-3), y cuya union al sustrato GSH se establece fundamentalmente
mediante interacciones electrostaticas y enlaces de hidrogeno, mientras que el dominio
C-terminal contiene el llamado sitio H (ver Figura II-3) y proporciona los elementos
estructurales para el reconocimiento del segundo sustrato (cosustrato). Este sitio H es
menos especifico que el sitio G, ayudando asi a definir la selectividad de cada tipo de
GST hacia el cosustrato.

Figura I1-3. Representacion de los sitios G y H de la subunidad y el residuo prolina en
el extremo N-terminal al que se ha unido el segmento de 6 histidinas.

La estructura cuaternaria de casi la totalidad de las GSTs consiste en dimeros
formados por la interaccion del dominio N-terminal de una subunidad con el dominio
C-terminal de la otra. Estas conformaciones diméricas estabilizan la estructura terciaria
de cada una de las subunidades. Estas isoenzimas existen como homodimeros o
heterodimeros, con una masa molecular de aproximadamente 25 kDa por subunidad y
con un sitio G y un sitio H por monoémero, donde se encuentran una serie de residuos
muy conservados (como Tyr, Ser, Cys,...). Las isoenzimas citosolicas se clasifican en al
menos 7 familias (alpha, kappa, mu, pi, sigma, theta y zeta) diferenciadas en su
secuencia de aminoacidos, sus propiedades inmunologicas y su papel fisiologico
(Mannervik & Danielson, 1988; Oakley et al., 1997; Allardyce et al., 1999).

En la GST humana de la clase pi (hGST P1-1), al igual que la de las clases
alpha, mu y sigma, el grupo hidroxilo del residuo tirosina (Tyr-7) participa activamente
en el mecanismo de reaccion, interaccionando con el grupo tiol del GSH y reduciendo
su pK de 9 a 6-7 debido a la formacion del complejo GSH-hGSTP1-1 en el que el
proton del grupo tiol es liberado al medio (Caccuri et al., 1999). Esta hGST P1-1
(Figura II-3) se encuentra en el nucleo celular y estd asociada con la proteccion del



ADN frente al dafio inducido por la doxorubicina (antibidtico antraciclino contra las
células cancerosas), proporcionando resistencia a diversos farmacos anticancerigenos.
La expresion de la hGST P1-1 es elevada en algunos tumores humanos como canceres
de pulmoén, colon, ovarios, testiculos, vejiga, bucal y rifion. Por lo tanto, conocer la
estructura cristalina de las GST y su sitio de uniéon del GSH, junto con el desarrollo de
analogos del GSH, permite el desarrollo de competidores e inhibidores intracelulares
que pueden evitar la accion de estas enzimas en los tejidos tumorales ademas de mejorar
la accion de los compuestos alquilantes en el tratamiento del cancer (Hayes et al., 2005;
Sheeman et al., 2001). Conocer en profundidad la funcion de esta enzima y el modo de
interaccion con ligandos es fundamental para poder desarrollar e investigar en posibles
farmacos que actien mitigando los procesos de resistencia generados por esta enzima.

Para realizar estudios quimico-fisicos son necesarias grandes cantidades de
proteina y de elevada pureza. En este sentido, establecer procedimientos de
sobreexpresion y purificacion a gran escala constituye un punto basico para el desarrollo
de cualquier estudio posterior.
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1. EXPERIMENTAL

1. MATERIALES Y REACTIVOS.

1.1. Cultivos celulares:

LB (Luria-Bertani): 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L
de NaCl.

Ampicilina (0,1 g/mL).

Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido, IPTG 125 pg/mL.

Tris 50 mM, pH 8.

Vasos de precipitado, Matraces Erlenmeyer y botellas de 2 L (2). Matraz
Erlenmeyer de 250 mL. Probeta de 100 mL (1). Puntas para las micropipetas
(grandes y pequefias). Frasco (1) con 250 mL de medio de cultivo. Tubos
Falcon.

Campana de flujo laminar (Steril-Gemini).

Centrifuga y rotor SLA-3000 (Sorvall).

Placa agitadora orbital (Selecta).

Balanza de precision (Thermo).

Autoclave (Selecta).

1.2. Purificacion:

Extracto de células (conservadas a -80 °C).

Sonicador (Hielscher Ultrasonics UP400S).

Tampoén union: Tris 50 mM, NaCl 500 mM a pH 8.

Tampon de conservacion de la proteina: Fosfato sodico 20 mM, NaCl 5 mM y
EDTA 0,1 mM a pH 7.

Centrifuga y rotores SLA-3000 y SS-34 (Sorvall).

Columna con lecho de Cobalto HisTALON (GE Healthcare).
Sistema de purificacion AKTA Prime Plus (GE Healthcare).
Reactivo Bradford: Quick Start Bradford (Bio-Rad).
Gradillas, tubos de ensayo, micropipetas y puntas.
Concentradores Centriprep 30 (Millipore).

1.3. Electroforesis en gel:

Geles para electroforesis en SDS al 12 % (Bio-Rad).

Equipo para electroforesis Mini Protean II y fuente de alimentacion (Bio-Rad).
Disolucion de la muestra: Tris 0,5 M pH 6,8 (1 mL), Glicerol (0,8 mL), SDS
10% (1,6 mL), 2-mercaptoetanol (0,4 mL), Azul de bromofenol (0,05 % p/v)
(0,2 mL) y agua destilada hasta 8 mL.

Tampon de desarrollo: Tris 0,125 M, Glicina 1 My SDS 5 %, a pH 8,3.
Colorante (azul de Coomassie) (Merck).

Disolucion de fijacion/destincion: Metanol 40 % y acido acético 7 %.
Disolucién de tincion: metanol 40 %, acido acético 7 % y azul de Coomassie al
0,1 %.
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1.4. Medidas de la concentracién de proteina:

Espectrofotometro UV-visible (Thermo Scientific).

Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz.

Tampon fosfato sodico 20 mM, NaCl 5 mM y EDTA 0,1 mM a pH 7.
Reactivo Bradford: Quick Start Bradford (Bio-Rad).

Agitador de tubos (Ovan).

1.5. Ensayos de actividad:

e Espectrofotometro UV-visible (Thermo Scientific).
e GSH 10 mM.
e CDNB 20 mM (frasco cubierto con papel de aluminio para protegerlo de la luz).
e Tampo6n de actividad: Fosfato potasico 100 mM a pH 6,5.
1.6. FPLC:

e Equipo cromatografico: FPLC Akta Basic (GE Healthcare).

e Columna cromatografica: Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare).

e Tampon de trabajo: Fosfato potasico 20 mM, NaCl 150 mM y EDTA 0,1 mM a
pH7.

1.7. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC):

e Microcalorimetro VP-DSC (Microcal).
e Tampon para calorimetria: Hepes 10 mM a pH 7,5.

2. METODOS.
2.1. Cultivos celulares:

El sistema mas comUnmente utilizado para la expresion y purificacion de
proteinas recombinantes, y el que se empleara en este trabajo, es E. coli (Escherichia
coli), ya que se trata de un método sencillo, rapido, de bajo coste y que proporciona
buenos rendimientos (Kolm et al., 1995; Quesada-Soriano et al., 2011; Lichty et al.,
2005). El primer paso consiste en esterilizar los recipientes que se vayan a utilizar para
este proceso, evitando asi que otros microorganismos (contaminantes) puedan competir
con nuestras células. A continuacion se procede al cultivo de las células E. coli
transformadas, en medio LB liquido con una concentracion del antibiotico ampicilina
(200 pg/mL). A estas células E. coli se les ha insertado un plasmido o vector de
expresion que contiene la informacion genética de la proteina de interés, y que ademas
codifica la resistencia al antibiotico utilizado. De este modo, el antibidtico eliminara
todos aquellos microorganismos que carezcan de dicho plasmido.

Las células se dejan crecer primero en un precultivo con medio LB liquido y la
misma concentracion de ampicilina, para después crecerlas en un ultimo cultivo (con
mayor cantidad de medio LB liquido pero igual concentracion de ampicilina). A este
ultimo cultivo se le realizan medidas espectrofotométricas a 600 nm hasta que alcancen
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una absorbancia entre 0,5 y 0,6, momento en el cual se le adiciona el inductor IPTG.
Estas medidas se realizan para buscar el punto 6ptimo de las células (cuando hay mayor
cantidad de células en buen estado para poder generar nuestra proteina). El inductor
permite el comienzo de la expresion de la proteina de interés por lo que se debe
mantener el cultivo incubando durante 12-14 h (una noche) a 37 °C. Trascurrido este
tiempo se centrifuga todo el volumen de células, equilibrando previamente los
recipientes en una balanza. Finalmente, el precipitado obtenido se resuspende en
tampon Tris 50 mM a pH 8, y se vuelve a centrifugar, recogiéndose nuevamente el
solido.
Transformaciin Induccidn

Célula huéspe
Gen clonadao [ ---------

£
-

—
Origen de ~ e e o sssssssse Disrupcidn v purificacian
L e D0 e —
replicacidn —— s
resistencia et
a antibidtico

; Proteina pura
Vector de expresion
Figura I11-1. El vector de expresion (plasmido) se introduce en la célula huésped (en
este caso E. coli) tras clonar en ¢l el gen de interés (RBS se trata de la secuencia de
union al ribosoma). Las células se multiplican y se induce la expresion de la proteina en
el citoplasma de dichas bacterias (con el inductor IPTG). Finalmente tras romper dichas
células se purifican del extracto celular.

2.2. Purificacion:

Existen varios métodos de purificacion de proteinas basados en las diferentes
propiedades de las proteinas:

Caracteristica Procedimiento

Tamafo Cromatografia de exclusiéon molecular
. Cromatografia de interaccion hidrofobica
Polaridad
(fase reversa)
Carga Cromatografia de intercambio i6nico
Selectividad (afinidad) Cromatografia de afinidad

Tabla I11-1. Técnicas cromatograficas mas comunes para la purificacion de proteinas.

La técnica mas utilizada es la de adsorcion de proteinas por cromatografia de
afinidad, ya que produce mayor rendimiento en tan s6lo una o pocas etapas con menor
coste. Esto es debido a que en el resto de técnicas se obtienen también otros compuestos
con iguales o similares caracteristicas (tamafo, solubilidad, polaridad o carga),
necesitandose otra u otras etapas de eliminacion de dichos compuestos no deseados.

La cromatografia liquida de afinidad es una técnica de separacion basada en la
funcién bioldgica o en la estructura quimica de la biomolécula a purificar, que se puede
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utilizar para sustancias contenidas en una mezcla biologica compleja, separando incluso
formas nativas de las desnaturalizadas de una misma sustancia.

En este tipo de cromatografia la molécula de interés (por ejemplo, una proteina)
es especifica y reversiblemente adsorbida por un adsorbente que esta formado por un
ligando con afinidad por dicha molécula e inmovilizado sobre un soporte solido o
matriz. De este modo, la proteina es retenida por la fase estacionaria (adsorbente)
mientras que el resto de compuestos (entre ellos otras proteinas) son eliminados a través
de la fase movil. Finalmente la muestra puede ser separada mediante la elucion con una
disolucion que compita con el ligando desplazando a la proteina de interés. Todas estas
etapas se encuentran representadas en la Figura III-2 de forma esquematica.

—

- DD
T

'® Lavado de Impurezas

- =D

m‘ Eluciém de solato

-

Figura I11-2. Etapas de la adsorcion de proteinas.

Dentro de los adsorbentes se pueden distinguir ligandos de varios tipos (Figura
II-3): bioespecificos con una especificidad limitada (receptores de hormonas,
inhibidores, anticuerpos, etc.) o amplia (lectinas y cofactores), y ligandos
pseudoespecificos donde entrarian tanto moléculas bioldgicas (como aminoacidos e
histidinas) como no bioldgicas (colorantes de triazinas, brazos hidrofobicos e iones
metalicos). Los mas empleados para la cromatografia de afinidad en metales
inmovilizados (IMAC), técnica utilizada en este trabajo, son los adsorbentes
pseudoespecificos no biologicos debido a varias ventajas que presentan frente a los
ligandos bioespecificos: pueden ser empleados en un rango mas amplio de condiciones
de operacion, sus condiciones de elucion son menos drasticas, son mas baratos y se
regeneran con mayor facilidad.

Los adsorbentes de IMAC presentan una alta afinidad debido a los complejos
que los iones metalicos pueden formar con las proteinas. Con ligandos como
iminodiacetato  (IDA), N,N,N-tris(carboximetil)-etilendiamina (TED) o acido
nitrilotriacético (NTA) entre otros, inmovilizados en un soporte so6lido inerte
(normalmente celulosa, agarosa o silica), los iones divalentes de metales de transicion,
particularmente Cu®", Zn>", Ni*" y Co*", forman complejos de coordinacion dando lugar
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a quelatos polidentados con sitios de coordinacion libres que podran interactuar con la
proteina de interés a través de los grupos imidazol de histidinas.

Adsorbentes
de Afinidad

L
Ligandos Ligandos

Bioespecificos Pseudoespecificos
_ 1

~

1 ; 1
1 1
f

Especifidad Especifidad Moléculas
Limitada Amplia Biologicas |

L J U L J U

Moléculas No
Biologicas

Figura I11-3. Tipos de ligandos en adsorbentes de afinidad.

Son muchos los factores que pueden afectar a la selectividad de la uniéon metal-
proteina: pH, fuerza idnica, tipo de metal, densidad del ligando, la vecindad de las
histidinas en la superficie de las proteinas, la carga, etc. El disefio de proteinas
recombinantes con un péptido fusionado en el aminoacido N-terminal o la sustitucion
de aminoacidos especificos por histidina en la superficie de la molécula, son sélo
algunas de las estrategias utilizadas para la creacion de sistemas de expresion de
proteinas, los cuales tienen un protocolo de purificacion implicito sobre el que se
realizan modificaciones para la obtencion de mejores resultados.

En este trabajo se purifica hGST P1-1 que contiene un segmento de 6 histidinas
(HisGST P1-1) en su extremo N-terminal utilizando una columna (HisTALON Gravity
Column) con lecho de Co*" (IMAC, Inmobilized Metal Affinity Chromatography)
(Block et al., 2009), acoplada a un sistema compacto de separacion por cromatografia
liquida AKTA Prime Plus (Figura I11-4).



Figura I11-4. Vista general de la columna cromatografica HisTALON (imagen
izquierda) y del equipo de cromatografia (imagen derecha) AKTA Prime Plus.

El volumen de la columna utilizada fue de 5 mL y el flujo aplicado en todas las
etapas de la purificacion de 0,5 mL/min. Esta columna estd formada por particulas de
agarosa reticuladas con un grupo quelante inmovilizado (Porath & Olin, 1983; Porath et
al., 1975). El agente quelante (denominado comercialmente como TALON) es un
ligando tetradentado cargado con iones Co”', al cual se coordinan con una gran
selectividad las histidinas (Knecht er al, 2009), que es compatible con todos los
reactivos usados normalmente en la técnica IMAC (Tabla I1I-2) y que permite trabajar
tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes. Las condiciones utilizadas en este
trabajo son nativas y por tanto toda la purificacion se realiza en camara fria.

TALON Resin TALON structure
1T |
H,C —Zcoo

Carrier
Bead NN

Polyhistidine tag Protein

Figura I11-5. Diagrama de la interaccion del lecho la columna HisTALON con el
segmento de histidinas terminal de una proteina.
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Reactivo Concentracion aceptable
2-mercaptoetanol 10 mM
CHAPS, SDS, sarcosil 1%
Etanol & Etilenglicol 30%
HEPES 50 mM
Glicerol 20 %
Hidrocloruro de guanidina 6 M
Imidazol <500 mM at pH 7,0 to 8,0, para elucion
KCl1 500 mM
MES 50 mM
MOPS 50 mM
NaCl 1 mM
NP-40 1%
TRIS 50 mM
Triton" " -X 100 <1%
Urea &M

Tabla I11-2. Reactivos compatibles con la columna TALON.

Antes de iniciar la purificacion se deben romper las células (lisis celular) ya que
la proteina que nos interesa se encuentra en su interior. La ruptura de estas células se
realiza mediante sonicacion por ultrasonidos y en frio. Una vez finalizada la etapa de
sonicacion se centrifuga todo el extracto celular recogiéndose el sobrenadante, el cual se
coloca en el sistema de inyeccion de muestras del sistema de purificacion (AKTA Prime
Plus). Se ensayaron dos procedimientos de purificacion: 1) en gradiente (0 mM a 200
mM de imidazol) y 2) en escalon (con imidazol 200 mM). En ambas purificaciones se
monitoriza y se registran todos los pasos de la purificacion:

- Equilibrado: Previamente a la inyeccion de la muestra, la columna se equilibra
con tampo6n de union, pasando por ella al menos 5 volumenes de columna (5x5 mL).

- Toma de muestra: La muestra, en tampon de union, se introduce
automaticamente mediante el sistema de inyeccion correspondiente y va pasando por la
columna a flujo constante. La proteina quedara retenida (unida) a la matriz de la
columna, y el resto de componentes de la muestra serdn arrastrados por el tampon.

- Lavado I: Una vez pasado todo el extracto celular, se hace pasar al menos 2
volumenes de columna (10 mL) de tampoén de unidon para eliminar los posibles restos
que hayan quedado, dejando asi nuestra proteina retenida en la columna.

- Elucion: A continuacion se libera la proteina de la matriz de la columna
haciendo pasar por ésta el tampon de elucion (gradiente o escalon).

-Lavado 2: Finalmente se hace un lavado total de la columna dejando que pase
tampon de elucion por la columna para eliminar restos de la proteina u otras proteinas

que hayan podido quedar fuertemente retenidas al lecho de la columna.

La salida de la columna, de todos los pasos anteriores, es siempre fraccionada y
recogida en un colector de fracciones asociado al equipo de purificacion.

19



2.3. Electroforesis en gel:

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas cargadas por
migracion en un campo eléctrico. La carga neta que presentan todas las proteinas a
cualquier pH distinto al de su punto isoeléctrico le otorga esa capacidad de migrar en
presencia de un campo eléctrico, pero lo hacen a distintas velocidades segun su carga y
la forma de la molécula, por lo que esta técnica se puede utilizar tanto para la separacion
como para la identificacion de algunas proteinas.

Uno de los métodos de electroforesis mas comunmente aplicado para proteinas
es el que emplea geles de poliacrilamida (PAGE = polyacrylamide gel electrophoresis)
en presencia del detergente anidnico dodecilsulfato sédico (SDS), técnica conocida
como SDS-PAGE. A su vez, dentro de este método el mas empleado es el de Laemmli
(Laemmli, 1970), en el que se utiliza un gel separador donde se realiza la separacion de
las proteinas en funcion de su masa molecular, y un gel apilador o compactador donde
se aplica la muestra, ambos con pH y porosidad distintos (Figura III-6). Este es el
método empleado en este trabajo.

L L L L

e—|— gel compactador (superior)

e—|—— gel separador (inferior)

Figura I11-6. Esquema general de un gel de SDS-PAGE, compuesto por dos geles de
distinta porosidad y pH, los cuales cumplen funciones distintas para aumentar el poder
de resolucion.

Los geles de poliacrilamida constituyen un excelente medio de soporte para
separaciones electroforéticas, dado que retnen una seric de propiedades idoneas:
transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con una gran variedad
de compuestos quimicos. Se forman por copolimerizacion de acrilamida con la
bisacrilamida, en una reaccion iniciada por la descomposicion de persulfato de amonio,
la cual esta catalizada por TEMED (tetrametiletiléndiamina). El SDS provoca la
desnaturalizacion de la proteina debido a su capacidad para unirse a las cadenas
polipeptidicas en una proporciéon masa:masa constante (1,4 gramos de SDS por cada
gramo de proteina). Luego en estas condiciones existe una relacion directamente
proporcional entre la movilidad de la proteina y la masa molecular de las subunidades
que la constituyen.

El montaje (Figura I1I-7) se realiza siguiendo una serie de pasos, en los cuales se
ensamblan seguidamente los siguientes elementos:
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el de poliacrilamida
Placas de vidrio
Blogue de plastico
Mucleo de electrodos

Cubeta rellena de tampon

Figura I11-7. Esquema (izquierda) e imagen (derecha) del montaje de la cubeta de
electroforesis.

En el gel se aplican pequefias alicuotas de las fracciones a examinar (toma de
muestra, lavado, elucion, extracto de proteina, proteina dializada y un marcador que
contiene una serie de proteinas de diferente masa molecular en el intervalo de la masa
molecular de nuestra proteina). Si la muestra ha sido reducida con 2-mercaptoetanol (u
otro reductor como el ditiotreitol), los enlaces disulfuro intra- e inter-catenarios son
disociados (reducidos), de modo que las subunidades se separan como cadenas
peptidicas individuales. La movilidad electroforética relativa esta relacionada con el
logaritmo de la masa molecular. Realizando un grafico con los estindares de masa
molecular conocida se obtiene una linea patron en la cual se pueden interpolar muestras
de masa molecular desconocida. La movilidad se puede evaluar de distintas formas,
siendo una de ellas, simplemente midiendo la distancia recorrida (en mm) por la banda
desde el pocillo. Representando esta distancia, para cada una de las proteinas patron,
frente al logaritmo de la masa molecular se obtiene la recta patron.

2.4. Espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-visible):

Un espectrofotometro es un instrumento que permite comparar la radiacion
absorbida o transmitida por una disoluciéon que contiene una cantidad desconocida de
soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia. Cuando un haz
de radiacion UV-Vis atraviesa la muestra, un electron absorbe dicha energia y es
promovido del estado fundamental a un estado excitado, para finalmente volver a su
estado inicial emitiendo parte de esa energia absorbida. La fraccion de radiacion que ha
logrado traspasar la muestra es denominada transmitancia (T = I/lo), pero por efectos
practicos se utiliza, en su lugar, la absorbancia (A= -logT).

Para la determinacion espectrofotométrica de la concentracion de nuestra
proteina, y debido a que las proteinas absorben en la region ultravioleta (alrededor de
280 nm), se utilizan en nuestro caso cubetas de cuarzo, ya que no absorben radiacion en
esta region y por tanto no causan interferencias en la medida. El equipo con el que se ha
trabajado es de doble haz, por lo que la medida se realiza frente a una referencia
constituida unicamente por el tampon que contiene a la proteina, en nuestro caso,
tampon fosfato sodico 20 mM, NaCl 5 mM y EDTA 0,1 mM a pH 7. De este modo en
el espectro obtenido se observa un pico caracteristico alrededor de 280 nm
correspondiente a nuestra proteina.
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Una vez obtenida la absorbancia a 278 nm y siguiendo la Ley de Lambert-Beer,
se puede estimar la concentracion de nuestra proteina, C:

Io
A=log107=8°l-C

Siendo “A” la absorbancia en el punto maximo del espectro, “c” el coeficiente
de extincion molar (el cual es caracteristico para cada sustancia, y tiene un valor de
54400 M- cm™ a 278 nm), “I” la longitud de la cubeta (I= 1 cm) y “C” la
concentracion de proteina en la disolucion.

2.5. Ensayo Bradford:

Se trata de un ensayo colorimétrico de cuantificacion de proteinas basado en el
cambio en el maximo de absorbancia cuando un colorante hidrofobico (Azul de
Coomassie G-250 “reactivo Bradford”), interacciona con la proteina formando un
complejo de color azul (Figura I1I-8) (Bradford, 1976). Esto es debido a que la union
del colorante a la proteina estabiliza la especie anionica de color azul, la cual es
detectada a 595 nm. Para que esto ocurra, la proteina debe tener residuos de
aminoacidos basicos o aromaticos. Este ensayo es mas sensible frente a la presencia de
contaminantes en las muestras de proteinas en comparacion con otros ensayos de
cuantificacion de concentracion de proteinas, y ademas requiere de la realizacion previa
de diluciones de las muestras antes de su analisis. Sin embargo, es un método que se
lleva a cabo con mayor rapidez y facilidad, a la vez que presenta mayor sensibilidad que
las medidas de absorbancia a 280 nm (Ramagli & Rodriguez, 1985). Del mismo modo,
se obtiene una medida de la concentracion de proteina mas exacta que en el caso del
ensayo espectrofotométrico. La intensidad del color del complejo formado depende de
la concentracion de la proteina en la muestra. Por tanto, la cantidad de complejo
presente en la solucion es una medida de la concentracion de proteina. Esta
concentracion se obtiene interpolando a partir de una recta patron.

Figura I11-8. Tubos que contienen: reactivo Bradford sin proteina (izquierda), y reactivo
Bradford y proteina (derecha).
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2.6. Ensayo de actividad:

La actividad enzimatica es una medida de la cantidad de enzima activa presente
en la muestra y del nivel de actividad de la misma. Una unidad usualmente utilizada es
la actividad especifica, referida a la actividad de una enzima por miligramo de proteina.
Esta es dependiente de condiciones como la temperatura, pH y concentracion, por lo
que conviene fijar y trabajar siempre bajo dichas condiciones establecidas. La medida
de actividad enzimatica de GST se realizé segin los métodos descritos por Habig y
Jakoby (Habig et al, 1974; Jakoby & Habig, 1980), siguiendo
espectrofotométricamente la absorbancia a 340 nm producida por la absorcién en la
region visible del complejo formado en la reaccion.

La reaccion general que cataliza la GST es (Salinas & Wong, 1999):

GST
GSH + CDNB —> GS-CDNB

La formacion del complejo GS-CDNB (amarillento) es muy rapida en presencia
de dicha enzima, por lo que debe realizarse la mezcla de ambos sustratos
inmediatamente antes de la realizacion de la medida en el espectrofotdmetro. Una vez
realizada una medida a un blanco que contiene Unicamente el tampon, se realiza la
medida a la muestra de proteina (con GSH y CDNB) monitorizando la absorbancia a
340 nm en funcion del tiempo.

De la pendiente del tramo lineal se obtiene la velocidad de la reaccion que
corresponde a la actividad. La unidad de actividad (U) se define como los micromoles
de producto formado en 1 minuto en las condiciones optimas del ensayo (temperatura,
pH, concentracion de sustrato, etc...). La pendiente inicial (en el tramo comprendido
entre t; y tp, 30 segundos aproximadamente) deducida espectrofotométricamente se
expresa como AAszgy/min. Utilizando la ecuacion de Lamber-Beer, el coeficiente de
extincion para el producto (GS-CDNB) a 340 nm (340 = 9600 M'em™) y el espesor de
la cubeta (1 cm), se deducen las unidades de actividad (U). Para la obtencién de una
buena linealidad durante la duracion del ensayo son necesarios aprox. 1-2 pg de enzima.
La actividad especifica (U/mg) sera el cociente entre el nimero de unidades y los mg de
proteina en el ensayo, y se calculara mediante la siguiente ecuacion:

Aza0.(t2) - Azs0.(t1)
(tz- t1)-€340-(mg GST)

U
Actividad especifica(m—g) =

2.7. FPLC:

La técnica cromatografica de FPLC (Fast Pressure Liquid Cromatography) esta
basada en los cromatografos liquidos de alta resolucion (HPLC) a presiones no
demasiado altas.
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Figura I11-9. Equipo cromatogréafico de FPLC AKTA Basic (GE Healtcare)

Se ha utilizado, en nuestro caso, una columna de exclusion molecular o tamiz
molecular (Superdex 200 10/300 GL). Se trata de una cromatografia liquida en la cual
una mezcla de proteinas es separada en base a su retencion (dependiente de la masa
molecular) en la fase estacionaria utilizando como fase moévil la correspondiente
disolucion tampén. En nuestro caso, el cromatograma resultante muestra la sefial
detectada (absorbancia a 280 nm) frente al tiempo de retenciéon (o volumen de
retencion). Comparando con la recta patrén correspondiente en la que se representa el
log My, frente al tiempo de retencion en min (t;) o volumen de retencion, se puede
estimar, la masa molecular de nuestra proteina.

2.8. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC):

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una herramienta muy util para
los estudios de prediccion del mecanismo del plegamiento de las proteinas, asi como
para determinar la estabilidad térmica de las proteinas y estudiar los factores que afectan
a dicha estabilidad. También nos da informacion acerca de la reversibilidad del proceso
de desplegamiento térmico de la proteina en cuestion, ademas de otras cuestiones, como
por ejemplo, el efecto que provoca la presencia de un ligando sobre la estabilidad de la
proteina a analizar (Quesada Soriano et al., 2006). Esta técnica proporciona informacion
termodinamica de interés, fundamentalmente en el caso en que el proceso de
desplegamiento térmico inducido sea reversible.

Consiste en calentar una muestra (por ejemplo, una proteina) y una disolucion de
referencia a igual temperatura y a una cierta velocidad de barrido (K/min). Al calentar
ambas celdas (muestra y referencia) se produce una transicion inducida por la
temperatura (por ejemplo, la desnaturalizacién de una proteina) y la muestra absorbe
parte del calor que se le esta suministrando a la celda. Como resultado, la célula de la
muestra tendria una temperatura algo inferior a la de la celda de referencia, pero el
sistema de control del equipo suministra una potencia calorifica adicional para que
ambas mantengan la misma temperatura. Esta potencia en exceso es proporcional a la
diferencia de capacidades calorificas entre las dos celdas y sus contenidos. De esta
forma se obtiene la capacidad calorifica del soluto en funcion de la temperatura (Figura
I11-10) (Sanchez-Ruiz, 1992).
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Para obtener la traza calorimétrica final (“Traza resultante” en la Figura III-10)
es necesario realizar una serie de pasos que esquematizamos en la Figura III-10.
Inicialmente, en cualquier experimento de este tipo, hay que registrar la traza
calorimétrica correspondiente a la disolucion tampén que contenga a la proteina
(llamada “linea base instrumental” en la Figura III-10) y posteriormente registrar la
traza correspondiente a la proteina (llamada “muestra” en la Figura II-10). A
continuacion, con ayuda del software proporcionado por el instrumento, restamos la
linea base instrumental de la traza de la proteina y normalizamos los datos de capacidad
calorifica introduciendo el valor de la concentracion utilizada (ver Figura III-10).
Finalmente, hay que corregirle a la traza, la que se llama linea base quimica. Existen
distintas formas de trazar esta linea base siendo la mas utilizada la llamada “spline
correction” que consiste basicamente en trazar una linea base con “cierta curvatura” en
la zona del pico que simule de forma suave la tendencia de la sefial en la zona de la
transicion. Estas correcciones las realiza de forma automatica el software de andlisis
correspondiente. Una vez corregida la sefial aparecera la grafica de DSC final (ver
Figura I11I-10).
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Figura 111-10. Traza de calorimetria diferencial de barrido (DSC). Correcciones de linea base
instrumental y quimica.

En este trabajo se realiza un experimento con la proteina purificada, y seguidamente
con otra alicuota de proteina a la misma concentracion que antes y a la que se le
adiciona como ligando GSH a 1 mM. El maximo de cada pico representa la temperatura
maxima a la cual se desnaturaliza térmicamente la proteina, de modo que comparando
en ambas graficas se puede deducir si la presencia de ligando estabiliza o no a la
proteina pura. Cuando mayor sea la afinidad del ligando por la proteina, tanto mayor va
a ser el desplazamiento en el valor del méximo de la curva de capacidad calorifica
(Ortiz-Salmerodn et al., 2001; Ortiz-Salmerén et al., 2003).
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Ademas, se puede examinar la reversibilidad de la proteina recalentando la muestra
inmediatamente después de enfriar la celda con la muestra que se calentd en el primer
barrido. Con esto se demuestra si el sistema vuelve al estado inicial (nativo) después del
enfriamiento. Para evitar en muchos casos de irreversibilidad, que la proteina se
desnaturalice y que simplemente el calentamiento produzca el desplegamiento, es
frecuente, cortar la traza al pasar el maximo del pico y enfriar inmediatamente la
muestra para realizar seguidamente un segundo barrido. En algunos casos, este corte en
el barrido de temperatura, sin dejar que se resuelva el pico en su totalidad, no evita que
el desplegamiento esté asociado a la desnaturalizacion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este Trabajo Fin de Grado (TFG) se ha sobreexpresado y purificado la proteina
hGST P1-1 que tiene unida en la prolina de su extremo N-terminal un segmento de 6
histidinas (HisGSTP1-1) utilizando bacterias E. coli transformadas. Tras la
sobreexpresion se ensayaron dos procedimientos de purificacion mediante
cromatografia de afinidad y se caracterizo la proteina purificada por varios métodos.

Existen varios métodos de purificacion de proteinas (cromatografia de intercambio
ionico, de absorcion, de exclusion molecular, de afinidad y precipitacion), pero se ha
observado que el mas eficaz es el de afinidad, debido a que se trata de una técnica de
purificacion que produce mayores rendimientos en tan solo una etapa.

Aunque esta proteina sin modificar es comtiinmente purificada con rendimiento y
pureza elevada mediante cromatografia de afinidad en una columna derivatizada con
GSH, uno de los dos sustratos de la reaccion (Egaas et al. 1994; Hoarau et al., 2002;
Singhal et al. 1992; 1996), en este trabajo se examina un procedimiento de purificacion
alternativo, utilizando una proteina modificada en su extremo N-terminal, que puede ser
de utilidad para aplicarlo como estrategia de purificacion en mutantes cuya mutacion
afecte a la afinidad de union hacia el GSH y para los que el procedimiento tradicional
seria inadecuado.

La cola de histidinas acoplada al extremo N-terminal de la proteina le otorga una
cierta afinidad por los iones Ni** y Co”". En este caso, se ha utilizado una columna
comercial TALON cargada con iones Co*". Debido a que la proteina de interés es la
Uunica que contiene una etiqueta-His, interaccionara con el i6n metalico de la matriz
mientras que el resto de las proteinas no se uniran o muy débilmente y seran eluidas de
la columna durante el paso de la muestra (extracto). Finalmente la proteina es eluida
con una solucion de imidazol que compite con el i6n metalico por las histidinas
presentes en dicha proteina.

A continuacion se indican todos los pasos y procedimientos seguidos.

1. CULTIVOS CELULARES:
- Preparacion de medios de cultivo:

Se preparan 4,5 L del medio de cultivo LB: se disuelve cloruro sddico, triptona y
extracto de levadura en agua destilada para un volumen de 2 L y se transfiere a una
botella de 2 L (este proceso se realiza 2 veces). El medio litro de medio de cultivo
restante se realiza enrasando en un matraz de 500 mL y transfiriéndolo a una botella de

medio litro. A continuacion se introducen todas las botellas con los medios de cultivo y
todo el material necesario en la autoclave.

- Siembra de los precultivos:
Se adicionan 100 mL del medio de cultivo en 2 matraces de 250 mL diferentes,

y se le afiaden 100 pL del antibidtico ampicilina y 4 pL de las células E. coli
transformadas. Se tapan los matraces con tapones de algodon y papel de aluminio y se
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introducen en un incubador a 37 °C y en suave agitacion durante 12-14 h (normalmente
una noche). Los otros litros con los medios de cultivo se dejan tapados a 4 °C.

- Siembra de los cultivos:

Se adiciona 1 mL del antibidtico ampicilina en las botellas de 2 L que contienen
el medio de cultivo y seguidamente se transfiere a un erlenmeyer de 2 L. Se afiaden 30
mL del precultivo, se tapan con algodon y papel de aluminio y se dejan en el incubador
a 37 °C durante 3 horas, comprobando el crecimiento de las células hasta que la
absorbancia a 600 nm se encuentre entre 0,5-0,6. A continuaciéon se adiciona sobre
dichos matraces 1 mL del inductor IPTG 0,5 mM, y se dejan en el incubador (tapados)
durante 14 h (normalmente una noche).

- Centrifugacion de los cultivos celulares:

Se transfieren los cultivos a tubos de centrifuga (equilibrandolos en una balanza,
Figura IV-1) y se introducen por parejas enfrentados en el rotor de la centrifuga (SLA-
3000, 7000 rpm). Tras cada ciclo centrifugacion (20 min) se desechan los
sobrenadantes. Finalmente, el precipitado obtenido se resuspende utilizando el minimo
volumen de tampon de resuspension, Tris 50 mM a pH 8, sobre el mismo tubo de
centrifuga que contiene las células. Una vez resuspendidas se dividen en dos fracciones
(en tubos Falcon), se equilibran nuevamente en la balanza, y se centrifugan (rotor SLA-
3000, 7000 rpm) volviéndose a desechar el sobrenadante. Las dos fracciones del
precipitado de células final (Figura IV-1) se congelan a -80 °C hasta su uso posterior.

Figura IV-1. Imagen de la balanza con los medios de cultivo para equilibrar (izquierda)
y precipitado de células final (derecha)

2. PURIFICACION:

Cada una de las dos fracciones de células obtenidas en la etapa anterior, se
utiliza para cada uno de los dos procedimientos de purificacion ensayados.

Se han utilizado dos procedimientos de purificacion utilizando cromatografia de
afinidad con el fin de conocer los resultados de cada uno y examinar el mas idoneo para
obtener la maxima cantidad de proteina y con suficiente pureza. En ambos
procedimientos se llevaron a cabo siguiendo una serie de etapas:

1) Resuspension de las células en el correspondiente tampén de union.
2) Sonicacion de las células.
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3) Centrifugacion.
4) Purificacion.

Por tanto, antes de iniciar la purificacion se redisuelven las células
correspondientes a una de las dos fracciones de la etapa anterior en unos 30 mL de
tampon de union (A) y se rompen en frio mediante sonicacion. Seguidamente se
centrifuga el extracto celular (rotor SS-34, 18000 rpm, 40 min), también en frio,
utilizdndose el sobrenadante para la purificacion de la proteina.

Para los dos procedimientos de purificacion (en gradiente y en escalon) se utilizan
dos disoluciones tampon: tampoén de union (A) y de elucion (B):

v Tampon de union (A): Tris 50 mM, NaCl 500 mM para un volumen total de
1L,apHS.

v' Tampén de eluciéon (B): Tris 50 mM, NaCl 500 mM e imidazol 200 mM
para un volumen total de 250 mL, a pH 8.

Purificacion en gradiente (gradiente de 0 a 200 mM de imidazol):

Se coloca la columna de cobalto en el sistema de purificacion, se introduce la
muestra en el sistema de inyeccion de la muestra y se programa el instrumento con los
siguientes datos (Tabla IV-1):

Equilibrado Tomade Lavado 1 Elucion
muestra
Tampon A 25 mL - 25 mL Gradiente lineal -
Tamp6n B - - (50 mL) 25 mL
Muestra - 40 mL - - -

Tabla IV-1. Etapas y volumenes utilizados en las diferentes etapas de la purificacion en
gradiente de imidazol.

En este caso, en el paso de elucion se programa un gradiente lineal de imidazol
de 0 a 200 mM con los tampones A y B. Las etapas anteriores las realiza el equipo
cromatografico de forma automatica e igualmente, la disolucion eluida de la columna
durante todo el proceso es recogida automaticamente en un colector en fracciones de 4
mL.

El perfil cromatografico se muestra en la Figura I[V-2:
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Figura IV-2. Purificacion en gradiente (0-200 mM de imidazol). En esta grafica se han
sefialado las distintas etapas de la purificacion: 1. Pre-equilibrado; 2. Toma de muestra;
3. Lavado 1; 4. Elucién; 5. Lavado 2.

Se extraen algunas alicuotas de unos 15 pL de las fracciones de las etapas de
toma de muestra y de elucion en distintos tubos de ensayo y se le afiaden 200 pL del

reactivo Bradford. La aparicion de color azul intenso indicara la presencia de proteina.

Purificacion en escalon de imidazol (200 mM de imidazol):

Los tampones a utilizar son los mismos que en el caso anterior y las etapas y
volumenes empleados se indican en la Tabla [V-2.

Equilibrado Toma de Lavado 1 Elucion Lavado 2
muestra
Tampoén A 25 mL - 30 mL - -
Tampo6n B - - - 40 mL 10 mL
Muestra - 50 mL - - -

Tabla 1V-2. Pasos y volumenes utilizados en las diferentes etapas de la purificacion en escalon
de imidazol.

En este caso, en las etapas de elucion y lavado se utiliza el mismo tampon
(tampdn B).

El procedimiento empleado es el mismo que para la purificacion en gradiente
anterior, salvo que en este caso, se programa que tras el paso de lavado 1 con el tampoén
A (etapa 3, en la Figura IV-3) se introduzca directamente (escalon) el tampdén B con 200
mM de imidazol:
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Figura IVV-3. Purificacion en escalon de imidazol. En esta grafica se han sefialado las
distintas etapas de la purificacion: 1. Pre-equilibrado; 2. Toma de muestra; 3. Lavado; 4.
Elucion 200 mM imidazol; 5. Lavado 2.

Una vez recogidas todas las fracciones de los distintos pasos de las dos
purificaciones (gradiente y escalon de imidazol), se realiza electroforesis en SDS y una
vez identificada la proteina en las fracciones de la elucion, se junta, concentra y dializa
la proteina eluida en tampoén fosfato sodico 20 mM, NaCl 5 mM y EDTA 0,1 mM a pH
7 y se procede a los siguientes ensayos de caracterizacion. Para conservarla durante
tiempo se congela a -80 °C.

3. ELECTROFORESIS EN GEL:

Se extraen alicuotas de aproximadamente 50 pL de algunos tubos que contienen
la disolucion que ha pasado por la columna en las distintas etapas de la purificacion.
Estas alicuotas las usamos para realizar una electroforesis en SDS (condiciones
desnaturalizantes). Sobre estas alicuotas (en tubos eppendorf) se adiciona un volumen
similar de “disolucion de la muestra”. Se introducen en un bafio y se calientan durante
unos minutos a 60 °C. Asi aseguramos la completa desnaturalizacion de las muestras de
proteina. Con ayuda de una jeringa Hamilton colocamos, una vez montado todo el
sistema de placas para la electroforesis y con tampén de desarrollo (ver Figura I1I-5 en
la seccion de Métodos), aproximadamente 10 pL en cada calle del gel. Igualmente en
una de las calles colocamos el marcador de masas moleculares (calle 1 en Figura IV-4)
y en las calles 6 y 7 (Figura IV-4) la proteina purificada mediante gradiente y en
escalon, respectivamente. A continuacion se conectan los terminales de los electrodos
de la cubeta a la fuente de alimentacion a 80 V hasta que el colorante de cada una de las
calles se encuentre a poca distancia del extremo inferior del gel, momento en el que se
da por finalizada la electroforesis. A continuacion procedemos a desmontar las placas y
comenzar el revelado y visualizacion.
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- Visualizacion de las bandas:

Se introduce el gel de la electroforesis en el “tampon de fijacion” de las bandas (ver
Materiales para detalles), y se deja unos minutos. A continuacion se traslada el gel a la
“disolucion de tincion” para comenzar el tefiido de las bandas con proteina en cada una
de las calles. Pasado un tiempo, se comienza el proceso de destincion con tapon de
fijacion/destincion.

75 kDa

50kDa —— = ' =

37kDa —

25kDa ———————=  — --.

20 kDa

Figura IV-4. Revelado del gel de electroforesis con la proteina HisGST P1-1. Calle
1: Marcador de pesos moleculares conocidos; calle 2. Extracto inicial; calle 3: Toma
de muestra (salida de la columna tras el paso del extracto); calle 4: lavado 1; calle 5:
Proteina eluida; calles 6 y 7, proteina dializada, resultante de la purificacion con
gradiente y en escalon, respectivamente.

Dado que la proteina tiene una masa molecular de aproximadamente 25
kDa/subunidad la banda de ésta en el gel debe aparecer sobre esa masa molecular. En la
Figura IV-4 se puede observar (calle 2) la presencia de la proteina (banda intensa
alrededor de los 20-25 kDa) en el extracto inicial (procedente de la sonicacion) que se
introduce en la columna. Ademas las calles 3 y 4 correspondientes a la salida de la
columna durante la toma de muestra y al lavado 1, no muestran banda de la proteina.
Esto indica por una parte, que tras el paso por la columna nuestra proteina queda
retenida (ausencia de la banda en dicha calle) y por otra, que durante el lavado 1 no se
eluye la proteina. En cambio, en la calle 5 correspondiente a una muestra obtenida
durante la elucion, se observa inicamente la banda de la proteina. En las calles 6 y 7, se
puede observar la pureza, tanto para la purificacion por gradiente como para la
purificacion en escalon. Por tanto, en principio, la pureza parece ser similar con
independencia del procedimiento de purificacion a emplear (gradiente o escalon).

4. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE (UV-VISIBLE):

En una cubeta de cuarzo se introducen 1 mL de tampdn fosfato sdédico 20 mM,
NaCl 5 mM y EDTA 0,1 mM a pH 7 (tampon en el que se encuentra la proteina
purificada, concentrada y dializada), y se hace una medida que servird de referencia.
Después, en otra cubeta similar se adicionan 100 pL de la proteina purificada sobre
1000 pL del mismo tampon con que se hizo el blanco, y se realiza la correspondiente



barrido espectrofotométrico desde 240 hasta 500 nm. Se sigue el mismo procedimiento
en ambas purificaciones, resultando un espectro similar. En la Figura IV-5 se muestra
uno de estos espectros. Se observa claramente el pico a aproximadamente 280 nm,
caracteristico de las proteinas y debido a la absorcion de las tirosinas y los triptofanos.

0.8}

Absorbancia a 280 nm

250 300 350 400 450 500
A (nm)

Figura IV-5. Espectro UV-visible de una muestra de proteina HisGST P1-1 purificada
en tampon fosfato sodico 20 mM, NaCl 5 mM y EDTA 0,1 mM a pH 7.

Aplicando la ley de Lambert-Beer, y para una absorbancia de 0,649 obtenida
para la proteina purificada por gradiente a 278 nm se deduce que la concentracion es
1,2:10°M (12 uM). Teniendo en cuenta la dilucién que se hizo (100/1100) y el peso
molecular estimado para la proteina con la cola de histidinas (49592 g/mol):

mmol 1100 ul. 49592 mg

1,2 - 105 . .
mL 100 uL mmol

= 6,55 mg/mL

Por tanto, para el volumen total de proteina recogido de 5 mL, la cantidad de
proteina obtenida, a partir de los 2 L de volumen de cultivo, fue de 32,73 mg para la
purificacion en gradiente.

Realizando el mismo procedimiento para la proteina purificada por escalon, y
con una absorbancia obtenida de 0,950 a 278 nm, la concentracion deducida fue 9,52
mg/mL, lo que proporciona una cantidad de proteina (para los 4 mL recogidos) de 38,08
mg para los 2 L de cultivo.

5. ENSAYO BRADFORD:

Inicialmente, antes de proceder a la determinacion de la concentracion de la
proteina mediante este ensayo, se debe realizar la recta patron correspondiente. Para
cllo, se utilizan una muestra de disolucién de albumina bovina comercial de
concentracion conocida (disolucion patron). Se preparan 100 pL de distintas diluciones
de esta disolucion patron (segun indica el protocolo comercial) en el mismo tampon en
el que se va realizar la determinacion de la concentracion de nuestra proteina (fosfato
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sodico 20 mM, NaCl 5 mM y EDTA 0,1 mM a pH 7). A continuacion se afiaden 5 mL
de reactivo Bradford a cada una de las diluciones, se agitan en un vortex y se dejan en
reposo durante 5 min, al cabo de los cuales se determina la absorbancia a 595 nm. En la
Figura IV-6 se muestra la recta patron correspondiente representando la absorbancia
frente a la concentracion de proteina de cada dilucion en mg/mL.

Absorbancia (595 nm)

0.0 . 1 . I . I . I . I
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

[Proteina] (mg/mL)

Figura IV-6. Recta patron para la determinacion de la concentracion de proteina
mediante el reactivo Bradford.

A continuacién se procede a la determinacion de la concentracion de nuestra
proteina, operando de forma similar a lo realizado anteriormente. Asi, se hacen tres
diluciones de la proteina purificada con el tampoén fosfato sodico 20 mM, NaCl S mM y
EDTA 0,1 mM a pH 7. La primera dilucion es 1/10, de la cual se toman 100 pL, y, en
tubo de ensayo, se le afiaden 5 mL del reactivo Bradford. Se agita y se deja 5 minutos
reposando. Se realiza un blanco en el espectrofotometro con el reactivo Bradford y, una
vez pasados esos 5 minutos, se introduce en el espectrofotometro la dilucion preparada
anteriormente. Una vez finalizada la medida de absorbancia, se realiza la misma
operacion para una dilucion 1/75 y otra para una 1/100.

Interpolando el valor medio de la absorbancia a 595 nm para las tres diluciones,
la concentraciéon de proteina obtenida para la purificacion en gradiente fue de 5,78
mg/mL. Por consiguiente, para los 5 mL de proteina total recogidos a esta
concentracion, la cantidad de proteina obtenida (en mg) fue 28,93 mg.

Realizando el mismo procedimiento para la proteina purificada por escalon, la
concentracion deducida fue de 8,42 mg/mL, lo que proporciona una cantidad de
proteina (en los 4 mL) de 33,70 mg.

Por tanto, la cantidad de proteina total cuantificada por ambos métodos
(espectrofotométrico y Bradford) es similar, tanto para la purificacion por gradiente
como para la purificacion por escalon. Este resultado pone de manifiesto, la validez de
cualquiera de los dos métodos como procedimiento de cuantificacion de esta proteina.
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6. ENSAYO DE ACTIVIDAD:

Se preparan los reactivos para el ensayo (GSH 10 mM, CDNB 20 mM) y
tampon de actividad: Fosfato potasico 100 mM a pH 6,5. Asi, se pesan 30 mg de GSH
en un tubo y se disuelven en 10 mL del tampon de actividad. En otro tubo, se pesan 20
mg de CDNB y se disuelven en 5 mL de etanol puro (se introduce en ultrasonidos
durante unos 20 minutos y se deja tapado con papel de aluminio). A continuacion se
prepara una dilucion 1/1000 de la proteina purificada con el objetivo de tener una
disolucion de proteina lo suficientemente diluida para el ensayo (1-2 pg).

Una vez preparados los reactivos se procede a la medida de actividad. Se
adicionan en una cubeta de plastico 850 uL del tampon de actividad, 100 pL de la
disolucion de GSH, 20 pL de la dilucion de la proteina y, de forma rapida, se adicionan
50 pL de la disolucion de CDNB. Inmediatamente se introduce la cubeta en el
espectrofotometro y se realiza la medida. La Figura IV-7 muestra un registro de uno de
los ensayos de actividad.

Absorbancia (340 nm)

0.5 T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (seg)

Figura IV-7. Ensayo de actividad de HisGST P1-1.

Las medidas de la actividad especifica (U/mg) de la proteina obtenida por
gradiente y por escalon fueron de aproximadamente 72 y 83 U/mg, respectivamente.
Estos valores, son similares, dentro del error experimental, a los obtenidos en las
mismas condiciones para la proteina en ausencia de cola de histidinas (70-90 U/mg)
(Huang et al. 2008; Ricci et al. 1995).

7. FPLC:

Se equilibra la columna de Superdex 200 con tampdn fosfato potasico 20 mM,
NaCl 150 mM y EDTA 0,1 mM a pH 7, y se deja equilibrando el sistema hasta el dia
siguiente a un flujo de 0,3 mL/min. Al dia siguiente, se aumenta el flujo a 0,5 mL/min y
se pasa tampon de equilibrado durante media hora A continuacion se inyectan en el
equipo cromatografico (Akta Basic) a 0,5 mL/min 100 pL de una mezcla comercial de
patrones de masa molecular conocida compuesta por ferritina (440 kDa), conalbiimina
(75 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa) y ribonucleasa (13,7 kDa).

El cromatograma resultante se muestra en la Figura [V-8.
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Figura IV-8. Cromatograma obtenido mediante FPLC utilizando un detector
UV-visible a longitud de onda de 280 nm. El flujo fue de 0,5 mL/min. Se muestran
superpuestos los cromatogramas de un kit de patrones de masa molecular conocida:

Ferritina (440 kDa), conalbumina (75 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa) y
ribonucleasa (13,7 kDa), y el correspondiente a la proteina purificada HisGST P1-1.

A continuacion y en las mismas condiciones, una vez reequilibrado nuevamente
el equipo en el tampdn de trabajo, se inyectan 100 pL de la proteina y se registra el
cromatograma (Figura IV-8). Como puede observarse se obtiene un solo pico a un
tiempo de retencion de 29,2 min. La presencia de un solo pico, junto a lo visualizado
mediante electroforesis, indica de la pureza de la muestra.

Construyendo la recta patron correspondiente (log My, vs t;) utilizando los datos
obtenidos del cromatrograma de la mezcla de patrones se puede interpolar el valor de la
masa molecular de nuestra proteina (Figura IV-9). Este valor es similar con el valor de
la masa molecular deducido de la secuencia.

6.0 -
5.5 )
5.0 4
§; |
8) ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ,:’
451 L
“u
404 )
T T T T 1
18 24 30 36 42
t, (min)

Figura IV-9. Recta patron de FPLC. Se ha interpolado el valor del tiempo de retencion
correspondiente a nuestra proteina para deducir la masa molecular.
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El valor de masa molecular obtenido a partir de la recta es de 49770 g/mol
(mientras que el deducido a partir de la secuencia de la proteina con el segmento de
histidinas fue de 49592 g/mol).

8. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC):

Se ha determinado la estabilidad térmica de la proteina purificada mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC). La velocidad de barrido (rampa de
temperatura) utilizada en este estudio fue de 1,5 K/min.

Primeramente, la proteina purificada fue dializada en tampon Hepes 10 mM a
pH 7,5. Antes de introducir la proteina en la célula de medida del calorimetro, es
necesario realizar previamente varios registros calorimétricos de la solucion que
contiene a la proteina (tampon) y que servirdn como linea base o referencia. Para ello,
se llenan las células de medida y referencia con tampén y se programa un ciclo de
varios registros a la velocidad de barrido indicada anteriormente. Tras varios barridos
las sefiales (trazas) deben coincidir y en ese caso, se puede dar por concluido el
experimento de referencia, tomando como linea base instrumental (o referencia),
cualquiera de los registros que aparecen superpuestos. A continuacion, se prepara una
muestra de la proteina dializada, a una concentracion de 4 UM y se introduce en la
célula de medida del calorimetro (dejando la célula de referencia con tampon) y se
registra la capacidad calorifica (traza calorimétrica) desde aproximadamente 25 °C hasta
85 °C. La Figura IV-10 (linea continua) muestra la traza calorimétrica resultante una vez
corregida (sustraida) la linea base instrumental y quimica. El perfil calorimétrico
muestra un pico endotérmico centrado en 55,1 °C, y que correspondera al valor de T,
(temperatura de méaxima estabilidad).
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Figura IV-10. Trazas calorimétricas para el desplegamiento térmico de HisGST
P1-1 en ausencia y en presencia de GSH en tampén Hepes 10 mM, pH 7,5. La
velocidad de barrido fue de 1,5 K/min y la concentracion de proteina 4 uM.

Por otro lado, con objeto de examinar si este proceso de desplegamiento térmico
es o no reversible, se realiza adicionalmente un experimento de calorimetria con otra
muestra de similar concentracion y realizando previamente la linea base con el tampon.
Para ello, se realiza un ciclo térmico con la muestra de proteina compuesto por tres
etapas: 1) calentamiento de la muestra a 1,5 K/min desde 20 °C a 56,5 °C (un poco
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después del valor de T,,); 2) Enfriamiento de la muestra desde 56,5 °C hasta 20 °C lo
mas rapidamente posible tal y como lo hace el instrumento; 3) Recalentamiento de la
muestra desde 20 °C hasta 84 °C a una velocidad de barrido de 1,5 K/min. Si analizamos
los resultados obtenidos (Figura IV-11) se observa que el registro de la muestra tras el
segundo barrido (recalentamiento) no presenta ninguna sefial en el lugar en el que
aparecia el pico en el primer barrido, indicando que tras el primer barrido la muestra de
proteina se despliega y desnaturaliza de forma simultanea, siendo por tanto el proceso
irreversible. Por tanto, la proteina una vez desplegada se desnaturaliza y es incapaz de
replegarse por enfriamiento para un posterior desplegamiento.

0.2+
0.1

0.0 Traza (17 barrido)
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Figura IVV-11. Perfiles calorimétricos para una muestra de proteina HisGST P1-
1 4 uM, en tampon Hepes 10 mM, pH 7,5. La muestra tras el primer barrido y
enfriamiento se le vuelve a efectuar un segundo barrido. Se indica también la traza del
tampon (referencia).

El valor de Ty, obtenido (temperatura de maxima estabilidad), concuerda, dentro
del error experimental, con el obtenido para esta misma proteina pero sin cola de His, lo
que indica que la cola de His adicionada sobre el extremo N-terminal parece no influir,
al menos de forma significativa en la estabilidad térmica de la enzima. Por tanto, en
principio, cualquier estudio de estabilidad térmica que se realice con esta proteina
deberia ser extrapolable al que se obtendria con la proteina sin modificar. Esta
temperatura es caracteristica de esta proteina y depende también, aunque ligeramente,
de las condiciones del medio en cuestion. El valor de T, corresponde a la temperatura a
la que el 50% de las moléculas de proteina estan plegadas y el otro 50% desplegadas. Si
en principio, consideramos la situacion mas simple para este proceso de

K
. a— .
desplegamiento: Ne—D , donde N corresponde al estado nativo (plegado) y D al
estado desplegado, el valor de K=[N]/[D] seria 1 a T=T,,, y por tanto el valor del
cambio de energia libre de Gibbs a dicha temperatura seria cero, AG(Ty,)=-RT InK = 0.

Otros parametros que se pueden deducir de la traza calorimétrica son el cambio
de entalpia, AH, y el cambio de entropia, AS, del proceso de desplegamiento.

c =[8_H]
P oT ,

Teniendo en cuenta que
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y la sefial que se registra corresponde a Cp, el cambio de entalpia, AH, sera el area bajo
el pico calorimétrico y cuyo valor en este caso es 128 kcal/mol.

AH = Tc;*c dr
T,

1

Igualmente, el valor del cambio de entropia, AS, se puede deducir del area bajo
la curva de C,/T frente a T, ya que:

AS:T%dT

T

Asi, transformando los datos de la traza de la Figura IV-10 y representando
C,™/T frente a T, del area bajo el pico se obtiene un valor para el cambio de entropia,
AS = 392 cal/mol. Finalmente, ya que AG(T)= AH-TAS, se podrian calcular los valores
de AG en el intervalo de temperatura del pico, es decir, entre T; y T,. Se puede
comprobar facilmente a partir de los valores de AH y AS obtenidos que AG en T, es
cero, tal y como anteriormente habiamos indicado.

La presencia de ligandos u otros aditivos (codisolventes) adicionados a la
disolucion de proteina suelen modificar la estabilidad térmica. Concretamente, la
presencia de ligandos, unidos a la proteina, altera sus propiedades térmicas. Para
examinar este efecto, hemos adicionado el ligando GSH, a una concentracion 1 mM a
una muestra de proteina a concentracion 4 puM. Se ha realizado un barrido de
calorimetria, en condiciones similares a las utilizadas para la muestra sin ligando y
descritas anteriormente (mismo tampodn, velocidad de barrido, etc.). En la Figura IV-10
se recoge la traza obtenida para esta muestra con el ligando GSH (linea discontinua). Se
observa que igualmente al caso anterior (sin GSH) se obtiene un solo pico, centrado en
este caso a 56,6 °C (Ty,). La forma del pico es similar, asi como el tamafio al obtenido
en ausencia de ligando. Igualmente se ha obtenido que en presencia de GSH el proceso
de desplegamiento térmico es irreversible. El aumento en el valor de T,,, comparado con
el obtenido para la proteina sin GSH, indica que el ligando estabiliza la proteina. El
incremento de T, es aproximadamente 1,5 °C, lo que indica, que la estabilizacion
proporcionada por este ligando es pequeia, lo que puede justificarse por la moderada
afinidad de este ligando por la enzima. Generalmente, cuanto mayor sea la afinidad de
un ligando por una enzima (proteina) mayor sera el efecto en la estabilizacion de la
enzima.

De forma similar a lo descrito anteriormente, se pueden deducir los valores de
AH (area bajo el pico calorimétrico de la representacion C,™ vs T) y AS (4rea bajo el
pico calorimétrico de la representacion de C,”"/T vs T) para la traza en presencia de
GSH. Los valores de AH y AS obtenidos en este caso, fueron aproximadamente 136
kcal/mol y 417 cal/mol, respectivamente.

Analizando conjuntamente los resultados obtenidos (Tm, AH y AS) para la
enzima en ausencia y en presencia de ligando se pueden deducir las siguientes
conclusiones:
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Las trazas calorimétricas en ausencia y en presencia de ligando (GSH) muestran
un perfil muy similar, aunque con valores de T, algo diferentes. Esto puede ser
indicativo de un mecanismo de desplegamiento muy similar en ambos casos.

El ligando GSH estabiliza la enzima, aunque solo ligeramente (~1,5 °C), como
consecuencia de la afinidad moderada de este ligando a esta proteina.

Los valores del AH y AS tanto en ausencia de ligando (128 kcal/mol y 592
cal/mol) como en presencia (136 kcal/mol y 417 cal/mol) son positivos. Esto indica que
el proceso de desplegamiento térmico es desfavorable entalpicamente (endotérmico) y
favorable entropicamente. Estos valores positivos son normales en procesos de
desplegamiento térmico, como consecuencia por una parte, de la ruptura de las
interacciones entre los aminoacidos de la proteina en su forma plegada (enlaces de
hidrogeno, interacciones de van del Waals, interacciones idnicas,...) lo cual es
desfavorable energéticamente (entalpia positiva) y por otra, del aumento del desorden
de las moléculas de agua (favorable entrépicamente) como consecuencia del
desplegamiento producido por el aumento de temperatura.

Los valores de AH y AS en ambos casos (ausencia y presencia de GSH) son muy
similares entre si, lo que indica que la presencia del ligando no modifica
sustancialmente la energética del mecanismo de desplegamiento de la proteina.

Tras la realizacion de ambos métodos de purificacion y comprobacion de la
presencia de nuestra proteina mediante el uso de reactivo Bradford se puede deducir que
el método con el que se logra la obtenciéon una mayor cantidad de proteina es por
escalon de imidazol.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

El objetivo fundamental de este Trabajo Fin de Grado (TFG) consistia en la puesta a
punto de un procedimiento de sobreexpresion y purificacion de la enzima GST humana
de la clase pi (hGST P1-1) modificada por su extremo N-terminal con un segmento de
seis histidinas y utilizando una columna de afinidad con iones Co*". Se han evaluado
dos procedimientos de purificacion: utilizando eluciones de imidazol (i) con un
gradiente lineal y (ii) en escalon. La proteina purificada se ha caracterizado mediante
varias técnicas (electroforesis, espectrofotometria, FPLC y calorimetria diferencial de
barrido (DSC)). De los resultados obtenidos se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

1. Se ha puesto a punto un procedimiento de sobreexpresion y purificacion para la
enzima GST humana modificada con cola de histidinas que permite obtener
suficiente cantidad de muestra (aprox. 30 mg de proteina a partir de 2 L de
cultivo). Dicha cantidad de proteina es similar a la obtenida mediante
purificacion por afinidad en una columna derivatizada con GSH.

2. La proteina es purificada en un solo paso, tanto en la purificacion realizada por
gradiente de imidazol (0-200 mM imidazol) como la purificada en escalon (200
mM imidazol).

3. La pureza mediante ambos procedimientos es similar, aunque el rendimiento es
algo mayor mediante la purificacion por escalon de imidazol.

4. Los experimentos de calorimetria diferencial de barrido indican que la
estabilidad térmica de la proteina no se ve sensiblemente afectada por la
presencia de la secuencia de histidinas en el extremo N-terminal.

5. La presencia de GSH (sustrato de GST) aumenta débilmente la estabilidad
térmica de la proteina.

La importancia de los resultados obtenidos radica en que se ha examinado un
procedimiento de purificacion alternativo al cominmente utilizado para esta proteina
(por cromatografia de afinidad con GSH) mediante modificacion con una cola de
histidinas en su extremo N-terminal. Aunque la enzima no modificada se purifica con
rendimiento y pureza elevada mediante cromatografia en columna con GSH, este
método puede ser utilizado como estrategia alternativa para la purificacion de mutantes
cuya afinidad por GSH sea muy baja y, en consecuencia, la purificacion con una
columna de GSH sea inadecuada. En este caso, una construccion del mutante con una
cola de histidinas en el extremo N-terminal puede ser la alternativa a seguir para el
estudio de ese mutante. Por Gltimo, como es deducible de estos estudios, se demuestra
que la presencia de dicha cola de histidinas no afecta a la actividad de la enzima ni a su
estabilidad térmica.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The main focus of this work was the development of a procedure for the
expression and purification of a human GST pi-class enzyme modified by a 6-histidine-
tag linked to the N-terminal, along with the use of an affinity chromatography column
with Co®" ions. Two purification procedures have been evaluated with imidazole: (i)
using elution with a linear gradient and (ii) using a step gradient. The purified protein
was  characterized by several experimental techniques (electrophoresis,
spectrophotometry, Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) and differential
scanning calorimetry (DSC)). The results reported in this study can be summarized as
follows:

1. The procedure provides a large amount of sample (ca. 30 mg of protein from 2 L
of culture). This amount is similar to that obtained by affinity purification on a
column derivatized with GSH.

2. The protein is purified in one step, whether the purification is performed by
linear gradient (0-200 mM imidazole) or by step gradient (200 mM imidazole).

3. The protein purity in both procedures is similar, although the yield is slightly
higher when using the step-gradient procedure.

4. Differential scanning calorimetry (DSC) results indicate that the thermal
stability of the protein is not significantly affected by the presence of the
histidine-tag sequence at the N-terminal.

5. The presence of GSH (the GST substrate) hardly increases the thermal stability
of the protein.

These results are important since they show a new and alternative purification
procedure to that typically used for this protein (by using affinity chromatography with
GSH); instead, modification is carried out with a 6-histidine tag linked to the protein’s
N-terminus. Moreover, this procedure can be used as an alternative strategy for
purification of mutants whose GSH affinity is low; in such cases, GSH column
purification is not adequate. The construction of the mutant with a polyhistidine tag at
the N-terminus may be an alternative when performing future studies with this mutant.
Furthermore, the results presented here demonstrate that the presence of this tail does
not significantly affect either enzyme activity or thermal stability.
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