UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA

Purificacion del dimero Septina 5 (SEPT5) ~ Septina 8
(SEPTS)

TESIS
PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE

LICENCIADO EN BIOLOGIA

PRESENTADO POR:
Br. Diego Antonio Leonardo Cabrejos
ASESOR:

Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio

Lambayeque — Peru

2014



Purificacion del dimero Septina 5 (SEPT5) ~ Septina 8
(SEPT8)

TESIS

PARA OPTAR EL TiTULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN BIOLOGIA

PRESENTADO POR:

Bach. Diego Antonio Leonardo Cabrejos

APROBADO POR:
MSc. FELIX GONZALES FLORES
PRESIDENTE

Lic. JULIO CESAR SILVA ESTELA
SECRETARIO

MSc. MARCO GUZMAN TELLO
VOCAL

Dr. PEDRO JORGE CHIMOY EFFIO ?J =
PATROCINADOR <




DEDICATORIA

Dedicado a mis padres Jose Antonio Leonardo Monteza y
Teresa de Jesus Cabrejos Monge por haberme apoyado
moral y econ0micamente a realizar mi carrera profesional.



AGRADECIMIENTOS

A mis asesores y amigos Prof. Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio y Prof. Dr. Richard
Charles Garratt por haberme iniciado en la investigacion con el presente
trabajo.

A los profesores de la Facultad de Ciencias Bioldgicas quienes me brindaron
conocimiento tedrico y practico, basico y especializado durante mi formacién
académica.

A Joci Macedo, Sabrina Matos, Fernando Bachega, Julio Damalio, Napoleao
Valadares, Edson Crusca Jr, Andressa Alves y a todo el personal del
laboratorio de Biofisica y Cristalografia del Instituto de Fisica de Séo Carlos de
la Universidade de S&o Paulo, por haberme apoya incondicionalmente en los
ensayos realizados en el laboratorio.

A mis amigos miembros del Centro de Estudios Gendmicos del Peru —
CEGENP y a la Profa. MSc. Consuelo Rojas Idrogo, asesora, por el apoyo
incondicional y sus palabras de aliento.

A mis amigos de la promocion codigo 2008-1I, amigos de la UNPRG, Facultad
de Ciencias Bioldgicas y amigos de la infancia por siempre brindarme su apoyo
y compartir momentos de alegria.



El cientifico no tiene por objeto un resultado inmediato.

El no espera que sus ideas avanzadas sean facilmente aceptadas.
Su deber es sentar las bases para aquellos que estan por venir, y
sefalar el camino.

Nikola Tesla

No tengo talentos especiales,
Pero si soy profundamente curioso.

Albert Einstein



RESUMEN ... e e, 1
INTRODUCCION ..ottt 2
ANTECEDES BIBLIOGRAFICOS ........ooeeeeeeeeeteeeeeeeee et 4
Descubrimiento y Clasificacion.............coooiii i, 4
Arquitectura, ensamblaje y estudios estructurales..................c.ooeevienn.n. 5
EXPresion y purifiCacion............ooueie i 8
MATERIAL Y METODOS ... ..ottt 10
4.1 Material. ... ..o 10
4.1.1 Material BiolOgICO. ... ..o 10
4.1.2 Poblaciény Muestrade EStudio.............ccooiiiiiiiiiiiiii 10
4.2 Y= o o o 11
4.2.1 Produccion del plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS...................... 11
a. Amplificacion del gen SEPT8.......c.covvviiiiiiiiiceieee e, 11
b. Ligacion de SEPT8 en pGEM-T Easy y Transformacion
€N E. COlIDHS0 .. 11
c. Digestion de pGEM-T~SEPT8 y pRSF-Duet~SEPT5.................... 12
d. Ligacién de ESEPT8S en EpRSF-Duet~SEPT5S y Transformacion en
E. COli ROSEtta (DE3).....eeeieiiieeie e 12
4.2.2 Expresion del dimero SEPT5~HisTag~SEPTS8 en
E. coli Rosetta (DE3).....c.cviiiiiii e 13
4.2.3 Purificacion del dimero SEPT5~HisTag~SEPTS8...........cccociviiiinen.. 14

CONTENIDO

a. Purificacién por Cromatografia de Afinidad a Cobalto (Co*?)......... 14



b. Purificacién por Cromatografia de Exclusién Molecular................ 15

4.2.4 ldentificacion de las proteinas purificadas por Espectrometria de Masas

VIS IS e 15
V. RESULTADOS .. e e 16
5.1 Produccion del plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS...................... 16

5.2 Expresion del dimero SEPT5-HisTag-SEPT8 en E. coli Rosetta

(] < ) PPN 19

5.3 Purificacién e Identificacién del dimero SEPT5-HisTag-SEPTS.......... 19

VI, DISCUSION. ... .ot 23
VII. CONCLUSIONES . .. e, 25
VIII. RECOMENDACIONES. ... e, 26
IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......covvieiiie e 26

X ANEXOS . o 33



INDICE DE TABLAS

Tabla 01: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)..... ......ccveiiiinnnn.n. 33
Tabla 02: Programa para la PCR .........ccoiiiiiiiiiiieee et 33
Tabla 03: Solucion para la ligacion de SEPT8 en pGEM-T...........c.ccoevennn. 35
Tabla 04: Solucion para la digestion de pGEM-T~SEPTS,

PRSF-Duet~SEPT5 y pRSF-DUet~SEPT5~SEPT8.......cceeeeeeiiiiiiieiinn38
Tabla 05: Solucién para la ligacion de ESEPT8S en EpRSF-Duet~SEPT5S......38
Tabla 06: Preparacion de SDS-PAGE..........cc.coooiiiiiiiii e 39



INDICE DE FIGURAS

Figura 01: Organizacion estructural y clasificacion de Septinas humanas........ 2

Figura 02: Producto de la PCR del gen de SEPT8 .........ccccoiieeiieievicciiiieeeeenn, 16

Figura 03: A. Digestién del plasmido pGEM-T~SEPT8 con EcoRIy
Sall. B. Digestion del plasmido pRSF-Duet~SEPTS5 con EcoRly Sall ........... 17

Figura 04: A. Digestion del plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPT8 con la
enzima restrictiva Pstl. B. Producto de la PCR del gen SEPT8 de colonias de E.
coli transformadas con el plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS .................. 18

Figura 05: SDS-PAGE de la expresion del Dimero SEPT5~HisTag~SEPTS8 ..19

Figura 06: SDS-PAGE de la purificacion por cromatografia de afinidad a
cobalto del dimero SEPT5~HISTag~SEPT8 ........cccoiiiiiiiiiiiiiceeee e, 20

Figura 07: Purificacion por cromatografia de exclusion molecular de
SEPT5~HisTag~SEPTS eluida de la resinade cobalto ...................c.ccovnens 21

Figura 08: Resultado de busqueda Mascot obtenido del analisis de
espectrometria MS-MS .. ... 22



RESUMEN

Las septinas (SEPT) son GTPasas involucradas en una amplia gama de
procesos bioldgicos que incluyen citocinesis, arquitectura celular, ciliogenesis,
apoptosis, etc. Para su funcién, necesitan ensamblarse en complejos
oligoméricos de alto orden como filamentos, anillos o redes. Para estudiar
estructuralmente los mecanismos que controlan el correcto ensamblaje se
requiere de septinas puras.

En la presente investigacion se purificé por cromatografia de afinidad a cobalto
(Co*?) Septina 5 (SEPT5) y Septina 8 (SEPT8), co-expresadas como un dimero
en el sistema E. coli, usando HisTag en el amino-terminal de SEPT8. La
purificacién se refind por cromatografia de exclusion molecular para eliminar
otras proteinas e imidazol. La pureza de la proteina determinada por SDS-
PAGE fue de 95%. La identificacion de SEPT5 y SEPT8 se realiz6 comparando
su peso molecular con patrones estdndares asi como por espectrometria de
masas MS-MS, determinando que: SEPT5 pesa 43 kD y SEPT8 56 kD. El
rendimiento final obtenido fue de 1.5 mg/ 1L del dimero SEPT5~SEPT8. Estas
proteinas estan aptas para emplearse en ensayos de cristalizacion del
heterodimero SEPT5~SEPTS.



INTRODUCCION

Septinas son proteinas globulares descubiertas por Hartwell, en un cultivo
de Saccharomyces cerevisiae defectuosas en la citocinesis (1971). Debido a su
relacion con la formacién del septo en el brote de la levadura en division, fueron
denominadas Septinas. Estas proteinas se encuentran desde organismos
ciliados hasta el hombre, no son halladas en plantas pero recientemente
reportadas en algas como Chlorella variabilis Chlamydomonas, Volvox carteri
entre otras (Yamazaki et al, 2013).
La mayoria de las septinas presentan tres dominios: un dominio de unién a
GTP (dominio G, con actividad GTPasa), un dominio amino-terminal que posee
una region polibasica (que se une a la membrana celular) (Zhang et al, 1999) y

un dominio carboxilo-terminal con enrollamiento en espiral (coiled coil).

En humanos se han identificado 13 septinas las cuales fueron clasificadas en
cuatro grupos basados en la estructura primaria (secuencia de aminoacidos)
(Kinoshita, 2003; Pan et al, 2007) (Figura 01).
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Figura 01. Organizacion estructural y clasificacion de Septinas humanas.



Esta conservada familia de proteinas juega un rol trascendente en la estructura
de la célula (formando filamentos, anillos o redes). Asi, las septinas estan
involucradas en una amplia gama de procesos biolégicos incluyendo
citocinesis, polaridad celular, barreras de difusién, arquitectura celular,
espermatogénesis, exocitosis, ciliogenesis, fagocitosis, motilidad y apoptosis
(Surka et al, 2002; Beites et al, 1999; Schmidt & Nichols, 2004; Kinoshita et al,
2004; Bowen et al, 2011; Caudron & Barral, 2009; Hu et al, 2010).

Para el ensamblaje de los filamentos se necesitan dos interfaces: la interface
de dimero G que se da a través del sitio de unién al nucle6tido de guanina y la
interface de dimero NC a través de las regiones N y C terminal de septinas
diferentes. Entender con exactitud los mecanismos moleculares que controlan
el ensamblaje de filamentos simples y subsecuentemente la organizacion de
filamentos de mayor orden, asi como conocer si existe un mecanismo
intrinseco o extrinseco para el ensamblaje, representa uno de los mas grandes
desafios en el estudio de las septinas ya que el incorrecto ensamblaje esta
ligado a enfermedades como alzhéimer, sindrome de down, parkinson y

tumores.

Para probar si el mecanismo es intrinseco, las septinas deben ser expresadas
en un sistema heterologo, en E coli o levadura, y ensamblarse en ellos. En el
grupo de Cristalografia y Biofisica del Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC)
de la Universidade de Sao Paulo, donde se ejecut6 este trabajo, trabajan para
entender los mecanismos moleculares que controlan el ensamblaje de la
septinas co-expresando y purificando dimeros, trimeros y tetrameros de

septinas humanas.

La septina 5 y septina 8 de plaquetas y neuronas se ensamblan como un
heterodimero cuando fueron expresadas en el sistema de doble hibrido de
levadura (Martinez et al, 2004), este hallazgo apoyaria el mecanismo
intrinseco. Sin embargo para confirmar este mecanismo se podria co-expresar
estas dos proteinas en Escherichia coli (microorganismo que no expresa

septinas).



El estudio de este mecanismo requiere de una proteina pura, por lo que el
objetivo de este trabajo fue la co-expresién del dimero SEPT5~SEPTS, su
purificacion por cromatografia de afinidad a Co™ y exclusibn molecular,
determinacion de la pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) y la identificacion de las proteinas purificadas por su peso molecular y

espectrometria de masas MS-MS.

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Descubrimiento y Clasificacién

Hartwell (1971), observé mutantes de Saccharomyces cerevisiae sensibles a
temperatura incapaces de completar la citocinesis. En sus ensayos demuestra
gue las células desarrollan brotes alargados, replican el ADN y completan la
division nuclear sin llegar a completar la division de la célula madre, resultando
en células multinucleadas. Las mutaciones que presentaban estas levaduras
estaban en los genes CDC3, CDC10, CDC11y CDC12.

Haarer & Pringle (1987), mediante experimentos de inmunofluorescencia
reportaron que CDC12 forma un anillo filamentoso de 10 nm en el cuello del

brote de la levadura Saccharomyces cerevisiae en division.

Neufeld & Rubin (1994), identificaron el gen pnut en el surco de células en
division, relacionado con los genes CDC de levadura. Mutantes de Drosophila
en pnut, presentan fallas en la proliferacion del tejido imaginal produciendo
células multinucleadas. Ademas pnut mostré interaccidbn con genes absentia

requeridos para el desarrollo neuronal del ojo.

Nakatsuru, Sudo & Nakamura (1994), reportaron la primera septina humana.
Aislaron cADN de hCDC10, homologo a CDC10 de Saccharomyces cerevisiae.
Este cADN contenia 1254 nucleétidos que codificaba una proteina de 418
aminoacidos con un motivo de union a GTP. Ademas hCDC10 mostré un 40-
50% de identidad con Diff6 de Drosophila y H5 de raton, septinas previamente

identificadas.



Nguyen et al (2000), identificaron los genes UNC-59 y UNC-61 que codifican
las septinas en Caenorhabditis elegans. Observaron que UNC-59 y UNC-61 se
localizan en el surco de clivaje de células en divisibn. Ademas que, para la

ubicacién correcta de una, es necesaria la presencia de la otra.

Pan et al (2007), analizaron la relacion filogenética entre 162 septinas de
hongos, microsporidios y animales proporcionando una historia evolutiva de
esta familia de proteinas, sugiriendo una modificacion de la nomenclatura.
Reportaron 5 grupos de septinas con ortologos entre los reinos: Grupo 1y
Grupo 2 (con secuencias de hongos y humanos), Grupo 3 y Grupo 4 (con
secuencias de hongos y microsporidios) y Grupo 5 (hongos filamentosos).
Confirmaron motivos ya conocidos para septinas de G1, G3 y G4 ademas de
reportar 4 nuevos motivos y 6 posiciones de aminoacidos Unicos conservados

en 86 -94% de las septinas.

Cao et al (2007), mediante analisis filogenético y evolutivo demostraron que
todas las septinas en metazoos pueden agruparse en 4 subgrupos. Asi el
homologo a todos los sub grupos, de Ciona instestinales, indica que la
emergencia de estos ocurri6 después de la divergencia de vertebrados e
invertebrados y que la expansion de las septinas en vertebrados se produjo por
duplicaciéon de genes pre-existentes, motivo por el cual aparecieron nuevos
subgrupos. Sugieren ademas, que las septinas de humano se formaron antes
de la separacion entre peces y vertebrados superiores. Y por ultimo que las
septinas humanas SEPT1, SEPT10, SEPT12 y SEPT14 tienen gran diferencia

en su rango evolutivo.

Arquitectura, ensamblaje y estudios estructurales

Mendoza et al (2002), usando septina Sept2 recombinante de Xenopus,
ensamblaron un filamento in vitro. Demostraron que el ensamblaje era
dependiente de GTP, pero no requiere la hidrélisis de este (demostrado por un
analogo a GTP: GTP-gamma-S), e independiente del dominio coiled-coil. Esta
polimerizacion sugiere un mecanismo de ensamblaje cooperativo y que el
crecimiento y estabilidad del filamento es regulado por el estado de nucle6tido

ligado.



Casamayor & Snyder (2003), estudiaron el rol de cada dominio de septina
Cdcll de Saccharomyces cerevisiae. Reportaron que: los 3 dominios son
importantes para su funcion en la citocinesis, la regién basica para ligar
fosfoinositoides, el colied-coil para la interaccion con Cdc3 y Bem4, el dominio
GTPasa para formar interaccion Cdcll-septina y por ultimo que la unién de
GTP es indispensable para su funcion, localizacibn y union a lipidos de

membrana.

Versele et al (2004), realizaron estudios relacionados a la funcién e
importancia del coiled-coil. Hallaron que: el coiled-coil de Cdc3 y Cdcl2 es
esencial para su funcién in vivo, la interaccién de Cdc10 con Cdc3-Cdcl2 es
independiente del colied-coil, para la funcion in vivo de Cdcll es indispensable
el colied-coil. Ademas, por analisis de microscopia electrénica de complejos de
septinas revelaron que Cdc3, Cdcll y Cdcl3 son necesarios y suficientes para
la formacion de filamentos heterdlogos y la presencia de Cdcl0 produce

apareamiento entre filamentos.

Hu et al (2005), expresaron, purificaron y cristalizaron SEPT1 humana
recombinante (expresion en E. coli). Observaron que: SEPT1 tipo salvaje
formaba agregados en la purificacion, en SEPT1 mutada en 5 residuos (Serl19,
Ser206, Ser307, Ser312 y Ser315) el grado de agregacion disminuyé
razonablemente. Obtuvieron cristales de SEPT1 mutante en 5 residuos, con

una resolucion de 2.5 A.

Farkasovsky et al (2005), estudiaron la importancia del nucleétido de guanina
en la formacién de filamentos de septinas de Saccharomyces cerevisiae.
Observaron que el sitio de union al nucleétido experimenta cambios drasticos
durante la formacion del filamento. Ademas, el dimero Cdc3-Cdcl12 no forma
filamentos. Para el caso de trimeros, la formacién del flamento era estimulado

por el nucleétido de guanina (sea GDP o GTP).

Sirajuddin et al (2007), reportaron la primera estructura tridimensional de
septinas humanas. Presentaron la estructura del dominio G de SEPT2 (3.4 A) y
del complejo heterotrimérico SEPT2-SEPT6-SEPT7 (4.0 A). Revelaron que se
forman interacciones entre los dominios G (interface G) y N - C terminal
(interface NC) de septinas diferentes para el ensamblaje del filamento, asi

también que el coiled-coil no es indispensable para el ensamblaje del complejo.



Bertin et al (2008), confirmaron por microscopia electrénica que el
heterofilamento en S. cerevisiae se dispone de manera lineal y esta formado
por un octamero de septinas. Observaron el orden Cdcll1-Cdcl12-Cdc3—
Cdc10—Cdc10-Cdc3-Cdcl2—-Cdcll en el filamento, denotédndolo filamento
apolar. Observaron que los filamentos se aparean paralelamente semejando
rieles de ferrocarril, donde esta asociacion esta mediada por los coiled-coil

proyectados de Cdc3 y Cdcl2 de cada filamento.

Serrdo et al (2011), purificaron, cristalizaron y resolvieron la estructura del
dominio G de SEPT7. Mostraron que SEPT7 forma filamentos en el cristal
empleando tanto las interfaces G y NC observada en el complejo SEPT2/6/7.
Consideraron a la interface NC promiscua, ausente en el filamento, donde tal
promiscuidad provee el potencial para permutar monémeros a lo largo del
filamento. Por dltimo sugieren que las interfaces G y NC son necesarias pero
no suficientes para determinar el correcto ensamblaje de filamentos

heterélogos.

Zent et al (2011), cristalizaron y resolvieron la estructura de SEPT7 como
dimero ligada a GTP. El dimero de SEPT7 estaba formado por la interface G,
resultado con el cual proveen nuevo conocimiento para entender la dindmica
de la interface G y ademas de proporcionar diferencias entre las propiedades

de SEPT7 en comparacion con el grupo de SEPT2.

Macedo et al (2013), cristalizaron y describieron la estructura del dominio G y
C-terminal de SEPT3 humana. Observaron en el cristal, que SEPT3 forma
filamentos empleando las interfaces G y NC, reforzando las interacciones
promiscuas observadas en SEPT7. Realizaron un analisis profundo de la
interface G y NC de SEPT3-SEPT3 y reportan la tendencia de formar

monomeros Yy su eficiencia en la hidrélisis del GTP.



Expresion y Purificacion

Field et al (1996), realizaron ensayos para comprobar que las septinas forman
filamentos. Aislaron mediante inmunoafinidad un complejo de septinas de
embriones de Drosophila. Mediante estudios hidrodindmicos sugieren que el
complejo estaba formado por heterotrimeros. Observaron que al agregar GTP
al complejo, este es hidrolizado. Con estos datos, y datos previos, ubican las

septinas dentro de las GTPasas.

Frazier et al (1998), aislaron por cromatografia a afinidad de anticuerpo un
complejo de septinas de levadura (Cdc3p, CdclOp, Cdcllp y Cdcl2p) que
formaba filamentos in vitro. Ademas reforzaron la hip6tesis de que septinas son
el principal componente en el cuello del brote mediante delecién de CDC10 o
CDC11, donde complejos aislados de estas células no formaban filamentos asi
como con imagenes de ME mostraron la usencia de filamentos en el cuello del

brote.

Blaser et al (2002), realizaron el primer estudio para evaluar la interaccion
entre SEPT5 y SEPT8. Confirmaron esta interaccion en lineas celulares de
leucemia humana usando ensayos de pull-down con la proteina de fusion
KIAA0202-glutathione S-transferasa y por inmunoprecipitacion del complejo
CDCrel-1-KIAA0202 con anticuerpo anti-KIAA0202. Usando el sistema de
expresion de doble-hibrido de levadura demostraron que CDCerl-1 (SEPT5) se
asocia a KIAA0202 (SEPTS).

Kinoshita et al (2002), comprobaron la clasificacion de las septinas en
mamiferos basada en su homologia y su compatibilidad en la formacién del
complejo mediante la expresién de proteinas en el sistema de baculovirus.
Observaron que: Septl, Sept2, Sept4 and Sept5 pueden formar un complejo
equimolar 1:1:1 con sept6-sept7, formando un filamento septx-sept6-sept?
(x=1, 2, 4 0 5); sept6 puede ser reemplazada por septll, sept8 o septlO; sept?
no es reemplazable y sept3 puede reemplazar a sept9 y septl2. Estos
resultados sentaron las bases de las Reglas de Kinoshita para la formacion de

filamentos heterélogos.



Sheffield et al (2003), co-expresaron en E. coli de manera estable un
heterodimero de septinas de mamiferos y que la co-expresion de tres septinas
se ensamblan en un filamento in vitro. Observaron que el ensamblaje de

monomeros en heterodimeros es acompafiado de la hidrolisis del GTP.

Martinez et al (2004), estudiaron las interacciones entre SEPT4, SEPT5 y
SEPT8 mediante el sistema de expresion de doble-hibrido en levadura. Los
resultados muestran que se forma tanto interacciones homotipicas como
heterotipicas. Para SEPT5 y SEPT8 reportaron que el ensamblaje es
heterotipico y se da a través de la interface G mientras que para el homotipico
la interface NC. Ademas, que para la localizacion celular apropiada de una era

necesario la expresion de la otra proteina.

Hall et al (2005), realizaron estudios de microarreglos para determinar el
patron de expresion de las septinas humanas. Identificaron a SEPT13 como un
pseudogen de SEPT7, que las septinas se expresan en todos los tejidos pero
en diferente patrén. Identificaron una gran variedad de isoformas. Ademas
observaron que el patrén alterado de la expresion de septinas se relacionaba

con enfermedades o tumores.

Garcia et al (2006), expresaron en E. coli, en forma soluble, los dominios N-
terminal, dominio G y C-terminal, asi como los dos Ultimos en conjunto, de
SEPT4. Luego los purificaron por cromatografia de exclusion molecular. Con
los dominios purificados realizaron ensayos de dicroismo circular,

espectroscopia de fluorescencia, DLC y dispersion de Rayos X de angulo corto.

Low & Macara (2006), co-expresaron SEPT2-SEPT6-SEPT7 en E coli y
purificaron por cromatografia de exclusibn molecular el complejo para realizar
estudios de transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET) y
técnicas de dispersibn de Iluz de &ngulo mdltiple, caracterizando la
conformacion del filamento SEPT2-SEPT6-SEPT7. Observaron que SEPT6-
SEPTY7 interactian mediante el coiled-coil mientras que SEPT2-SEPT6 por sus

dominios C-terminal.



Souza & Barbosa (2010), expresan y purifican por cromatografia de afinidad y
cromatografia de exclusion molecular SEPT8GC (con los dominios G y C
terminal). Con la proteina pura, realizaron analisis de dicroismo circular,
analisis de gel filtracion y DLS mostrando que se comporta como oligdmero con
predominancia de dimeros en solucion. Mediante analisis bioinformatico

predicen que el dimero se ensambla por la interface G.

Sandrock et al (2011), empleando el sistema de expresion de doble y tri-
hibrido en levadura identificaron un complejo heterotrimérico de septinas
humanas. Observaron ademas que SEPT9 puede contribuir en el ensamblaje

del heterotrimero.

MATERIALES Y METODOS

4.1 . Materiales

4.1.1 Material Biol6gico
El material biolégico estuvo conformado por cepas de Escherichia coli

DH5« y Escherichia coli Rosetta (DE3) adquiridas de Novagen Laboratory.

4.1.2 Poblacion y Muestra de Estudio
La poblacion estuvo constituida por las proteinas Septinas de humano.

La muestra la conformaron Septina 5 y Septina 8; los genes que codifican para
estas proteinas fueron obtenidos por PCR usando Primers especificos y el
ADN genomico de una biblioteca de cerebro fetal humano producida en el
Laboratorio de Biologia Molecular — Grupo de Biofisica, Instituto de Fisica de

Sao Carlos.



4.1 . Métodos
4.2.1 Produccidn del plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS8

a. Amplificacién del gen SEPTS8

La amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen
SEPTS8 se realiz6 a partir de ADN gendmico procedente de una biblioteca
de cerebro fetal humano.
Los cebadores (primers) fueron disefiados por la Dra. Joci N. Macedo
(Laboratorio de Biofisica — Instituto de Fisica de Sao Carlos, Sao Paulo -
Brasil) afladiéndoles en los extremos, sitios de restriccion para las enzimas
restrictivas EcoRI y Sall para la insercién del gen SEPT8 en el plasmido

pRSF-duet. Las secuencias de los oligonucleétidos fueron las siguientes:

F-SEPT8 5"-GGAATTCGATGGCGGCCACCGACC-3
R-SEPT8 5’"CGTCGACTTAGTTCTTCTTGTCCTTGTCC-3’

Para preparar el mix de la PCR se utilizé el kit High Fidelity PCR Enzyme
Mix de Thermo Scientific y se empled el Termociclador Veriti® Thermal

Cycler de Applied Biosystems (ver anexo 01).

El fragmento correspondiente al SEPT8 amplificado fue visualizado por
electroforesis en gel de agarosa al 1.0% (0.5 gr de agarosa, 50 mL de
Buffer TBE 0.5x y 1.5 pyL de Bromuro de etidio) en un transiluminador de luz
ultravioleta de onda corta y fotografiado como se describe en el anexo 2, de
acuerdo a Sambrook & Russell (2001).

b. Ligacion de SEPT8 en pGEM-T Easy y Transformacion de E. coli

DH5«

La banda del gen de SEPT8 (1290 bp) visualizada en el gel de agarosa
fue ubicada con el ADN Marker, cortada con bisturi, pesada y colocada en
un eppendorf (1 mL) para su posterior purificacién segun Mezei & Storts
(1994) (ver anexo 3).

El gen de SEPT8 purificado y cuantificado en el espectrofotometro
NanoDrop, fue ligado al plasmido pGEM-T siguiendo a Zhou et al (1995)
usando el kit pGEM®-T Easy Vector Systems de Promega y la enzima T4

ADN Ligasa de Fermentas Life Sciences (ver anexo 4).



El producto de la ligacién: pGEM-T~SEPT8, se uso6 para transformar E. coli
DH5« usando la técnica de Shock Térmico de acuerdo a lo establecido por

Hanahan (1983) (ver anexo 5a).

Las colonias transformadas de color blanco conteniendo el plasmido pGEM-
T~SEPT8 fueron seleccionadas y cultivadas en 5 mL de caldo LB-ampicilina
(100 mg/mL) vy llevadas a 37 °C/180 rpm por 16 horas. A seguir, se
procedié a purificar el plasmido pGEM-T~SEPT8 usando el kit Wizard®
Plus SV Minipreps ADN Purification System de Promega de acuerdo a

Birnboim & Doly (1979) modificado (ver anexo 6).

c. Digestiéon de pGEM-T~SEPT8 y pRSF-Duet~SEPT5

Los plasmidos purificados pPGEM-T~SEPT8 y pRSF-Duet~SEPTS5 fueron
digeridos con las enzimas restrictivas EcoRI (E) y Sall (S) como lo
especificado por el fabricante (Fermentas Life Sciences) (ver anexo 7)
obteniéndose los fragmentos: ESEPT8® y EpRSF-Duet~SEPT5S, los cuales
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 1.0% tefiido con
bromuro de etidio y visualizado con UV de onda corta. Finalmente los

fragmentos fueron purificados del gel como ya indicado (ver anexos 2 y 3).

d. Ligacion de ESEPT8® en EpRSF-Duet~SEPT5® y Transformacion de

E. coli Rosetta (DE3)

El plasmido pRSF-Duet presenta 2 Secuencias de Clonamiento Mdltiple

(MCS), donde se ligaron los genes SEPT5 y SEPTS8: en el extremo 5 del
MCS1 se encuentra una secuencia de nucleétidos que codifica en el
extremo N-terminal de la proteina una serie de 6 Histidinas conocida como
cola de histidina (HisTag), que permite la purificacién de la proteina por
cromatografia de afinidad a Niquel o Cobalto. El gen de SEPT8 fue ligado
en el MCS1 después de la secuencia HisTag, en el sitio EcoRlI, codificando
SEPTS8 con HisTag.
Los fragmentos purificados ESEPT8S y EpRSF-Duet~SEPT5S con extremos
compatibles (E, S) fueron ligados usando la enzima T4 ADN Ligasa de
Fermentas Life Sciences (ver anexo 8), produciéndose el plasmido pRSF-
Duet~SEPT5~SEPTS.



Este plasmido fue digerido con la enzima restrictiva Pstl para verificar la
insercion de los dos genes (SEPT5 y SEPT8) (ver anexo 7). La enzima Pstl
corta al gen de SEPT8 en el nucle6tido 1013 y 1226 mientras que al gen de
SEPTS5 la corta en el nucledétido 1079.

La bacteria E. coli Rosetta (DE3) fue transformada con el plasmido pRSF-
Duet~SEPT5~SEPTS siguiendo el protocolo descrito en el anexo 5b. De las
bacterias transformadas creciendo en agar LB-Kanamicina (30 pg/mL),
Cloranfenicol (30 pg/mL) fueron seleccionadas al azar 10 colonias, a las
cuales se les hizo PCR usando los cebadores para el gen SEPT8 (ver

anexo 9).

Los productos de la PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1.0 %
tefiido con bromuro de etidio. El fragmento de 1290 bp indic6 que la colonia
de la cual se hizo la PCR hospedaba al plasmido pRSF-
Duet~SEPT5~SEPTS.

4.2.2 Co-expresion del dimero SEPT5~HisTag~SEPTS8 en E. coli Rosetta
(DE3)

Para obtener masa bacteriana, una colonia de E. coli Rosetta (DE3)
conteniendo el plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS8 fue cultivada en 5 mL
de caldo LB-K,C (pre-inoculo) y llevada a 37°C/180 rpm por 16 horas.
Transcurrido este tiempo, los 5 mL de pre-inoculo fueron vertidos a un 1 L
de caldo LB-K,C e incubado a 37°C/250 rpm hasta que se alcanzo la
DOeoo= 0.5. Luego para inducir la expresion del dimero, se agrego6 Isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) para una concentracion final de 0.4 mMy
se incubd a 28°C/250 rpm por 16 horas. Para evaluar la proteina expresada
se retir6 1 mL del cultivo antes y un 1 mL después de las 16 horas de
aplicado el inductor. Las bacterias posteriormente fueron concentradas por
centrifugacion (en frascos de 500 mL) a 4°C/4500 rpm/40 min. El
sobrenadante fue descartado y el pellet bacteriano resuspendido en 20 mL
de buffer de lisis (25 mM de Tris, 500 mM NaCl, 5 mM MgClz, 5 mM B-
Mercaptoetanol, 10% Glicerol, 50 mM ARG y 50 mM GLU; pH= 7,8). Para
lisar las bacterias, se emple6 un Sonicador Fisher Scientific Corporation
como indicado por Jordi et al (1994). Después de la lisis bacteriana la

solucion resultante fue centrifugada a 4°C/11 000 rpm/30 min y el



sobrenadante se filtro con Millipore (0.4 um) para obtener una solucion

transparente conteniendo el dimero SEPT5~HisTag~SEPTS.

Las muestras colectadas: 1mL antes del inductor, 1mL después del inductor
y 20 pL del filtrado, fueron analizadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida denaturante al 12% (SDS-PAGE), tefiido con Coomassie-
blue y decolorado con una solucién de Acético: Metanol: Agua (20 mL
Acético: 180 mL Metanol: 200 mL Agua) de acuerdo a Sambrook & Russell
(2001) (ver anexo 10a).

4.2.3 Purificaciéon del dimero SEPT5~HisTag~SEPT8
a. Purificacién por Cromatografia de Afinidad a Cobalto (Co*?)

El extracto lisado (filtrado) conteniendo SEPT5~HisTag~SEPT8 se paso
por una Columna de 20 mL que contenia 1 mL de resina de Cobalto (Co*?)
TALON His-Tag previamente equilibrada con buffer de lisis de acuerdo a
Hochuli et al (1988) (ver anexo 11). La proteina ligada a la resina se
removié con 2 mL de buffer de elusion (buffer de lisis e imidazol en una

concentracion final de 500 mM), tres veces.

Las fracciones eluidas conteniendo el dimero fueron concentradas hasta un
volumen final de 1 mL en un concentrador Amicon-Millipore de 30 kD de
corte por centrifugacién a 10°C/4000 rpm. Luego de la centrifugacion el
concentrado (P1) fue transferido a un eppendorf de 1 mL y guardado a -20
°C.

Para determinar el peso molecular de las proteinas SEPT5 y SEPTS8
eluidas como dimero, se preparé un gel SDS-PAGE 12% como indicado en
el anexo 10a. Las muestras fueron aplicadas como lo muestra en anexo
10b.



b. Purificacion por Cromatografia de Exclusién Molecular

Después de la purificaciéon por afinidad se obtuvo una solucién del
dimero SEPT5~HisTag~SEPT8 con abundante imidazol (en una
concentracion de 500 mM), el mismo que fue removido por cromatografia
de exclusion molecular: P1 fue centrifugada a 10°C/13 000 rpm/10 min y
luego inyectada en el purificador AKTA purifier™ core systems acoplado
con una columna Superdex 200 10/300 GL equilibrada con Buffer de
purificacion (20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 5 mM B-
Mercaptoetanol, 10% Glicerol; pH= 7.8) siguiendo lo indicado por Porath &
Flodin (1959) (ver anexo 12). El purificador AKTA purifier™ core systems
detecta y cuantifica la proteina (midiendo la absorbancia, A) a 280 nm. Asi
mismo, el purificador grafica el perfil de elucion permitiendo tomar las
fracciones conteniendo la proteina pura (P2). Las fracciones fueron

evaluadas en su pureza por SDS-PAGE 12%.

4.2.4 ldentificacién de las proteinas purificadas por Espectrometria de
Masas MS-MS
Las bandas correspondientes a SEPT5 y SEPT8 (P2) observadas en el
gel de poliacrilamida fueron cortadas con bisturi y preparadas siguiendo el
protocolo del Centro de Biotecnologia Molecular Estructural (CEBEM —
IFSC) (ver anexo 13). Del producto final de 100 uL de péptidos, para cada
proteina, fueron inyectados 50 puL a un Micro-gTOF-Il Mass Spectrometer
(Bruker) aclopado a una columna de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC). Los péptidos son separados por la HPLC (MS1),
fragmentados en la camara de colisién, ionizados y detectados para
determinar la secuencia del péptido, a partir del peso molecular (relacién
masa/carga — m/z) y el orden en que salen del MS2.
La secuencia de aminoacidos es procesada en una base de datos (BLAST

— NCBI) para establecer su identidad.



V. RESULTADOS

5.1. Produccion del plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS8
El producto de la PCR del gen de SEPT8 se muestra en la figura 02.
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Figura 02. Producto de la PCR del gen de SEPT8. M = Marcador de peso
molecular; 1 = gen de SEPTS. La flecha indica el tamafio correspondiente
a 1290 bp.

La cuantificacién del producto de la PCR recuperado del gel de agarosa y
purificado (en un volumen de 25 pL), dio una concentracién de 46 ng/uL
medido en el NanoDrop.

Se tomaron 3 pL del producto de la PCR y 1 L del plasmido pGEM-T Easy (50
ng/uL) para la ligacion de SEPT8 a pGEM-T. Después de la ligacion, se tomo
10 pL del producto y se transformaron células competentes de E. coli DH5a.
Las colonias blancas que hospedaban al plasmido pGEM-T~SEPT8 fueron
seleccionadas para la extraccion y purificacion del plasmido, dando un
rendimiento de 250 ng/pL. Los plasmidos pGEM-T~SEPT8 (375 ng) y pRSF-
Duet~SEPT5 (121.5 ng) digeridos con las enzimas restrictivas EcoRI y Sall
rindieron los fragmentos ESEPT8S y EpRSF-Duet~SEPT5® (ver figura 03).
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Figura 03. A. Digestion del pldsmido pGEM-T~SEPT8 con EcoRI y Sall. M =
Marcador de peso molecular; A, By C = Colonias de E. coli transformadas con el
plasmido pGEM-T~SEPT8. Plasmido pGEM-T~SEPT8: 1 = digerido con las

enzimas EcoRl y Sall y 2 = sin digerir. La flecha sefiala la banda correspondiente

E S
a SEPT8 . B. Digestion del plasmido pRSF-Duet~SEPT5 con EcoRI y Sall. M =
Marcador de peso molecular; 1 = sin digerir; 2 = digerido con las enzimas EcoRI y

Sall. La banda correspondiente al carril 2 representa al plasmido linearizado.



El fragmento ESEPT8S (130 ng) ligado al plasmido linearizado EpRSF-
Duet~SEPT5% (40 ng) gener6 el plasmido pRSF-Duet~SEPT5-~SEPTS. La
formacion de este plasmido se confirm6 por digestion enzimatica y PCR: la
digestion con la enzima Pstl generd fragmentos de 213 nucleétidos (parte de
SEPTS8), 1311 nucledtidos (64 de SEPTS8, 168 del plasmido y 1079 de SEPT5)
y 4705 nucledtidos (1013 de SEPTS, 31 de SEPT5 y 3661 del plasmido). Luego
con el plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPT8 se transformd células de E. coli
Rosetta (DE3) y se ejecutd la PCR de colonias usando los cebadores para el
gen de SEPTS (Figura 04).

A.
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Figura 04. A. Digestion del plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS8 con la enzima
restrictiva Pstl. M = Marcador de peso molecular; 1,2 y 3 = plasmidos digeridos con
la enzima Pstl. Las flechas sefialan los fragmentos obtenidos por la digestion. B.
Producto de la PCR del gen SEPT8 de colonias de E. coli transformadas con el
plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPT8. La flecha muestra las colonias que
hospedan el plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS.



5.2 . Expresion del dimero SEPT5~HisTag~SEPTS8 en E. coli Rosetta (DE3)

Luego de 16 horas de agregado el inductor, las células de E. coli Rosetta
(DE3) expresaron el dimero SEPT5~HisTag~SEPT8, como se observa en el
gel SDS-PAGE de la figura 05: HisTag~SEPTS8 con 56 kD y SEPT5 con 43 kD.
La proteina total producida por la bacteria (filtrado) fue de 22.58 mg/20 mL; del

analisis visual del gel se calcula que la expresiéon de SEPT8 y SEPT5 estan en
una proporcién aproximada de 1:1.
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Figura 05. SDS-PAGE de la expresion del Dimero SEPT5~HisTag~SEPT8. M =
Marcador de peso molecular; NI = Bacteria no inducida con IPTG; | = Bacteria
inducida con IPTG; F = Lisado bacteriano filtrado. Las flechas sefalan a las
proteinas SEPT5 y SEPT8 expresadas por E. coli Rosetta (DE3).

5.3 . Purificacion e Identificacion del dimero SEPT5~HisTag~SEPT8

La proteina total obtenida en el filtrado purificada por cromatografia de
afinidad a cobalto (Co*?) rindié 7.48 mg/6 mL, cuantificada en el NanoDrop. El
patron de bandas en el gel SDS-PAGE de las proteinas purificadas, indica que
SEPT8 y SEPT5 se encuentran aproximadamente en una proporcién de 2:1
respectivamente (Figura 06).
Las proteinas eluidas en 6 mL concentradas hasta un volumen final de 1 mL se
inyectaron a la columna Superdex 200 10/300 del purificador AKTA obteniendo
el cromatograma mostrado en la figura 07 A. Las fracciones 6-7, 7-8, 8-9, 9-10,



11-12, 12-13, 14-15, 15-16 y 16-17 se evaluaron en su pureza por SDS-PAGE
(Figura 07 B), observandose en las primeras siete fracciones SEPT5 y SEPT8
mientras que en las fracciones 8 y 9 (15-16 y 16-17) s6lo SEPT8. Ademas las
fracciones 7-8, 8-9, 9-10, 11-12 y 12-13 presentan mayor concentracion del
dimero purificado; las bandas de las dos ultimas fracciones muestran que
SEPT8 se encuentra en concentracion similar a la banda de la fraccion 9-10
pero sin la presencia de SEPTS5, esto corrobora el hallazgo previo de que
SEPTS8 es producida en mas concentracion que SEPT5 (Figura 06). Se obtuvo

un rendimiento de 1.5 mg del heterodimero contenido en el pico II.

Las bandas cortadas del gel de la figura 7 B, preparadas y analizadas por

espectrometria de masas MS-MS, dieron una cobertura de 36% para SEPT5 y

de 28% para SEPT8 mientras que para ambas la identidad fue de 100% (ver
Figura 08).
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<€ SEPTS8
<€ SEPTS

Figura 06. SDS-PAGE de la purificaciéon por cromatografia de afinidad a cobalto
del dimero SEPT5~HisTag~SEPT8. M = Marcador de peso molecular; F = lisado
bacteriano filtrado; NL = proteinas no ligadas a la columna; L1 y L2 = lavados de la
columna con buffer de lisis (BL) y BL + 5 mM de imidazol, respectivamente; E1, E2
y E3 = elusién del dimero SEPT5~HisTag~SEPT8 de la columna con buffer de lisis
+ 500 mM de imidazol. Las flechas muestran las proteinas componentes del

dimero purificadas.
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Figura 07. Purificacion  por cromatografia de exclusion molecular de
SEPT5~HisTag~SEPTS8 eluida de la resina de cobalto. A. Cromatograma: el pico |
corresponde a un agregado proteico de SEPT5 y SEPTS8, el pico Il al dimero SEPT5-
SEPTS, el pico lll a SEPT8 vy el pico IV al imidazol. B. SDS-PAGE. M = Marcador de peso
molecular; 6-7, 7-8, 8-9, 9-10, 11-12, 12-13, 14-15, 15-16 y 16-17 = fracciones eluidas

evaluadas en su pureza. Las flechas indican las proteinas SEPT5 y SEPT8 purificadas.



Coincidencia con: gi | 9945439

septin-5 [ Homo sapiens ]

Peso Molecular (Mr) : 43214 ;

Score: 416

Busqueda en NCBI - BLAST de gi | 9945439
Modificaciones fijas: Carboximetil (C)
Modificaciones variables: Oxidacién (M)

Escisidn por tripsinizacion: corta los extremos c-terminal de Ky R a menos que

el siguiente residuo sea P.
Cobertura de la secuencia: 36%
*Los péptidos coincididos se muestran en rojo a continuacion:

1
51
101
151
201
251
301
351

MSTGLRYKSK
GESGLGKSTL
KLKLTIVDTP
NRVHCCLYFI
KLKERIREEI
TVVEAKGQRV
DVHYENYRAH
ELRRMQEMLQ

LATPEDKQDI
VHSLFLTDLY
GFGDAVNNTE
SPFGHGLRPV
DKFGIHVYQF
RGRLYPWGIV
CIQQMTSKLT
RMKQOMQDQ

DKQYVGFATL
KDRKLLSAEE
CWKPITDYVD
DVGFMKALHE
PECDSDEDED
EVENQAHCDF
QDSRMESPIP

valor de pl calculado: 6.21

PNQVHRKSVK
RISQTVEILK
QQFEQYFRDE
KVNIVPLIAK
FKQQDRELKE
VKLRNMLIRT
ILPLPTPDAE

KGFDFTLMVA
HTVDIEEKGV
SGLNRKNIQD
ADCLVPSEIR
SAPFAVIGSN
HMHDLKDVTC
TEKLIRMKDE

Coincidencia con: gi | 149363689

Score: 650

septin-8 isoforma a [ Homo sapiens |

Peso Molecular (Mr) : 56246 ;

Busqueda en NCBI - BLAST de gi | 149363689
Modificaciones fijas: Carboximetil (C)
Modificaciones variables: Oxidacion (M)

Escisién por tripsinizacion: corta los extremos c-terminal de Ky R a menos que

el siguiente residuo sea P.
Cobertura de la secuencia: 28%
*Los péptidos coincididos se muestran en rojo a continuacion:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

MAATDLERFS
GETGIGKSTL
IVDAVGFGDQ
HVCLYFITPT
IKIMGELVSN
KLVRARQYPW
RRCKLEEMGF
KVKETELELK
RKAAVEALQS
KASVEPLNCS

NAEPEPRSLS
MNTLENTTFE
INKDESYRPI
GHSLKSLDLV
GVQIYQFPTD
GVVQVENENH
QDSDGDSQPF
EKERELHEKF
QALHATSQQP
SWWPAIQCCS

LGGHVGFDSL
TEEASHHEAC
VDY IDAQFEN
TMKKLDSKVN
DEAVAEINAV
CDFVKLREML
SLQETYEAKR
EHLKRVHQEE
LRKDKDKKNR
CLVRDATWRE

valor de pl calculado: 5.89

PDQLVSKSVT
VRLRPQTYDL
YLOQEELKIRR
IIPIIAKADT
MNAHLPFAVV
IRVNMEDLRE
KEFLSELQRK
KRKVEEKRRE
SDIGAHQPGM
GFL

QGFSFNILCV
QESNVQLKLT
SLFDYHDTRI
ISKSELHKFK
GSTEEVKVGN
QTHSRHYELY
EEEMRQMFVN
LEEETNAFNR
SLSSSKVMMT

Figura 08. Resultado de busqueda Mascot obtenido del analisis de espectrometria MS-MS.
La figura ilustra la cobertura (nUmero de aminoacidos identificados del total de la proteina
referente) e identidad (los aminoacidos idénticos a sus pares en el molde) de los péptidos
derivados de SEPT5 y SEPTS8. Los aminoacidos mostrados en rojo son detectados por la

espectrometria de masas MS-MS.



V1.

DISCUSION

Para realizar estudios estructurales de proteinas por cristalizacién se requiere
producir material puro (95 — 99%), estructuralmente homogéneo y en
cantidades suficientes para los ensayos de cristalizacion, considerando que la
cristalizacion es un proceso de acierto-error. La pureza del 95%, finalizado el
proceso de purificacion, es aceptable si el 5% remanente fueran impurezas
inocuas. No obstante aln estas impurezas podrian ser biolégicamente activas y
causar problemas significativos cuando la proteina fuera usada para fines de
investigacion o terapéutico.

La obtencién de proteinas por purificacién puede ser a partir de fuente natural
(a partir de células, tejidos, 6rganos y organismo) o por sistema de expresion
heteréloga usando la técnica del ADN recombinante (E. coli, Pichia pastoris,
Baculovirus, cultivos de células y tejidos vegetales o animales). La tecnologia
del ADN recombinante desarrollada en las ultimas décadas ha revolucionado la
produccién de proteinas en gran cantidad. Asi, las proteinas son producidas de
tal forma que facilitan su purificacion. Las estrategias para expresar las
proteinas de interés cientifico y comercial estan detalladamente descritas y
documentadas en manuales (Molecular Cloning - Maniatis, Fritsch y Sambrook,
1982; Guide to Baculovirus Expression Vector Systems, 1996; Molecular
Cloning Ed. 3 - Sambrook & Russell, 2001; Manual pET - Novagem, 2003;
Pichia Expression Kit — Invitrogen, 2010).

En la presente investigacibn expresamos con éxito las proteinas humanas
Septina 5 y Septina 8, usando el sistema de expresion heter6loga E. coli
Rosetta (DE3) — plasmido bicistronico pRSF-Duet, con una cola de
polohistidina (HisTag) lo que nos facilité la purificacion. Para disruptar la célula
y liberar la proteina producida empleamos la ultrasonicacion, finalmente
obteniéndose un rendimiento de proteinas totales producida por la bacteria de
22.58 mg/1 L (Figura 05).

El uso de Tag para la purificacién es tema de debate, pues se discute si esta
puede alterar la estructura de la proteina dificultando su cristalizacion, sin
embargo hay muchos ejemplos de proteinas cristalizadas con una gran
variedad de Tags, desde la més usada corta HisTag hasta Tag polipeptidicas
sustanciales. (Terker, 2003; Carson, 2007; Bornhorst & Falke, 2010). La
HisTag nos permitié comprobar, en el proceso de purificacién por cromatografia
de afinidad, que Septina 5 y Septina 8 son co-expresadas como un dimero.

Otro punto de debate es si la Ultrasonicacion, para discruptar la célula y liberar



la proteina, afecta o no la estructura de la proteina obstaculizando su
cristalizacion. Se atribuye que la ultrasonicacion puede inducir un
desplegamiento y la formacién de filamentos amiloides mediante la
desestabilizacion de la estructura de la proteina, sin embargo de forma similar
esta desestabilizacion es inducida por cambios covalentes en la estructura,
aumentando la temperatura, pH extremo y la adicién de alcoholes (Stathopulos,
2004).

El dimero SEPT5~SEPT8 fue purificado en dos pasos: primero por
cromatografia de afinidad a cobalto, técnica ampliamente usada para purificar
con alto rendimiento proteinas a las que se les adiciona colas de polihistidina -
HisTag (Bolanos-Garcia & Davies, 2006; Block et al, 2009; Magdeldin & Moser,
2012); aqui fueron removidos impurezas, otras proteinas, acidos nucleicos y
lipidos. La proteina finalmente es eluida con alta concentracion de imidazol
(500 mM) por lo que fue necesario un segundo paso de purificacion por
cromatografia de exclusibn molecular, para obtener una proteina libre de
imidazol y otras proteinas no deseadas ricas en ARG, HIS y LIS (Figura 06)
para asi tener aproximadamente 95% de pureza necesaria para la
cristalizacion. Estas proteinas contaminantes pueden ser eluidas en la
cromatografia de afinidad por un gradiente de imidazol (0 — 500 mM).

Si bien la identificacion de SEPT5 y SEPT8 fue establecida por el peso
molecular, sin embargo la identificacion definitiva sin lugar a dados fue por

espectrometria de masas MS-MS (Figura 06 y Figura 08).

La pureza de SEPT5 y SEPT8 que forman un dimero fue evaluada en todo el
proceso de purificacion por electroforesis denaturante en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (Shapiro et al, 1967; Weber & Osborn, 1969; Laemmli, 1970;
Walker, 2002). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran sin lugar a
dudas que SEPT5 y SEPT8 fueron co-expresadas y ensambladas como un
heterodimero, hecho que fue reportado por primera vez por Blaser et al (2002).
Esto se evidencia con la visualizacion de dos bandas en la fraccion eluida de la
Figura 06 y Figura 07, lo que estaria indicando que SEPT8 (con la HisTag en
su regidn amino-terminal) se une fuertemente a SEPT5 formando un dimero.
Lo que no se puede elucidar es que tipo de enlace forman y que aminoacidos
estarian involucrados en el ensamblaje, esto serd esclarecido cuando la

proteina sea cristalizada y analizado su mapa de densidad electrénica.



VII.

Si bien SEPT8 se expresa aproximadamente dos veces mas que SEPT5, no
podemos afirmar si SEPT5 y SEPT8 forman homodimeros (SEPT5~SEPTS5,
SEPT8~SEPTS) luego de la expresion y/o durante la purificacién, como lo han
reportado Martinez et al (2004) y Macedo (2010) en el sistema de expresiéon de

doble-hibrido de levadura.

Por otro lado el cromatograma de la cromatografia de exclusién molecular nos
permiti6 analizar por el peso molecular el estado oligomérico de SEPT5 y
SEPT8: SEPT5 y SEPT8 contenidas en el pico Il serian las mejores
candidatas para los test de cristalizacion ya que estarian en el estado de
heterodimero (aprox. 100 kD), no asi el pico | donde se encuentran agregados

oligoméricos (> 669 kD).

CONCLUSIONES

» El sistema de expresion E. coli Rosetta (DE3) fue el apropiado para que
SEPT5 y SEPT8 fueran co-expresadas como un heterodimero:
SEPT5~SEPTS.

» Se purific6 el dimero SEPT5~SEPT8 con una pureza del 95%
determinada por electroforesis denaturante en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

» SEPT5 y SEPT8 conformantes del dimero fueron identificadas por su

peso molecular en SDS-PAGE y por espectrometria de masas MS-MS.

» SEPT5 y SEPTS8, un heterodimero puro, eluidas en las fracciones
correspondiente al pico Il de la cromatografia de exclusién molecular

serian usadas para los test de cristalizacion.



VIll. RECOMENDACIONES

» Co-expresar SEPT5 y SEPT8 en el mismo sistema de expresion (E. coli
Rosetta (DE3) y plasmido pRSF-Duet) codificados en mismo ARN

mensaje, para esclarecer el ensamblaje del heterodimero.

» Optimizar la expresibon de SEPT5 y SEPT8 considerando los
parametros: cepa de E. coli (BL21, Origami, etc), medio de cultivo, pH,
temperatura, concentracion del inductor y técnica de disrupcion de la

célula.

» Realizar un andlisis computacional (modelamiento por homologia) de la
interaccion SEPT5~SEPT8 que serian confirmados por andlisis del

mapa de densidad electrdnica.
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X.

ANEXOS
1. Protocolo de la PCR para el gen SEPT8

Segun kit High Fidelity PCR EnzymeMix — Thermo Scientific.

Tabla 01: Reaccion en Cadena de la Polimeraza (PCR)

Buffer 10X High Fidelity PCR (con 15 mM MgCl>) 5puL
dNTP Mix, 2 mM de cada uno 5 uL
Forward primer (1 pM) 1uL
Reverse primer (1 uM) 1puL
Template de ADN:
ADN gendmico (5 ng) 1uL
Mix de enzimas Taq High Fidelity PCR (1.25 -2.5 U) 0.3 pL
Agua libre de nucleasas hasta 50 pL
Tabla 02: Programa para la PCR
Paso Temperatura, Tiempo Numero de
°C Ciclos
Denaturacion 95 1,5 min 1
inicial
Denaturacion 95 45 s 35
Annealing 60 30s
Extension 72 1,5 min
Extensién final 72 10 min 1




2. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0 %

Procedimiento

v

Agregar 0.2 g de agarosa en 20 mL de buffer TBE (Trizma base 90 mM
+ Bérico 90 mM + EDTA 2,5 mM) y hacer hervir hasta disolver por
completo la agarosa.
Dejar enfriar, mezclar con 20 pug de bromuro de etidio y verter al puente
horizontal, colocar inmediatamente el peine para formar los pozos
donde se aplicaran la muestra. Una vez gelificado el agar se procede a
retirar el peine.
Luego el puente se deposita en la cAmara electroforética horizontal y se
procede a llenar los reservorios de la camara con buffer hasta cubrir el
gel.
A seguir se colocan las muestras y el marcador de peso molecular de
ADN en los pozos del gel.
Muestras = 10 UL de muestra + 2 pL de buffer de corrida
Marcador de pesos molecular = 2 L
Una vez aplicada las muestras se conecta la camara electroforética a la
fuente poder con el programa 80V y 35mA, hasta que el indicador de
corrida esté a un centimetro del extremo.
Terminada la corrida el gel se coloca en el transiluminador UV (254 nm-
short wave) y se analizan las bandas comparandolas con el patrén del

marcador de peso molecular.

3. Extraccion y Purificacion de ADN del gel de Agarosa
Segun Promega: Wizard® SV Gel and PCRClean-Up System.

v

\

Agregar igual volumen en peso del gel (producto de PCR) de
Membrane Binding Solution en un tubo eppendorf.

Llevar a 65° C/ 10 min.

Colocar un SV Minicolumn en un tubo colector.

Transferir el producto de PCR a la SV Minicolumn e incubar 1'a T°
ambiente. Centrifugar a 16 000 x g / 1 min. (repetir paso)

Remover la SV Minicolumn y descartar el liquido del tubo colector.
Retornar la SV Minicolumn sobre el tubo colector.

Lavar la columna con 700 uL de Membrane Wash Solution. Centrifugar
a 16 000 x g / 1 min. Remover la SV Minicolumn y descartar el liquido

del tubo colector. Retornar la SV Minicolumn sobre el tubo colector.



v" Repetir el paso pero con 250 pyL de Membrane Wash Solution.
Transferir a un tubo colector limpio.

v' Agregar 25 puL de Nuclease-Free water y guardar a -20° C.

4. Reaccion de ligacién de producto de PCR (SEPT8) en pGEM-T
Segln Promega para pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems.

Tabla 03: Solucion para la ligacion de SEPT8 en pGEM-T

Componentes de la Reaccién Volumen
Buffer de Ligacion 2X 5 uL
Vector pGEM-T Easy (50 ng) 1L
Producto de la PCR (150 ng) 3 uL
ADN ligasa T4 (3 U/ uL) 1pL
Agua libre de nucleasas hasta 10 pL

*Incubar a -12° C por 16 h.

5. Transformacidon bacteriana

Protocolo segun Hanahan (1983).

a. Transformacion bacteriana por Shock termo-osmético de E. coli DH5a con
el plasmido pGEM-T~SEPTS.
v' Agregar a un eppendorf estéril 10 uL de la reaccién de ligacion y 200 pL
de Stock de E. coli DH5a. Incubar en hielo 20 min.
v' Shock Térmico: pasado los 20 min, transferir el tubo eppendorf por 1
min/ 42° C y luego por 1 min 30 s/ hielo.
v Por ultimo agregar 500 puL de medio LB liquido e incubar a 37° C/ 1h.

*Preparacion de placa con agar LB conteniendo:
e 0.2mM IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido)
e 50 pg/mL de Ampicilina (AMP)
e 0.04 mg/mL de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil- [B-D-
tiogalactopiranosido)
e Se agrega: 20 pL de IPTG, 80 uL X-GAL y 20 pyL de AMP a 20

mL de Agar LB. Dejar gelificar el agar.



v' Pasada la hora sembrar, usando el asa de drigalsky, E. coli DH5a en
placa con agar LB para identificar las colonias hospedantes del
plasmido pGEM-T~SEPTS.

v Finalmente incubar a 37° C.
*Para identificar las colonias con el inserto pPGEM-T/SEPTS8:

v" Colonias Azules: pGEM-T (Negativo)
v" Colonias Blancas: pGEM-T~SEPT8 (Positivo)

b. Transformacion bacteriana por Shock termo-osmatico de E. coli Rosetta
(DE3) con el plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPT8

v Agregar a un eppendorf estéril 20 pL de la reaccion de ligacion y 200
UL de Stock de E. coli Rosetta (DE3). Incubar en hielo 20 min.

v" Shock Térmico: pasado los 20 min, transferir el tubo eppendorf por 1
min/ 42° C y luego por 1 min 30 s/ hielo.

v" Por ultimo agregar 500 pL de medio LB liquido e incubar a 37° C/ 1hr.

*Preparacion de placa con agar LB conteniendo:
e 30 pg/mL de Kanamicina (KAN)
¢ 30 pg/mL de Cloranfenicol (CLO)

v' Pasada la hora sembrar, usando el asa de drigalsky, E. coli Rosetta
(DE3) en placa con agar LB.

v" Finalmente incubar a 37° C.

*S06lo creceran las colonias hospedantes al plasmido pRSF-
Duet~SEPT5~SEPTS.



6. Protocolo para la extraccion y purificacion de Plasmido segun Birnboim
& Doly (1979) modificado.

v

Centrifugar 1-5 mL de Cultivo bacteriano 10 000 x g/ 5 min. Descartar el
sobrenadante.

Agregar 250 pL de Cell Resuspension Solution y resuspender el pellet
Agregar 250 uL de Cell Lysis Solution y mezclar por inversion 4 veces.
Incubar a temperatura ambiente 5 min.

Agregar 10 pL de Alkaline Protease Solutiony y mezclar por inversion 4
veces. Incubar a temperatura ambiente 5 min.

Agregar 350 pL de Neutralization Solution y mezclar por inversién 4
veces.

Centrifugar a 16 000 x g/10 min a temperatura ambiente.

*Preparar el Spin Column y el tubo colector de 2 mL para cada muestra.

Transferir el lisado aclarado al Spin Column. Evitar transferir el
precipitado blanco al Spin Column.

Centrifugar a 16 000 x g/1 min a temperatura ambiente. Remover el
Spin Column y descartar el fluido del tubo colector, reinsertar el Spin
Column al tubo colector.

Agregar 750 pL de Column Wash Solution al Spin Column. Centrifugar
a 16 000 x g/1 min a temperatura ambiente. Remover el Spin Column 'y
descartar el fluido del tubo colector, reinsertar el Spin Column al tubo
colector.

Repetir el paso con 250 puL de Column Wash Solution y Centrifugar 2
min. Transferir el Spin Column a un eppendorf estéril.

Eluir el ADN con 65 uL de Nuclease-free water y centrifugar a 16 000 x
g/1 min a temperatura ambiente. Descartar el Spin Column.

Guardar a -20° C.



7. Digestién con las enzimas restrictivas EcoRIl y Sall de los plasmidos
PGEM-T~SEPT8 y pRSF-Duet~SEPT5 y con la enzima restrictiva Pstl del
plasmido pRSF-Duet~SEPT5~SEPTS.

Protocolo segun Fermentas LifeSciences.

Tabla 04: Solucion para la digestion

ADN - plasmido (=z 200 ng/uL) 1.5uL
10 X Buffer Tango™ 1pL
Enzima (EcoRl, Sall o Pstl -5 U/uL) 0.3 puL
Agua libre de nucleasas hasta 10 pL

*Incubar a temperatura ambiente por 3 h.

8. Ligacion de ESEPT8® en EpRSF-Duet~SEPT5S
Segun Promega para pGEM®-T modificado.

Tabla 05: Solucién para la ligacién de ESEPT8S en EpRSF-Duet~SEPT5S.

Componentes de las Reaccién Volumen
Buffer de Ligacion 10X 5L
EpRSF-Duet~SEPT5S (40 ng) 2 L
ESEPTSS (130 ng) 7 uL
ADN ligasa T4 (3 U/ uL) 1uL
Agua libre de nucleasas hasta 20 pL

*Incubar a -12° C por 16 h.



9. PCR de SEPT8 de colonias hospedantes del plasmido pRSF-
Duet~SEPT5~SEPT8

v' Preparar una placa con 30 pg/mL de Kanamicina y 34 pg/mL de
cloranfenicol y dividir en 10 cuadrantes.

v" Con un mondadientes estéril disolver una colonia en 20 yL de agua
estéril dentro de un eppendorf. (seleccionar 10 colonias al azar)

v" Colocar 1pL de la colonia disuelta en un cuadrante. Incubar a 37° C/10
h.

v Calentar a 95° C/10 min los 19 pL restantes.

v" Realizar una PCR usando como muestra el ADN extraido en los 19 uL
de cada una de las muestras segun el protocolo 1.

v" Finalmente se seleccionan las colonias de las cuales la PCR salié
positiva y se transforman bacterias E. coli Rosetta (DE3) para la

expresion de las proteinas.
10. Electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante (SDS-PAGE) al 12%
A. Procedimiento para preparar gel de poliacrilamida con SDS.
v' Se prepara un gel con 11 x 9 cm de dimensién, 2 mm de grosor y 10

pozos siguiendo los pasos de la tabla 06.

Tabla 06: Preparacion de SDS-PAGE

Gel de Poliacrilamida

Gel de Gel de Resolucion
Stacking
Volumen total, mL 10 30 30 30 30 30
% de Acrilamida 4.5 7.5 10 12.5 15 20
Acrilamida/bisacrilamida 15 7.5 10 125 15 20
(30/0.8 P/V)

SDS 10%, mL 0.1 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Tris-HCI 3M, pH 8.9, mL 3.75 3.75 3.75 3.75 3.75
Tris-HCI IM, pH6.8, mL 1.25

Agua destilada, mL 7.1 8.3 15.8 13.3 10.8 5.8
TEMED, pL 5 15 15 15 15 15

PERSA-10, pL 50 150 150 150 150 150




v" Una vez preparado el gel se lleva a una mini-camara electroforética
vertical de Bio-Rad. Se agrega el buffer de corrida hasta cubrir el gel y
luego se retira el peine cuidadosamente.

v' A seqguir el marcador de peso molecular y las muestras son aplicadas
(20 pL) a los pozos del gel.

Preparacion de la muestra: La muestra (20 pL) se mezclé con 10 uL del
buffer de muestra, se homogenizé por re-pipeteo y luego
desnaturalizada en bafio maria hirviendo.

v' Se conect6 la camara a la fuente poder y se corri6 a 120 V por 1 hora
30 min.

v" Después de la corrida, el gel fue tefiido con una solucién de Coomassie-
blue por 5 min y decolorado con una solucion de Acético: Metanol:

Agua (10 mL Acético y 90 mL Metanol: Agua).

B. SDS-PAGE de purificacion por cromatografia de afinidad a cobalto (Co*?)

NL L1 L2

TOUO0U0

M= Marcador de peso molecular, F = Filtrado, NL = Proteina no ligada, L1 =
Lavado 1, L2 = Lavado 2, E1 = eluida 1, E2 = eluida 2 y E3 = eluida 3.



11. Purificacién por cromatografia de afinidad a cobalto (Co*?) del dimero
SEPT5~HisTag~SEPTS8

Lavar la columna 3 veces con Agua MiliQ.
Equilibrar la columna con 5 volimenes de buffer de lisis.

Pasar el filtrado por la columna.

AN NN

Realizar las lavadas respectivas:

o Lavada 1: 50 mL buffer de lisis

o Lavada 2: 50 mL buffer de lisis + 5 mM Imidazol
v Elucién
o Elucion 1: 2 mL Buffer de lisis + 500 mM Imidazol
o Elucion 2: 2 mL Buffer de lisis + 500 mM Imidazol

o Elucion 3: 2 mL Buffer de lisis + 500 mM Imidazol

12. Purificacion por cromatografia de exclusion molecular del dimero
SEPT5~HisTag~SEPTS8

La cromatografia de exclusion molecular se realizé con el purificador AKTA
purifier™ core systems acoplado con una columna Superdex 200 10/300 GL,

moestrado abajo.

Buffers . .
/ ~/ \/ .\/ \
( ’ ! ' ' Columna cromatografica

Punto de aplicacion
Sistema detector



13.

Primero se lavé tanto las bombas como la columna con buffer de purificacién.
Se elige en el software del equipo (UNICORN) los parametros de flujo y presion
especificos para la columna Superdex 200 10/300: 0.5 mL/ min de flujo y 1.75
pa de presion. A seguir se inyecta la muestra, 1 mL concentrado obtenido de la
cromatografia de afinidad, esperando que las proteinas se eluyan segun
programado automaticamente. Las proteinas son detectadas por un sistema de
254, 260 y 280 nm. El resultado final es el perfil cromatografico y los tubos

conteniendo las fracciones.

Espectrometria de Masas

Protocolo segun Centro de Biotecnologia Molecular Estructural — IFSC.
» Dial:

v Decolorar y retirar el SDS de las bandas con 400 pL de Solucién
50% Acetonitrila (ACN) en 100 mM de Bicarbonato de Amonio
(BAm).

*Repetir paso 3X (15 min intervalo) hasta que las bandas estén
claras.

v' Deshidratar las bandas con 200 pL de ACN 100%. Incubar 5 min
a T° ambiente. Remover la ACN y repetir el paso.

v' Evaporar el resto de ACN en Speed Vac 2-3 min.

v' Agregar 0,5 ug de Tripsina en 50mM de BAm y dejar 30 min en
hielo. *La solucién tiene que cubrir el gel.

v Agregar igual volumen de 50 mM BAm e incubar 37° C/16 hrs.

> Dia2:

*No remover la solucién de BAm del dia anterior.

v Extraccion: Agregar 10 pL de Solucién de extracciéon 1- Incubar
10 min a T° ambiente; dar un Spin y colocar el sobrenadante el
otro tubo estéril.

v' Agregar 12 pL de Solucién de extraccién 2 (hasta 30 pL).
Incubar 10 min T° ambiente; dar un Spin y colocar el
sobrenadante en el tubo estéril previo (el que tiene el primer

extracto). *Repetir paso



Evaporar la muestra en Speed Vac hasta 100 pL.

Almacenar la muestra a -20° C hasta dia del analisis.

*Solucién de extraccion 1: Acido férmico 5%
*Solucion de extracciéon 2: Acido formico 5% en 50% ACN
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El suscrito analiz6 dicho reporte y concluyé que cada una de las coincidencias
detectadas no constituyen plagio. A mi leal saber y entender la tesis cumple con
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Dr. Pedro Jorge Chimoy Effio
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