UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE CHILE
FACULTAD DE INGENIERIA

Departamento de Ingenieria Quimica

IMPLEMENTACION DE UNA PLATAFORMA PARA LA POLIMERIZACION E INMOVILIZACION
DE PROTEINAS DE RELEVANCIA INDUSTRIAL

ANDREA BELEN SAN MARTIN CONCHA

Profesor Guia: Dr. Felipe Arenas Salinas

Trabajo de titulacion presentado en conformidad a los
requisitos para obtener el titulo de Ingenieria en
Biotecnologia

Santiago — Chile
2019






Resumen

Las enzimas poseen una amplia gama de aplicaciones en la industria, o que ha llevado a desarrollar
una serie de optimizaciones de los procesos mediados por dichos catalizadores biolégicos que
buscan un beneficio para el sector productivo. Un ejemplo de estas mejoras es el empleo de
ingenieria e inmovilizacion de proteinas, dos disciplinas que combinadas pueden traducirse en una
reduccion en los costos de produccion y en un mayor desarrollo en la industria de los catalizadores.
Dado este contexto, la hipétesis de este trabajo es que por medio de una plataforma basada en
biologia molecular es posible implementar una estrategia de inmovilizacién y polimerizacion de
enzimas, permitiendo recuperarlas luego de ser inmovilizadas en microesferas paramagnéticas, las
gue pueden ser facilmente separadas y reutilizadas mas tarde.

Para comprobar esta hipotesis se clonaron en un plasmido dos tecnologias de inmovilizacién
ortogonales entre si, HaloTag y AviTag, con el fin de que el gen de interés clonado entre estos pueda
ser expresado y posteriormente inmovilizado en un soporte fisico. Posteriormente se realiz6 el
clonamiento de una enzima reportera entre las anclas moleculares para inmovilizacién y se envi6 a
secuenciacion. Los resultados dieron cuenta del exitoso clonamiento de una enzima reportera. Luego
se redisef6 el plasmido, para un clonamiento facil y orientado de enzimas de interés, clonando un
fragmento que comprendia HaloTag y AviTag optimizado con un sitio de restriccion adicional,
enviandolo posteriormente a un servicio de secuenciacion. Los resultados dieron cuenta que este
disefio no fue elaborado de acuerdo con lo disefiado, por lo que su clonacién no fue exitosa. Por otra
parte, se expresaron y purificaron exitosamente proteinas que contienen tags para polimerizacion,
SpyTag-SpyCatcher y SpylLigasa, una alternativa a la inmovilizacion mediada por HaloTag y AviTag,
una alternativa a la inmovilizacién mediada por HaloTag y AviTag. Ademas, se realizaron ensayos
de inmovilizacién sobre vidrios y cantiléveres funcionalizados con el Halo-ligando de HaloTag,
inmovilizando exitosamente la enzima reportera GFP, entendiendo asi el funcionamiento de la
quimica HaloTag. Los experimentos seguiran realizandose durante 2020 cambiando la estrategia de
clonamiento en el plasmido, realizando ademas las reacciones de polimerizacién con las plataformas

purificadas y el ensayo de inmovilizacion en esferas paramagnéticas.
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1. Introduccién

1.1 Uso de enzimas en la industria

Desde el asentamiento de las primeras civilizaciones humanas, el empleo de microorganismos para
la transformacidn de sustancias ha sido una actividad en constante exploracion y descubrimiento. La
extraordinaria capacidad de ciertos microorganismos de generar nuevos productos a partir de
materias primas, llevé a que antiguas civilizaciones como Babilonios e incluso Sumerios, usaran ya
en el 6000 AC levaduras para la preparacion de bebidas alcohdlicas a partir de cebada (Singh et al.,
2016). Hoy en dia sabemos que especificamente son las enzimas las moléculas responsables de
llevar a cabo tales reacciones de transformacién a nuevos productos. El uso y manejo de estos
catalizadores biol6égicos ha evolucionado enormemente, llegando a formar parte de modernos
procesos productivos industriales debido a sus formidables capacidades de acortar los tiempos de
produccion —catalizacion de procesos—, bajo gasto de energia, economia en comparacién a
catalizadores quimicos —ya que no se consumen durante la reaccion—, y ademas de ser amigables
con el medio ambiente. (Choi et al., 2015; lllanes et al., 2013; S. Li et al., 2012). Normalmente, estos
catalizadores biolégicos, son obtenidos desde microorganismos productores, los cuales son faciles
de obtener y poseen un rapido crecimiento (lllanes et al., 2013). Ademas, gracias a la tecnologia de
ADN recombinante e ingenieria de proteinas, es posible modificar los microorganismos que expresan
estas enzimas y pueden ser cultivados en grandes cantidades, pudiendo responder a las crecientes

demandas del mundo moderno (Liu et al., 2013).

Hoy en dia las enzimas son usadas en la produccién de detergentes, la elaboracion de cerveza y de
otros productos fermentados, para la generaciéon de productos farmacéuticos y cosméticos, inclusive
la elaboracién de papel (Singh et al., 2016). Debido a la amplia gama de aplicaciones que poseen
las enzimas en la industria, es que se ha volcado cierto interés por desarrollar optimizaciones en los
procesos mediados por dichos catalizadores biolégicos que tengan como consecuencia un beneficio
para el sector productivo. La aplicacién de la ingenieria de proteinas junto con la inmovilizacién han
sido dos actividades muy populares en dicha optimizacion (Bernal et al., 2018), traduciéndose como
una reduccién en los costos de producciéon y un mayor desarrollo en la industria de los catalizadores.
Por otro lado, la ingenieria de proteinas ha emergido de la mano de la biologia molecular y evolucion
de enzimas, ofreciendo alternativas para modificar enzimas segln sea la necesidad. De este modo,
la ingenieria de proteinas se transforma en una alternativa para sistemas complejos ofreciendo

enzimas mas eficientes y estables (Arnold, 2018).

La evolucion dirigida de proteinas y enzimas —método que busca por medio de la introduccién de
sustituciones encontrar variantes de proteinas con actividades mejoradas— representa el método
mas versatil para adaptar las propiedades de la proteina de interés a las necesidades de las

aplicaciones industriales. Los progresos en esta area se han visto impulsados por los rapidos



avances en las técnicas de biologia molecular asi como las tecnologias de detecciéon high-
throughput, aplicando técnicas de recombinacion de ADN (Wong et al., 2006). De hecho, la academia
ha reconocido los avances y desarrollos a la evolucion dirigida entregandole el mayor de los
galardones en ciencias —Nobel Lauréate— a Frances Arnold, profesora del Instituto de Tecnologias
de California. Sus desarrollos han permitido un sinfin de avances tecnoldgicos que han impactado
en el desarrollo de enzimas con actividades mejoradas enfocadas para el sector productivo (Schmidt-
Dannert & Arnold, 1999).

1.2 Inmovilizacién de enzimas en la industria

La inmovilizacién de enzimas corresponde al confinamiento fisico de éstas en ciertas regiones del
espacio para retener su actividad catalitica (Arroyo, 1998; Cacicedo et al., 2019). El objetivo de la
inmovilizacién de enzimas es convertir estos catalizadores biolégicos en un biocatalizador robusto
capaz de trabajar en condiciones operativas no nativas y desfavorables, con una vida Gtil prolongada,
ya que se pueden reutilizar repetidamente (Cacicedo et al., 2019). Sin embargo, la inmovilizacién
sobre matrices suele ser no dirigida y estar basada en una quimica de grupos funcionales presentes
en toda la superficie de la proteina, por lo que no existe un control sobre la inmovilizacién (Arroyo,
1998). Por esta razdn es que la estabilizacién del catalizador por medio de la inmovilizacion tiene
muchas veces como costo comprometer la eficiencia catalitica de la enzima en cuestion.

En el presente trabajo, se han implementado dos estrategias basadas en ingenieria de enzimas que
permiten expresar proteinas de fusién conteniendo las tecnologias HaloTag® y AviTag ™, las cuales
fueron disefiadas para diversos fines, incluyendo la inmovilizacién de enzimas. Por medio del
desarrollo de una prueba de concepto, se implementaron en un sistema que permite expresar
enzimas que poseen anclas moleculares para inmovilizacion covalente sobre superficies

derivatizadas.

1.2.1 HaloTag®

Esta tecnologia se disefié para superar las limitaciones actuales de las plataformas tradicionales de
etiquetado de proteinas al permitir realizar analisis integrales de proteinas utilizando una sola
construccion genética (Los et al., 2008). Esto se logré utilizando un enfoque de dos pasos: el
desarrollo de una enzima —HaloTag®—, la cual esta genéticamente fusionada con la proteina de
interés; y un alcano halogenado (ligando HaloTag®) especifico que puede incluir maltiples grupos
funcionales para posterior derivatizaciéon. Cuando ambos, HaloTag® y el haluro-alcano entran en
contacto, un enlace covalente se forma entre la proteina dando como resultado una unién rapida e
irreversible (Los et al., 2008). EI mecanismo molecular de este sistema se basa en una enzima

dehalogenasa haloalcano mutante de la bacteria Rhodoccocus rhodocrous, la cual forma un



intermedio alquil-enzima durante el desplazamiento nucleofilico del cloruro terminal del alcano por
parte del residuo Asp106. En la dehalogenasa de tipo silvestre el residuo His272 funciona como una
base que cataliza la hidrdlisis del alcano liberando asi la enzima. No obstante, esta reaccion esta
ausente en la halogenasa de la plataforma HaloTag, ya que en este caso el residuo His272 esta
sustituido por Fen272, por lo tanto es incapaz de catalizar la hidrdlisis, resultando en un aducto
covalente de alta estabilidad (Los et al., 2005, 2008).

Dentro de las variadas aplicaciones que posee la tecnologia HaloTag, se encuentra la inmovilizacién
de macromoléculas —proteinas—, lo que se logra uniendo el ligando HaloTag a una superficie solida
(Los & Wood, 2007). La proteina de interés expresada como fusion a HaloTag reacciona uniéndose
al ligando, quedando unida al dicho soporte (Motejadded et al., 2010). La inmovilizacion de la enzima
puede realizarse en microesferas paramagnéticas que pueden ser reutilizadas repetidamente,
pudiendo reutilizarse también la enzima y permitiendo una facil recuperacion de producto
(Motejadded et al., 2010).

En este trabajo se plantea incluir el HaloTag como un marco de lectura “rio arriba” de nuestro gen
de interés, generando una proteina de fusién que incluye esta ancla. Especificamente se plantea
desarrollar un plasmido ingenierizado que pueda ser empleado para clonar facilmente enzimas de

interés.

1.2.2 AviTag

Es un péptido pequefio, que fusionado a una proteina de interés proporciona un sistema util para
muchas aplicaciones que incluyen expresién, localizacién, aislamiento, deteccién e inmovilizacion
de dicha proteina. Su tecnologia se basa en la biotinilacién de AviTag por biotina y en la unién
especifica y reversible de avidina o estreptavidina a la biotina (AviTag™ Technology, protein

biotinylation | Genecopoeia, s. f.).

La interaccién biotina-avidina, o estreptavidina, tiene caracteristicas estructurales y funcionales
Gnicas, como lo son su alta afinidad (constante de afinidad 1013 — 10-15 M) y la especificidad de la
interaccién, siendo esta interaccion no-covalente la mas fuerte presente en la naturaleza (Chivers
et al., 2011). La interaccion con estreptavidina ademas de ser muy estable, posee la capacidad de
mantener su estructura terciaria en presencia de una alta concentracion de dodecil sulfato de sodio
(SDS), un potente desnaturalizante (J. Wong et al., 1999). Dentro de las aplicaciones de AviTag ™
se encuentran la de localizacién, deteccion e inmovilizacién de proteinas o enzimas, siendo este
ultimo con el fin para el que se utilizara en el presente trabajo (AviTag™ Technology, protein

biotinylation | Genecopoeia, s. f.).

Se ha propuesto incluir esta secuencia “rio abajo” de nuestro gen de interés, ofreciendo una segunda

ancla molecular, ortogonal a HaloTag aumentando el repertorio de estrategias destinadas a la
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inmovilizacion. De este modo, nuestro disefio se completaria con un ancla covalente en el N-terminal

—HaloTag— y un ancla de naturaleza no-covalente en el C-terminal.

1.2 Polimerizacion de proteinas

Las etiquetas peptidicas son Utiles para la purificacion e identificacién de proteinas, pero suelen
unirse de forma débil y reversible, limitando la forma en que los péptidos pueden usarse para
nanoensamblaje y biologia sintética (Fierer et al., 2014). Es por lo anterior, que recientemente ha
habido un interés en desarrollar etiquetas peptidicas que se unan fuertemente y de manera

irreversible, pudiendo aplicarse para otros fines incluyendo es la polimerizacién de proteinas.

El de desarrollo de la inmovilizacién reversible y polimerizacién de proteinas en soportes sélidos, se
ha basado en el empleo de interacciones no covalentes y adsorcion no hidréfoba. A pesar de que
son estrategias sencillas y de cierta eficiencia —permiten liberar de forma integra el polimero
resultante—, las interacciones de soporte de proteinas son al igual que la unién de péptidos,
generalmente débiles (Murata et al., 2018). Por esta razén, es que se han desarrollados otras
tecnologias de polimerizacién e inmovilizacién de proteinas con uniones e interacciones mas
robustas y rapidas, mejorando la afinidad y estabilidad de los péptidos empleados y reduciendo los
tiempos de reaccién. SpyTag-SpyCatcher junto con el desarrollo de SpylLigasa y Snoopligasa
(Buldun et al., 2018; Fierer et al., 2014, Li et al., 2014; Veggiani et al., 2016), se han convertido en
una verdadera revolucion en términos de la polimerizacion de proteinas. Las tres estrategias estan
basadas en la idea de “proteina dividida” o split protein system. El concepto se basa en que una
proteina puede ser estructuralmente dividida en dos o mas partes, y al ser expresados por separados
y reunidos en soluciéon, espontaneamente reconstituyen la molécula. A pesar de que esta idea no es
nueva, no fue hasta la descripcion de enlaces covalentes intramoleculares en las adhesinas de
algunas bacterias Grampositivas que la tecnologia se pudo implementar para el desarrollo de una
estrategia basada en elementos que se unen por medio de enlaces covalentes (Zakeri et al., 2012).
Actualmente, es posible expresar proteinas y concatenarlas por medio del empleo de segmentos de
adhesinas de bacteria que son unidas covalentemente por medio de un enlace isopeptidico (Buldun
et al., 2018; Fierer et al., 2014).

En el presente trabajo se plantea usar las tecnologias SpyTag-SpyCatcher y SpyLigasa, los cuales
seran utilizados como polipéptidos de fusion para unir y polimerizar de manera rapida y robusta
enzimas de interés a superficies u otras macromoléculas. Especificamente, se ha disefiado clonar y
expresar enzimas con estas etiquetas para inmovilizarlas y polimerizarlas sobre superficies,

incluyendo microesferas paramagnéticas.



1.2.1 SpyTag-SpyCatcher

Estos péptidos de fusidn se generaron con el fin de etiquetar proteinas de forma que estas Ultimas
se unieran rapidamente con alta afinidad y resistencia mecanica, al contrario de otros péptidos
utilizados en la actualidad (Zakeri et al., 2012). La estrategia del SpyTag-SpyCatcher proviene del
dominio CnaB2 de la proteina de unién a fibronectina FbaB de Streptococcus pyogenes (Spy), la
cual contiene un dominio que posee un enlace isopeptidico que se forma de manera espontanea
entre los residuos Lis31 y Aspll7. La divisién de este dominio en dos segmentos: un pequefio
péptido de 13 residuos —SpyTag— el cual contiene un Aspll?, y el resto de la proteina —
SpyCatcher—, permite expresar la proteina como dos cadenas polipeptidicas independientes pero
gue cuando son reunidas en solucion en cuestion de minutos se asocian formando el enlace
isopeptidico Lis31-Aspll7 (Zakeri et al., 2012). La reaccién se produce con alto rendimiento y en
medio de diversas condiciones de pH, temperatura y tampén. SpyTag puede fusionarse en el
terminal o internamente en la proteina de interés y reaccionar especificamente en la superficie celular
de la membrana plasmatica de lineas celulares derivadas de mamiferos (Zakeri et al., 2012). Por
otra parte, se aplic6 espectroscopia de fuerza dindmica de una sola molécula, con el fin de
determinar cuén fuerte era este nuevo enlace de naturaleza covalente. Los autores presionaron con
la punta de un cantiléver de un microscopio de fuerza atémica sobre una capa delgada de
poliproteinas (SpyTag-SpyCatcher) adsorbidas en una superficie. La proteina polimerizada por
medio de SpyTag-SpyCatcher, se adhiri6 a dicha punta, donde posteriormente puede aplicarse una
determinada fuerza (Zakeri et al., 2012). El experimento, mostré que SpyTag no se separd de
SpyCatcher hasta que la fuerza excedi6 1 nN, donde los enlaces covalentes se rompen (Zakeri et al.,
2012).

De manera conjunta, los experimentos anteriores demostraron que el enlace irreversible formado
entre SpyTag y su compafiero SpyCatcher es de naturaleza irreversible y ocurre en condiciones de
reaccion robustas, pudiendo usarse en imagenes de células vivas de mamiferos y también
potencialmente en sistemas de mamiferos transgénicos. SpyTag permite nuevas posibilidades para
probar el efecto de la fuerza en las células y para crear nuevas arquitecturas de proteinas (Zakeri
et al., 2012).

1.2.2 Spyligasa

Tal como se menciond en la seccion anterior, el dominio CnaB2 de la proteina de adhesién a
fibronectina FbaB de S. pyogenes (Spy), puede ser dividida en dos partes: SpyTag que contiene el
Lis31 reactivo y SpyCatcher que incluye el resto de la proteina (Zakeri et al., 2012). De este modo,
la tecnologia SpyTag-SpyCatcher permite comunicar dos cadenas polipeptidicas por medio de
enlaces covalentes isopeptidicos. Recientemente, la tecnologia de proteina dividida —o split protein

technigue— se ha llevado a un nuevo nivel, tornando la estrategia SpyTag-SpyCatcher ain mas



compatible con los sistemas de proteinas. Se establecié que el dominio CnaB2 puede ser dividido
en tres partes: SpyTag, el cual se dejé sin mayores cambios; expreso por separado la Gltima hebra
la cadena que contiene Lis reactivo y se denomind KTag; finalmente el antiguo SpyCatcher se
modifico, eliminando los residuos de la cadena que contiene el Lis reactivo y reemplazando los
residuos de C terminal de CnaB2 con un conector Gly/Ser, cadena polipeptidica que se denomin6
SpyLigasa (Fierer etal., 2014). De este modo, dos proteinas o macromoléculas pueden ser
comunicadas de manera covalente por simplemente incluir un péptido SpyTag y KTag en su
secuencia, unién covalente que es catalizada por la “enzima” SpyLigasa (Fierer et al., 2014). La
pequefa cicatriz que queda luego de unir ambas cadenas polipeptidicas aumenta la versatilidad de
esta técnica, permitiendo implementarla en practicamente cualquier sistema de inmovilizacion y

polimerizacion de proteinas.

A partir de los antecedentes presentados, la hipétesis planteada en el presente trabajo es que por
medio de una plataforma basada en biologia molecular es posible implementar una estrategia de
inmovilizacion y polimerizacion de enzimas, permitiendo recuperarlas luego de ser inmovilizadas en

microesferas paramagnéticas, las que pueden ser facilmente separadas y reutilizadas mas tarde.



2. Objetivos
Objetivo general

Desarrollar una plataforma basada en biologia molecular para la polimerizacion e inmovilizacién de

proteinas de fusion de interés

Objetivos especificos

1. Clonar la enzima glucoquinasa con anclas para inmovilizacién y redisefiar plasmidio de anclaje

para clonacion facilitada y orientada.

2. Expresar las proteinas tag: SpyTag-SpyCatcher, SpylLigasa, y HaloTag-Glucoquinasa (HaloTag-
TIGK).

3. Validar la plataforma a través de un ensayo de inmovilizacion y bioquimico de la enzima

glucoquinasa inmovilizada sobre microesferas.



3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

Reactivos quimicos

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), amortiguador fosfato salino (PBS), leupeptina, isopropil- B-D-
1-tiogalactopiranésido (IPTG), fosfato de sodio, cloruro de sodio, imidazol, 40% acrilamida, tris-
(hidroximetil)-aminometano (TRIS), dodecilsulfato sédico (SDS), persulfato de amonio, N',N’,N’,N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED), azul de Coomasie, acido acético glacial, metanol de grado técnico,
glicina, &cido clorhidrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), agarosa, estandar de tamafo
molecular 1 kilobase (1 Kb DNA Ladder, estandar de amplio rango para geles SDS-PAGE,
ampicilina, kanamicina, tetraciclina, cloranfenicol, cloruro de calcio (CaClz), glicerol, (3-
aminopropil)trietoxisilano (APTES), glutaraldehido, Hellmanex lllI, etanol, dNTPs, agua destilada y

agua libre de nucleasas.

Amortiguadores

Amortiguador de union (fostato de sodio pH 7,4 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, imidazol 20 mM),
amortiguador de elucion (fostato de sodio pH 7,4 20 mM, cloruro de sodio 0,5 M, imidazol 0,5 M),
amortiguador de carga para geles de poliacrilamida (SDS, B-mercaptoetanol, azul de Coomasie),
amortiguador TAE (Tris, &cido acético glacial, EDTA pH 8 0,5 M)

Medios de cultivo

Medio liquido Luria-Bertani (LB) (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L)
y medio agar Luria-Bertani (Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L y
agar 15 g/L), obtenidos desde BD.

Plasmidos
pFN18a HaloTag®, obtenido de Promega, fue modificado con un AviTag™ terminal. pET28a SUMO-
KTag, pET28a SpyTag-BLactamasa (BLA)-SpyCatcher y pDEST14 Spyligasa fueron obtenidos

desde AddGene. Finalmente el plasmido comercial pUC57-HaloAvi-Sacll fue ordenad a GeneScript.



Enzimas y proteinas

Enzimas de restriccion EcoRI-HF, BamHI-HF, BamHI, Sacll, Kpnl, Bglll, Quick Ligase, ADN Ligasa
T4, ADN polimerasa GoTaq y ADN polimerasa Q5 fueron obtenidas desde New England BioLabs®
Inc., TEV.

Proteina HaloTag-Proteina Verde Fluorescente (GFP) purificada con anterioridad, aloimina de suero
bovino (BSA).

Cepas bacterianas
E. coli XL10 Gold® para clonamiento fueron obtenidas desde Stratagene, E. coli BL21 (DE3) pLysS

para expresién fueron obtenidas desde Novagen.

Partidores
Los partidores mostrados en la Tabla 3.1 fueron obtenidos desde IDT (Integrated DNA

Technologies).

Tabla 3.1. Partidores para la amplificacién y verificacion del gen TIGK. Fw y Rev TIGK
corresponden a partidores que flanquean el gen de la enzima TIGK y contienen las secuencias de
las enzimas BamHI y Bglll respectivamente, mientras que T7 Ter, corresponde a una secuencia

presente en el vector pFN18a.

Nombre Secuencia (5-3’)

Fw TIGK GACGGATCCATGAAGGAAAGCCTTAAAGATAGG
Rv TIGK AGATCTCCTTTTCCTCATGCCAAATTCAC
T7 Ter Rv GCTAGTTATTGCTCAGCGG




3.2 Métodos

3.2.1 Amplificacion del gen de la enzima glucoquinasa de Thermococcus litoralis (TIGK) mediante
Polymerase Chain Reaction (PCR)

Con el fin de amplificar el gen de la enzima TIGK a partir del plasmido pQEB8OL, se realiz6 un PCR
empleando la ADN polimerasa Q5 y los partidores Fw y Rv TIGK (Tabla 3.1), siguiendo el protocolo
indicado por el proveedor. Brevemente el protocolo consiste en mezclar 10 uL de amortiguador de
reaccion Q5 5X, 1 yL de dNTPs (10 mM), 2,5 uL de Fw TIGK (10 pM), 2,5 uL de Rv TIGK (10 uM), 2
ML de ADN plasmidial con una concentracion total de 1 ng, 0,5 yL de ADN polimerasa Q5 y agua
libre de nucleasas hasta completar un volumen de 50 pL, posteriormente se depositd la muestra en
un termociclador programando el ciclo térmico con una denaturacion inicial a 98°C por 30 segundos,
seguida de 25 a 35 ciclos a 98°C por 10 segundos, 50-72 °C por 10 a 30 segundos (Tm de
partidores), 72°C por 20 a 30 segundos/kb de extension de plasmido, finalizando el ciclo con una

extension final a 72°C por 2 minutos.

3.2.2 Preparacion de células quimiocompetentes

Para preparar células competentes para la transformacién con ADN foraneo, se crecieron las células
E. coli XL10 o E. coli BL21 pLysS en 200 pyL de medio LB liquido durante toda la noche. Al dia
siguiente, se realiz6 una dilucién 1:100 en 20 mL de medio LB liquido y se incubaron a 37°C hasta
una densidad oOptica (DO) entre 0,6 y 0,9. Posteriormente, se transfirieron los cultivos a tubos conicos
de 50 mL, manteniéndolos en hielo durante 10 minutos. Luego del tiempo transcurrido, dichos
cultivos se centrifugaron a 9000 RPM a 4°C por 10 minutos y se descarté el sobrenadante. El
centrifugado restante se resuspendio en 12,5 mL de CaCl2 0,1 M frio y estéril, nuevamente se
centrifugd en las mismas condiciones mencionadas y se descartd el sobrenadante. Finalmente,
resuspendio el centrifugado obtenido en 3,5 mL de CaClz y 1 mL de glicerol 50%, y se alicuotaron

las células de 100 yL en tubos Eppendorf, almacenandolas a -80°C.

3.2.3 Transformacion de células quimiocompetentes

Con el fin de purificar el plasmido pFN18a HaloTag-TIGK-AviTag, pFN18a HaloAvi y el plasmido
comercial que contiene el fragmento HaloAvi-Sacll, se transformaron células E. coli XL10
quimiocompetentes afiadiendo 2 uL de ADN plasmidial a 100 pL de células, por separado para cada
ADN plasmidial. Luego se incubd6 la mezcla de ADN y bacterias en hielo durante una 1 hora, seguido
por un breve golpe térmico a 42°C por 45 segundos desde donde se trasladaron de regreso al hielo
inmediatamente. Luego, se agreg6 a cada tubo 250 yL de medio LB y se incubaron durante 1 hora

a 37°C. Finalmente, se plaquearon en agar LB suplementado con antibidticos apropiados
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(Tetraciclina-Ampicilina en el caso del plasmido pFN18a y Tetraciclina-Kanamicina en el caso de los

plasmidos comerciales), incubando las células durante toda la noche a 37°C.

Con la finalidad de expresar las proteinas SpyTag, SUMO-KTag, SpylLigasa y TIGK, se
transformaron células E. coli BL21 pLysS quimiocompetentes con los pldsmidos que contenian
dichas proteinas, se siguio el protocolo anteriormente mencionado. Finalmente se plague6 en agar
LB suplementado con antibiéticos adecuados (Cloranfenicol-Kanamicina en el caso de pET28a
SpyTag y pET28a SUMO-KTag y Cloranfenicol-Ampicilina en el caso de pDEST14 Spyligasa y
pFN18a HaloTag-TIGK-AviTag).

Para transformar células quimiocompetentes con producto de ligacién, se siguié el mismo protocolo
empleado, con la diferencia de que se agregaron 5 pL de producto. El resto del protocolo se realizé

de la misma manera.

3.2.4 Purificacion de ADN plasmidial

Para obtener el ADN plasmidial, se utilizo el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). La concentracién de ADN y la pureza obtenida se midi6 con un espectrofotémetro
Infinite® M200 PRO NanoQuant de Tecan, midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm, utilizando 2 pL

por duplicado de cada muestra.

3.2.5 Digestién con enzimas de restriccion

Para obtener el plasmido pFN18a vacio y el fragmento HaloAvi-Sacll, se utilizaron las enzimas
EcoRI-HF y Kpnl en ambos plasmidos, siguiendo el protocolo indicado por el proveedor. Brevemente,
el protocolo consiste en mezclar 1 ug de ADN plasmidial con 5 uL de amortiguador CutSmart ®, 1
pL de Kpnl, 1 yL de EcoRI-HF y agua libre de nucleasas hasta un volumen de 50 L, e incubar a

37°C durante toda la noche.

Luego de purificar los amplicones del gen TIGK y también para abrir el plasmido pFN18a HaloAvi,
se realizdé una doble digestion con las enzimas BamHI y Bglll el fragmento del gen y el vector
mencionado, siguiendo el protocolo indicado por el proveedor. Brevemente, el protocolo consiste en
mezclar 1 ug del ADN a digerir, 5 yL de NEBuffer 3.1 10X, 1 yL de cada enzima de restricciéon y agua
libre de nucleasas hasta completar un volumen final 50 yL, y posteriormente incubar a 37°C durante

toda la noche.
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3.2.6 Purificacién de segmentos digeridos y productos PCR

Para obtener el ADN del plasmido pFN18a, del inserto HaloAvi-Sacll, del gen de la enzima TIGK y
de los plasmidos pFN18a Halo-TIGK-Avi y pFN18a HaloAvi-Sacll, se realizé una electroforesis en
un gel de agarosa 1% con amortiguador TAE 1X, cargando 50 pL de la digestién o PCR previamente
realizados y 25 yL de amortiguador de carga de electroforesis. Posteriormente, se utilizé el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). La concentracién de ADN y la pureza
obtenida se midié con un espectrofotometro Infinite® M200 PRO NanoQuant de Tecan, midiendo la

absorbancia a 260 y 280 nm, utilizando 2 uL por duplicado de cada muestra.

3.2.7 Ligacién de segmentos digeridos

Para ligar el gen TIGK al plasmido pFN18A HaloAvi, se utilizé la enzima ADN Ligasa T4, mientras
gue para ligar el fragmento HaloAvi-Sacll al plasmido pFN18a, se utilizé la enzima ADN Ligasa T4
como el kit Quick Ligasa, siguiendo en ambos casos el protocolo indicado por el proveedor con una
modificacion en el tiempo de incubacién y en la cantidad de inserto a ligar. Ya que el vector y el
inserto poseen distintos pesos moleculares y cantidad de nucleétidos, la cantidad de inserto a ligar

se calculé a partir de un factor de ligacién de la siguiente forma (Contreras & Rivas-Pardo, 2020):

Pares de bases del plasmido

Factor de clonacion = - =
Pares de bases del inserto

500 ng
F

Cantidad de inserto =

Brevemente, la ligacion con la enzima Quick Ligasa se realizo mezclando 10 yL de amortiguador de
reaccion de Quick Ligasa 2X, 50 ng de ADN vector, 170 ng de ADN inserto, agua libre de nucleasas
hasta un volumen de 20 uL y finalmente 1 pL de Quick Ligasa. La ligacion con Ligasa T4 se realiz6
mezclando las mismas cantidades de componentes mencionados, exceptuando el amortiguador T4
ADN Ligasa, del cual se utilizaron 2 uL para la reaccion. La reacciéon mediada por Quick Ligasa se
incub6 a temperatura ambiente durante media hora, mientras que la reaccion Ligasa T4 se incub6 a

16°C durante toda la noche.

3.2.8 Transformacion de células quimiocompetentes con producto de ligacion
Para posteriormente purificar el producto de ligacion, se transformaron células E. coli XL10 siguiendo
el protocolo mencionado anteriormente en el punto 3.2.2, con la diferencia que se usaron 5 uL de

producto de ligacién para transformar dichas células.

12



3.2.9 Verificacién de correcta ligacion de fragmento y plasmido

Para verificar la correcta ligacion del plasmido pFN18a y el fragmento HaloAvi-Sacll, se realiz6 una
digestion con las enzimas EcoRI-HF y Sacll, siguiendo el protocolo indicado por el proveedor
indicado brevemente en el punto 3.2.4, y posteriormente se realizé una electroforesis en gel de
agarosa 1% con amortiguador TAE 1X para visualizar el inserto liberado por la digestién.

Posteriormente se seleccionaron los clones y se enviaron a secuenciacion.

3.2.10 PCR para verificacion de insercion del gen TIGK y su direccionalidad

Con el fin de verificar la correcta clonacion del gen de la enzima TIGK en el plasmido pFN18a y su
direccionalidad en el plasmido pFN18a, se realizé un PCR empleando ADN polimerasa GoTaq. Para
corroborar el clonamiento del gen se utilizaron los partidores Fw TIGK y Rv TIGK, mientras que para
corroborar la direccion del gen en el plasmido se utilizaron los partidores Fw TIGK 'y T7 Ter Rv (Tabla
3.1). Se siguié el protocolo indicado por el proveedor, el cual brevemente consiste en mezclar 1,5 pL
de cada partidor a utilizar para cada reaccion, 1 yL de ADN plasmidial con una concentracién total
de 1 ng, 12,5 uL de ADN polimerasa GoTaq y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen
de 25 uL. Posteriormente las reacciones se depositaron en un termociclador, donde se programé un
ciclo térmico que incluye una denaturacion inicial a 98°C por 30 segundos, 25 a 35 ciclos a 98 °C,
50-72°C por 10 a 30 segundos (Tm de partidores) y 72°C por 20 a 30 segundos/kb de extension de
la muestra a amplificar, seguido de una extension final a 72°C por 2 minutos. Posteriormente se

cargaron las muestras en geles de agarosa para ser visualizadas.

3.3. Expresidn y purificaciéon de proteinas SpyLigasa, SpyTag-SpyCatcher y HaloTag-Glucoquinasa

3.3.1 Induccidn de la expresion de proteinas SpylLigasa, SpyTag-BLA-SpyCatcher, SUMO-KTag y
HaloTag-Glucoquinasa (HaloTag-TIGK)

Se transformaron con los plasmidos pDEST-SpyLigasa, pDEST-SUMO-KTag, pET28a-SpyTag-
BLactamasa-SpyCatcher y pFN18a HaloTag-TIGK-AviTag, en células E. coli BL21 pLysS
quimiocompetentes. Luego de seleccionar clones y plaquearlos en agar LB-Ampicilina-Cloranfenicol
en el caso de los plasmidos pDEST-SpyLigasa y pFN18a HaloTag-TIGK-AviTag y en LB-
Kanamicina-Cloranfenicol en el caso de los plasmidos pET28a-SUMOKTag y pET28a-SpyTag-
BLactamasa-SpyCatcher. Posteriormente se inoculé en 4 mL medio liquido LB, y se dejo crecer con
agitacion, toda la noche a 37°C. Seguidamente, se inoculé 400 mL de medio liquido LB
suplementado con los antibiéticos mencionados, y se dejo crecer con agitacion a 37°C hasta una
densidad optica (DO) de 0,5 a 0,6 aproximadamente. Luego, se agrego IPTG 1 mM al cultivo y se

dejé incubar a 37 °C con agitacién, durante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifug6 el cultivo a
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9000 rpm, durante 30 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante, guardando el centrifugado a -
80°C.

3.3.2 Purificacion de proteinas

Para purificar la proteina de interés, se preparé un extracto crudo resuspendiendo el centrifugado
obtenido anteriormente en 20 mL de PBS, luego se agregd 5 uL de leupeptina y 200 yL de PMSF
como inhibidores de proteasas. Posteriormente y con el propésito de extraer la proteina contenida
en las bacterias, se rompi6 la integridad celular por medio de sonicacion. Cada muestra fue sonicada
por medio de 6 pulsos de 1 minuto con una potencia de 33 Watts (amplitud del 60% de la potencia
total del equipo) seguida por pausas de 30 segundos para evitar el sobrecalentamiento de la
dispersion ya contenida en hielo. Mas tarde se centrifugd a 9000 rpm durante 30 minutos, rescatando

el sobrenadante, manteniendo el extracto crudo en hielo.

Luego, se purificé la proteina por medio de cromatografia de afinidad, haciendo pasar el extracto
crudo por una columna de sefarosa y cobalto. Posteriormente se lavé la columna con 40 mL de
amortiguador de union y se eluyé la proteina de interés con amortiguador de elucién (imidazol 0,5
M), recolectando 15 fracciones de 0,6 mL aproximadamente. Cada fraccion fue cuantificada a través
de su absorbancia a 280 nm utilizando un espectrofotémetro Infinite® M200 PRO NanoQuant de

Tecan.

3.3.3 SDS-PAGE

Para analizar la purificacién realizada, se cargaron las muestras que presentaron mayor
concentracién en geles resolutivo al 10% y 12% SDS, y se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida en amortiguador de corrida. Las muestras se cargaron con amortiguador 5X SDS para
geles de proteinas y se utilizé estandar de amplio rango para geles SDS-PAGE para determinar el

peso molecular aproximado de las proteinas.

3.4 Funcionalizacién de superficies con quimica HaloTag (vidrios y cantiléver)

Con el fin de preparar las superficies a utilizar con HaloTag y Halo-ligando, se lavaron los vidrios y
cantiléveres durante 30 minutos con detergente Hellmanex Il (Hellma Analytics), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Posteriormente se lavaron con 10 volimenes de agua destilada y se
dejaron en etanol durante 30 minutos. Finalmente, dichas superficies se secaron con aire
comprimido, cuidando de que en especial en los vidrios, no quedaran residuos de solvente que

pudiesen entorpecer los pasos posteriores.
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A continuacion, se cubrieron las superficies con silano 1% (APTES) durante 20 minutos, se lavaron
con etanol 5 veces y se secaron nuevamente con aire comprimido. Mas tarde, se trasladaron hasta

una estufa a 65°C, durante 20 minutos para contribuir en el secado total del vidrio.

Subsiguientemente, se preparo una solucién de glutaraldehido 1% en amortiguador PBS y se afiadio
una alicuota de 20 L, para luego hacer un “sandwich” con cada par de vidrios, rotulando el lado
contrario con el fin de identificar la cara funcionalizada. En el caso de los cantiléveres, cada uno se
sumergio en una gota de glutaraldehido 1% de 20 pL. Ambas superficies se dejaron incubar durante
1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, se preparo el Halo-ligando, diluyendo la solucién madre 500X en amortiguador PBS,
para obtener una solucién 1X (2,2 uL de solucién madre y 1,3 mL de amortiguador PBS). Luego, se
deposité una alicuota de 20 uL de Halo-ligando diluido, sobre cada superficie funcionalizada y se
dejé reaccionar durante al menos 12 horas, en una camara humeda. En el caso de los cantiléveres
se repitid el mismo procedimiento anterior, cada chip fue sumergido en una gota conteniendo el

ligado de cloro-alcano.

Finalmente, y ya pasado el tiempo de incubacién, se cubrieron las superficies con una gota de
soluciéon de BSA 1% en amortiguador PBS, con el fin de bloquear y disminuir la unién inespecifica
HaloTag-vidrio. Las superficies se incubaron alrededor de 60 minutos en una cAmara humeda y se
lavaron las superficies con el amortiguador mencionado, manteniéndolas en una camara humeda

hasta el momento de ser empleadas en el experimento de inmovilizacion.

3.5 Inmovilizacion de proteina control reportera HaloTag-GFP

Para la inmovilizacion de proteinas con HaloTag, se deposité una gota de 3 uL de proteina HaloTag-
GFP en cada superficie ya funcionalizada con alcano y se dej6 incubar en una camara himeda
alrededor de 20 minutos. Pasado el tiempo de incubacion, se visualizaron los vidrios y cantiléveres

con la proteina inmovilizada en un transiluminador.

Finalmente, se agregd una alicuota de 3 pL de la enzima TEV sobre las superficies, incubandolas
durante al menos 20 minutos y posterior al tiempo de incubacién, se observaron en un

transiluminador para confirmar la presencia o ausencia de proteina HaloTag-GFP.

15



4. Resultados y discusion

4.1 Objetivo 1: Desarrollo de libreria de vectores

De acuerdo con la motivacion experimental de este trabajo, que proponia el desarrollo de una
plataforma para la inmovilizacion y polimerizacidon de proteinas, el primer objetivo fue implementar
una libreria de vectores que permitieran la expresion de proteinas con anclas moleculares para
inmovilizacién. En una primera instancia, se clond en el vector pFN18a el gen de glucoquinasa de
Thermococcus litoralis (TIGK) (Ito et al., 2001). Se escogid esta enzima ya que puede ser facilmente
usada como reportero en los ensayos de inmovilizacién, por medio de la medicién de actividad
enzimatica (Rivas-Pardo et al., 2013). Ademas la enzima TIGK posee una serie de extraordinarias
caracteristicas de estabilidad que la hacen un candidato para ese tipo de ensayos referentes a su

estabilidad estructural como funcional (Rivas-Pardo et al., 2013).

A) B) C)

BamHI

pFN18a
HaloTag-Avi

BamHI

/ BamHI

TLGK Bigll

pFN18a
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Kpnl
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g Namm®

Figura 4.1. Insercidon de TIGK en el vector pFN18a HaloTag-AviTag. A) Pldsmido pFN18a que contiene
un sitio de restriccion BamHI. B) Gen TIGK amplificado por PCR con partidores con extremos sobresalientes
gue incluyen los nuevos sitios para el clonamiento, BamHI y Bglll. C) Ligacion resultante del gen TIGK y el
vector pFN18a HaloTag-AviTag. Producto de que BamHI y Bglll ofrecen sitios compatibles, el gen de la
enzima TIGK se liga reconstituyendo un sitio BamHI en el extremo 5’ mientras que en el otro extremo 3’ se

genera un nuevo sitio BstY| producto de la combinacién de Bglll-BamHI (Carrion-Vazquez et al., 1999).

En la Figura 4.1 se muestra un esquema del clonamiento de la enzima TIGK, la cual consisti6 en el
empleo de un par de enzimas cohesivas BamHI y Bglll. Este sistema cuenta con un paso previo de
clonamiento usando los sitios EcoRI y BamHI para insertar el gen HaloTag y la secuencia AviTag
fue clonada utilizando BamHI y Kpnl. La enzima TIGK fue amplificada por PCR con partidores que
incluian en 5’ el sitio de BamHI (Fw TIGK) y en el 3’ el sitio para Bglll (Rv TIGK) descritos en la Tabla
3.1. El resultado de los amplicones que contienen el gen de la enzima se muestran en la Figura 4.2.
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Figura 4.2. Gel analitico de agarosa al 1% con
resultados de PCR para amplificacion de gen TIGK.
Para obtener el gen de la enzima TIGK, se amplificé a partir
del plasmido pQES8OL, utiizando partidores que
flanqueaban el gen, Fw y Rv TIGK (Tabla 3.1). En los
carriles 1 y 2 se encuentran dos amplicones obtenidos.
Estos se movilizan hasta aproximadamente 1,5 kb, lo cual

coincide con el tamafio tedrico esperado (~1416 pb).

Debido a que BamHI y Bglll son cohesivas entre si, el clonamiento de la enzima TIGK puede ser o
no orientado. De este modo es necesario realizar una blsqueda de los clones correctos mediante
amplificacion por PCR, verificando asi la insercion del gen de la enzima y su direccionalidad. En el
caso del gen, se comprobé su insercion a través de una amplificacién por PCR con los mismos
partidores que se utilizaron para amplificar el gen de la enzima TIGK (Figura 4.3) y para comprobar
la correcta direccién del gen se utilizaron un set de partidores que hibridan justo al inicio del gen
(Fwd TIGK) y fuera del gen en la regién del terminador del vector (T7 Ter).

En el caso de que el gen este orientado apropiadamente, el amplicdn coincide practicamente con el
tamafio del gen mas un segmento correspondiente al vector (~1500 pb), mientras que si el gen esta

invertido, no hay producto de la amplificacion debido a que ambos partidores estan orientados en el
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mismo (Figura 4.4). Luego de confirmar los clones apropiados para el trabajo, estos fueron

almacenados para las siguientes experiencias.
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Figura 4.3. Verificacién de insercidn del gen TIGK en el plasmido pFN18a-HaloAvi. Se cargaron
14 clones distintos sometidos con anterioridad a PCR, utilizando los partidores Fw y Rv TIGK (Tabla
3.1) con el fin de obtener amplicones del gen inserto en el plasmido. Los clones de los carriles 2, 5,
12 y 14 resultaron tener inserto el gen de la enzima TIGK, ya que los amplicones obtenidos se

movilizan bajo los 1,5 kb, coincidiendo con lo disefiado (~1416 pb).
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Figura 4.4. Verificacién de direccionalidad del gen TIGK clonado en el pldsmido pFN18a-
HaloAvi. Se cargaron 14 clones distintos sometidos con anterioridad a PCR, utilizando los partidores
Fw TIGK y T7 Ter (Tabla 3.1) con el fin de obtener amplicones que contuvieran parte de la secuencia
de vector y el gen completo. Los clones de los carriles 2, 5, 12 y 14 resultaron tener inserto el gen de
la enzima TIGK, ya que los amplicones obtenidos se movilizan hasta aproximadamente 1,5 kb,

coincidiendo con lo disefiado (~1518 pb).
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Debido a que el clonamiento con las anclas HaloTag y AviTag, junto con el empleo de los sitios
cohesivos BamHI y Bglll generaban clones invertidos, se decidi6 mejorar la estrategia de
clonamiento mediante la introduccién de un nuevo sitio de restriccion. Esto requirié la busqueda de
un sitio de restriccion que estuviese ausente en la serie de sitios Unicos empleados para el disefio y
clonamiento del HaloTag y de AviTag y ademas fuera compatible con sistemas de doble digestién
simultanea. El sitio escogido fue Sacll, que ofrecia ser un buen candidato para clonamiento
orientado. La estrategia propuesta incluia la introduccién del sitio mencionado mediante el reemplazo
del segmento comprendido entre EcoRI y Kpnl. Este segmento se encarg6 a la compafiia GenScript
para su fabricacion, facilitando el clonamiento por medio de la estrategia de doble digestion. El

resumen de esta estrategia se presenta en la Figura 4.5.

EcoRl
EcoRI C co

BamH|  BamHI

Sacll

Sacll

pFN18a
HaloTag-Avi

pFN18a

pFN18a
HaloTag-Avi 2.0

Kpnl Kpnl Kpnl

T \

Figura 4.5. Implementacion de un vector para inmovilizacién de proteinas con clonamiento
facilitado. A) Plasmido pFN18a HaloAvi desarrollado con sitios de restriccion EcoRI y Kpnl que
flanquean los HaloAvi-Tags. Este vector solo permite clonamiento por medio del uso no orientado
sitios BamHI y Bglll. B) Plasmido pFN18a vacio cortado con las enzimas de restriccion EcoRI y
Kpnl, los cuales flanquean el marco abierto de lectura ingenierizado. C) Vector pFN18a resultante
gue incluye los sitios de restriccion BamHI y Sacll para un clonamiento orientado. El fragmento en
rojo esquematiza un gen de interés, el cual puede ser clonado de manera orientada aumentado la

tasa de éxito durante el clonamiento.
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Este fragmento, el cual incluia un nuevo sitio Sacll estaba clonado en el vector pUC57, desde donde
se liberd por medio de las enzimas EcoRIl y Kpnl. El fragmento liberado HaloTag-Sacll-AviTag se
traslado y clond en el vector pFN18a previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion
(Figura 4.5) y pUC57-HaloAvi-Sacll, para luego realizar una doble digestion con las enzimas EcoRI
y Kpnl. Ambas digestiones fueron cargadas en geles de agarosa, para separar los fragmentos
resultantes. De la digestion de pFN18a-HaloAvi se purificé la fraccidn correspondiente al plasmido
vacio (Figura 4.6), mientras que de la digestién de pUC57-HaloAvi-Sacll se purificé el fragmento

optimizado (Figura 4.7).
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Figura 4.6. Gel preparativo de agarosa al 1% con digestion
de plasmido pFN18a HaloAvi vacio. El carril 1 contiene el
plasmido pFN18a HaloAvi doble digerido con las enzimas EcoRl
y Kpnl. El plasmido se moviliza hasta los 3.0 kb, mientras que el
fragmento, alrededor de 1.0 kb. La banda correspondiente al
vector vacio fue removida y empleada para la solubilizacién del
ADN de dicho vector. El carril 2 contiene el vector pUC57
HaloAvi-Sacll doblemente digerido con las mismas enzimas. El
plasmido pUC57 se moviliza hasta bajo los 3.0 kb y el fragmento
se mueve hasta 1.0 kb. La banda correspondiente al fragmento
HaloAvi-Sacll fue removida del gel para posteriormente

solubilizarla y purificar su ADN.
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Figura 4.7. Gel preparativo de agarosa al 1% para la digestion
del plasmido pUC57 HaloAvi-Sacll. Ambos carriles contienen el
plasmido pUC57 digerido. El plasmido tiene alrededor de 2710 kb
(~3.0 kb), mientras que el fragmento HaloAvi-Sacll posee cerca
de 1 kb. La banda ubicada cerca de los 4 kb en el carril 1,
corresponde a la porcién de plasmido que no alcanzé a digerirse.
Las bandas correspondientes al fragmento HaloAvi-Sacll fueron

removidas para posteriormente purificar su ADN.

Posterior a la purificacién del plasmido pFN18a y el fragmento HaloAvi-Sacll, ambos predigeridos
con las enzimas EcoRlI y Kpnl, se realiz6 un ensayo de ligacion reconstituyendo un vector pFN18a-
HaloAvi BamHI-Sacll, el que fue purificado. Para confirmar la correcta insercion del fragmento en el
plasmido, se seleccionaron ocho clones y se realizé una digestion con las enzimas de restriccion
EcoRI y Sacll para la liberacion de un inserto de distinto peso molecular que el fragmento HaloAvi,

para luego visualizarlos a través de un gel de agarosa (Figura 4.8).

De los ocho clones digeridos y visualizados, se seleccionaron cuatro para confirmarlos por medio de
secuenciacion, verificando si la secuencia nucleotidica obtenida de la ligacion es la correcta
comparada con lo disefiado. Los resultados obtenidos de la secuenciacion dieron cuenta que el
fragmento enviado por el proveedor fue mal elaborado y no contenia la secuencia exacta solicitada,
ya que carecia del sitio de restriccion Sacll. Ademas, los sitios de restriccion resultantes de la ligacion
de los fragmentos no resultan ser los esperados, debido a las diferencias entre las secuencias

restantes en los extremos de estos.
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Figura 4.8. Gel analitico de agarosa al 1% con digestion de plasmido pFN18a HaloAvi
BamHI-Sacll con enzimas de restriccion EcoRI y Sacll para verificacién de clonamiento de
inserto. La verificacion fue a través de la liberacion de un inserto digerido por las enzimas
mencionadas, quedando un fragmento de alrededor de 3 kb y otro de cerca de 1 kb. El plasmido
fue purificado desde ocho clones, de los cuales se seleccionaron cuatro para su secuenciacion
(carriles 1, 2, 4y 6).
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4.2 Objetivo 2:

Expresioén de proteinas tag

Con el fin de inmovilizar proteinas y posteriormente polimerizarlas, se purificd un set de proteinas

disefiadas y empleadas para polimerizacion como lo son las implicadas en los sistemas SpyTag-

SpyCatcher, SpylLigasa y también se purific6 una proteina que serviria como prueba de concepto

como HaloTag-TIGK (glucoquinasa de Thermococcus litoralis). En la Figura 4.9 se puede observar

el paso a paso de la expresion y purificacién que se llevd a cabo en el presente trabajo para cada

proteina estudiada. En el caso de dicha figura, se purifico la proteina SpyLigasa.
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Figura 4.9. Expresion y purificacion de
proteinas. i) Inoculacion de medio de
cultivo LB suplementado con antibiéticos
BL21 plysS

transformada con el plasmido que contiene

apropiados, con E. coli

la proteina de interés, inducido con IPTG,
obteniendo un extracto crudo. ii) El extracto
crudo obtenido es cargado en una columna
de afinidad y se eluye con un amortiguador
que contiene imidazol para purificar la
proteina. iii) Para comprobar la correcta
purificacion de la proteina de interés, esta
se carga con amortiguador de carga para
geles de proteinas, en un gel de
poliacrilamida al 10%, 12% o 15% SDS. En
este caso se purificd SpyLigasa. Carriles:
(1) Extracto crudo; (2) Fraccion de
proteinas que no se une a la columna; (3)
Lavado de columna; (4-6) Elucién de
fracciones que contienen la proteina de
interés. El peso molecular aproximado de

SpyLigasa es de 11 kDa.
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En la Figura 4.10, se puede observar un gel 15% SDS en el cual se cargaron las proteinas
previamente purificadas SpyLigasay SUMO-KTag, las cuales poseen un peso molecular aproximado
de 11 kDa y 13,7 kDa respectivamente (Fierer et al., 2014). Lo anterior se puede comprobar al

comparar sus migraciones con el estandar de peso molecular empleado (MW).
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Figura 4.10. Gel de poliacrilamida al 15% SDS. Carriles:
(1) SpyLigasa; (2) SUMO-KTag.

En la Figura 4.11, se puede observar un gel 10% SDS en el cual se visualizan las proteinas
previamente purificadas SpyTag-BLA-SpyCatcher y HaloTag-TIGK, las cuales migran seglin sus
respectivos pesos moleculares aproximados: 45,7 kDa y 90 kDa respectivamente (Los et al., 2008;
Schoene et al., 2014; Wilson, 2011), comparados con el marcador de peso molecular (MW). Cabe
mencionar que los pesos moleculares estimados por el proveedor sirven solo de referencia y pueden
diferir de los pesos reales, ya que el gel utilizado por este es en gradiente de concentracién, y no
corresponde al experimento realizado. Ademas, se observa que en el carril 2, donde se encuentra la
enzima HaloTag-TIGK se observan dos bandas bajo la proteina, las cuales podrian ser
contaminacion. Estas bandas fueron visualizadas en purificaciones y geles anteriores, por lo que
podria ser conveniente someter la muestra a una nueva técnica de purificacion para la obtencion de

una mayor pureza en el caso de que el experimento asi lo amerite. En el caso de las experiencias
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propuestas en este trabajo, inmovilizacién en sistema de superficies funcionalizadas, la presencia
de proteinas contaminantes no son una gran complicacion debido a que la inmovilizacion esta

basada en la quimica HaloTag.

MW 1 2
kDa

75— e

48— .

-
-
- -

Figura 4.11. Gel de poliacrilamida al 10% SDS.
Carriles: (1) SpyTag-BlLactamasa-SpyCatcher; (2)
HaloTag-TIGK.

Estas proteinas fueron purificadas con el fin de polimerizarlas entre si de forma que SpyLigasa
catalice una ligacion péptido-péptido entre la proteina que posee KTag (SUMO-KTag) con la que
contiene SpyCatcher (SpyTag-BLactamasa-SpyCatcher), uniendo dos proteinas distintas entre si y
formando una nueva arquitectura proteica. Por otro lado, SpyTag-BlLactamasa-SpyCatcher se
autopolimerizaria, ya que SpyTag y SpyCatcher reaccionan entre si formando un enlace covalente

resultando una proteina ciclica, y ademas podria formar distintas formas de oligémeros.
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4.4 Funcionalizacion de superficies e inmovilizacion de HaloTag-GFP

Para estudiar el funcionamiento de la quimica de inmovilizacion de HaloTag, se funcionalizaron con
el ligando de cloroalcano dos tipos de superficies: vidrios y cantiléveres. La Figura 4.12 ilustra el
paso a paso de la quimica implicada en la funcionalizacién de superficies descrita en la seccién 3.4,
ademas de la inmovilizacion de la proteina HaloTag-GFP utilizada en este experimento como

proteina control reportera, descrito en la seccién 3.5.
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Figura 4.12. Paso a paso de la quimica de superficies HaloTag. i) Esta
guimica incluye tres reacciones consecutivas: a) silanizacién con APTES; b)
entrecruzamiento con glutaraldehido; y finalmente c) adicién del Haloligando
cloro-alcano. ii) Inmovilizacion de la proteina HaloTag-GFP en la superficie

funcionalizada con los pasos descritos.

En la Figura 4.13 se aprecia en el panel i) el sistema de inmovilizacién de la proteina HaloTag-GFP
sobre la punta de un cantiléver, donde la luz absorbida por la proteina se refleja de color verde
fluorescente. Dicha proteina contiene un croméforo llamado p-hidroxibenzilideneimidazolinona que
le otorga dos picos de excitacion: el primero a los 395 nm y el segundo de 475 nm (Franco & Longart,
2009). Cuando la proteina es excitada a 475 nm, su pico de emision ocurrird a 503 nm, por lo que si

la proteina es irradiada con luz visible en el rango del azul, ésta sera reemitida pero en el rango verde
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(Franco & Longart, 2009). Entonces, es relativamente sencillo emplear GFP considerando tanto el
equipamiento disponible en el laboratorio, como su eficacia reportera al evaluar inmovilizacién sobre

vidrios y cantiléveres.

Para visualizar la proteina GFP inmovilizada en la punta de un cantiléver, el cual es una superficie
casi microscopica y dificil de distinguir para el ojo humano, se utilizé la técnica TIRF (Total Internal
Reflection Fluorescence, o fluorescencia de reflexion interna total) a una longitud de onda de 495
nm, técnica optica que proporciona la excitacion de fluor6foros en una regién axial extremadamente
delgada. Este método se basa en el principio de que cuando la luz de excitacién se refleja en su
totalidad internamente en un sélido transparente en su interfaz con un liquido, lo que genera un
campo electromagnético llamado onda evanescente en el liquido en la interfaz sélido-liquido, la cual
posee la misma frecuencia que la luz de excitacion. Debido a que la intensidad de la onda
evanescente decae exponencialmente con la distancia desde la superficie del solido, solo las
moléculas fluorescentes dentro de unos pocos cientos de nandmetros del sélido se excitan
eficientemente (Fish, 2009). Es por lo anterior que en el panel ii) se observa una imagen limpia y sin
ruido de la punta de cantiléver, reflejando la luz verde que caracteriza la proteina GFP.
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Figura 4.13. Inmovilizacion de proteina control reportera HaloTag-GFP
en cantiléver funcionalizado con Halo-ligando. i) Caricatura donde se
aprecia el sistema de inmovilizacion de la proteina HaloTag-GFP a un

cantilever. ii) Cantilever con la proteina HaloTag-GFP inmovilizada.
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En la Figura 4.14 se aprecia la proteina HaloTag-GFP inmovilizada sobre vidrios (panel i) y luego el
resultado luego de un tratamiento con la enzima TEV (panel ii). En el segundo panel se observa la
ausencia del color verde proveniente de la emision de GFP, ya que esta proteina se escinde debido
gue su secuencia incluye un sitio TEV ubicado entre el HaloTag y la proteina (HaloTag-TEV-GFP).
Entonces empleando la enzima del mismo nombre, se puede cortar y perder la comunicacién con el
vidrio, comprobandose asi que la proteina reportera permanecia inmovilizada exitosamente en la

superficie del vidrio a través de la quimica de HaloTag.

Figura 4.14. Inmovilizacion de HaloTag-GFP como proteina reportera paralainmovilizacién de
vidrios. i) Vidrio funcionalizado con amino Halo-ligando decorado con 1 uM de HaloTag-GFP. Se
observa que la proteina queda inmovilizada al vidrio en el lugar donde se deposita la alicuota que la
contiene, distinguiéndose su color verde caracteristico. ii) Vidrio luego de tratamiento con la enzima
TEV y lavado.

28




5. Proyecciones

Objetivo 1

Este objetivo pretende seguir realizdndose apenas se pueda continuar con las actividades normales,

cambiando la estrategia de insercion del sitio de restriccién Sacll.

Dentro de las posibles nuevas estrategias para el clonamiento del sitio de restriccion mencionado
se encuentran los protocolos de Gibson (A Synthetic Genomic Inc., s. f.), PCR (Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa) con partidores de tipo puente o bridge (H. Liu & Naismith, 2008) o también podria
aplicarse una técnica mas sofisticada como CRISPR/Cas9 (Jiang & Doudna, 2017). La técnica que
se ha escogido para continuar con el trabajo esta basada en PCR con partidores de tipo puente,
donde la reaccion se lleva a cabo utilizando dos partidores que poseen la mutacion a clonar y ademas
son complementarios entre si, y al unirse a la secuencia molde se replica el ADN plasmidial con
dicha mutacion (H. Liu & Naismith, 2008). Los extremos de estos partidores son protuberantes para
sitios de restriccién que ya se encuentran en la secuencia del pldsmido a modificar, por lo que la
mutacion, se introduce entre los sitios de restriccion que se prefiera. El resultado sera un pladsmido
donde se podra clonar de manera orientada una enzima de interés que podra expresarse e
inmovilizarse en superficies sélidas. La construccién de la plataforma de inmovilizacién pretende
seguir llevandose a cabo durante 2020, dado que ya hemos adquirido los partidores a utilizar con la
estrategia descrita. Se ha planeado continuar con este trabajo, luego de reanudadas las actividades

presenciales.

Figura 5.1. Técnica de PCR con partidores de tipo puente o
a) L-\ bridge. a) Ambos partidores se unen a la secuencia de ADN
parental para insertar una mutaciéon (en este caso el sitio de
restriccion Sacll). b) Sintesis de nueva cadena de ADN amplificado
utilizando la cadena parental como plantilla. ¢) EI ADN recién
amplificado contiene la mutacion insertada a través de la
amplificaciéon de la cadena de ADN parental.

Las lineas grises representan el ADN del plasmido parental, los
circulos de lineas discontinuas representan el ADN amplificado,
mientras que las lineas discontinuas de puntos representan el ADN
amplificado utilizando el ADN recién sintetizado como plantilla. Las
flechas indican los partidores (1 y 2) y los tridngulos indican la
ubicacion de las mutaciones insertadas y las barras indican los

“cortes” en las moléculas recién sintetizadas de ADN.

29



Objetivo 2

Se logré expresar y purificar de manera exitosa y correcta las proteinas que permiten anclaje.
Lamentablemente, no se alcanz6 a realizar la inmovilizacion sobre superficies utilizando las
tecnologias SpyCatcher y
SpyLigasa. Esto ultimo se realizara durante 2020 ya que se cuentan todas las piezas para continuar
con la polimerizacién de proteinas: SpyTag-BLactamasa-SpyCatcher, SUMO-KTagy SpyLigasa. Las
técnicas de polimerizacién estudiadas en este trabajo poseen gran potencial y son una estrategia
alternativa a HaloTag y AviTag para inmovilizar proteinas sobre fases o superficies inmoviles,

ademas de formar nuevas estructuras proteicas y oligémeros de una misma proteina.

Objetivo 3

Durante el desarrollo de este trabajo se logré exitosamente expresar y purificar una proteina que
contiene HaloTag (HaloTag-TIGK) e inmovilizar una proteina reportera utilizada como control en
vidrios y cantiléveres funcionalizados con Halo-ligando (HaloTag-GFP). Se planea realizar
inmovilizacién de enzimas utilizando la misma tecnologia en microesferas paramagnéticas, con el
objetivo de realizar una prueba de concepto y catalizar una reaccion con la enzima HaloTag-TIGK,
recuperando el producto, la enzima y el soporte de inmovilizacién para la posterior reutilizacion de
este. La inmovilizacién de enzimas se puede realizar mediante HaloTag o AviTag, dos técnicas
ortogonales, que pueden emplearse de la misma manera para inmovilizar enzimas, extrapolandose

a la industria para inmovilizar enzimas que catalicen reacciones de interés industrial.
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6. Conclusiones

En este trabajo se disefié una estrategia para obtener un plasmido que permitiera la clonacion de un
gen de interés de manera orientada, que permitiera su expresion y posterior inmovilizacion, con el
fin de inmovilizar proteinas o enzimas de interés industrial, permitiendo la recuperacion de la enzima
y el producto, ademas de la reutilizacién de las bolas paramagnéticas empleadas como soporte
fisico. La estrategia empleada si bien no permitié clonar de manera apropiada la enzima TIGK, no
dio los resultados esperados en cuanto a la optimizacién para un clonamiento facilitado y orientado.
Los resultados obtenidos muestran que no fue posible insertar el sitio de restricciéon Sacll, por lo que
no fue posible desarrollar completamente el objetivo inicialmente planteado. Se esta trabajando para
cambiar la estrategia de clonamiento a PCR utilizando partidores de tipo puente o bridge (Figura
5.1), los cuales ya fueron adquiridos y se espera lograr terminar de desarrollar la plataforma de

biologia molecular para inmovilizacion.

Se logré la correcta purificacion de las proteinas que contienen anclas que permiten la inmovilizacion
y polimerizacién de proteinas como SpylLigasa y SpyTag-SpyCatcher, ademés de la proteina
etiquetada con el péptido HaloTag, HaloTag-TIGK, visualizando estas proteinas y sus respectivas
piezas en geles SDS, teniendo asi todas las piezas necesarias para el siguiente paso, la
polimerizacion de proteinas. Estos péptidos que permiten anclaje son una alternativa a HaloTag o
AviTag para la inmovilizacion de proteinas en superficies sélidas, adquiriendo asi gran potencial para

ser desarrolladas en el ambito de inmovilizacién enzimatica.

Se inmovilizé exitosamente una proteina reportera control que contiene el péptido HaloTag
(HaloTag-GFP) sobre vidrios y cantiléveres funcionalizados con el Halo-ligando, mas no se alcanz6
a realizar inmovilizacién de alguna enzima de interés industrial en bolas paramagnéticas. Este
experimento se realiza con el fin de catalizar una reaccién donde pueda recuperarse facilmente el
producto, ademas de poder reutilizar el soporte fisico, lo cual seria un gran aporte a la industria de
enzimas, ya que estaria implicado un mayor rendimiento y una reduccién en los costos de

produccion.

La construccién de la plataforma para la inmovilizacion de enzimas de interés industrial, la
polimerizacion de proteinas y el ensayo de inmovilizacion sobre bolas paramagnéticas se llevara a
cabo durante 2020 apenas se puedan continuar con actividades normales, completando asi todos
los objetivos contemplados al comienzo de esta Tesis (segundo semestre de 2019), los cuales no

pudieron completarse a cabalidad debido al estallido social y la actual pandemia.
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