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Presentacion

A lo largo de esta unidad nos enfocaremos en las estrategias experimentales que pueden
aplicarse durante y para la obtencién de una proteina recombinante, y se discutira la gran
ventaja de utilizar a los procariontes como la fuente de generacion.

Con objeto de poder identificar y comprender las estrategias o protocolos experimentales
gque sustentan la obtencion de proteinas recombinantes utilizando un modelo procarionte,
es necesario saber como se lleva a cabo la regulaciéon genética en bacterias, puesto que
con esto podemos ayudar a hacer mas eficiente la produccién de la proteina de interés, por
lo que en esta unidad analizaremos con profundidad los mecanismos de regulacion de los
operones.

Por otro lado, una vez que se ha logrado producir la proteina recombinante de interés,
requerimos realizar procedimientos que permitan la purificacién de la misma para poder
emplearla en distintos estudios o en la formulacion de un producto. En esta unidad también
estudiaremos éstas nuevas tecnologias que se han descrito para la purificaciéon de
proteinas recombinantes bacterianas.

Propdésitos

Esta unidad tiene los propositos de:

e Describir el mecanismo de regulacion genética de los operones de lactosa y
triptéfano.

e Definir los cuerpos de inclusion

e Diferenciar entre las técnicas de purificacion de proteinas recombinantes.

e Describir el fundamento de la cromatografia de afinidad, exclusion molecular y de
intercambio iénico.
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Competencia especifica

SABER >

Aplicar estrategias de regulacién genética y de purificacion de proteinas
mediante el uso de tecnologias moleculares para la obtencién de
proteinas recombinantes.
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¢ Qué debo aprender en esta unidad?

Unidad 3. Obtencién de proteinas recombinantes

Identificar los operones
inducibles y reprimibles.

Describir el mecanismo de regulacién
genética de los operones de lactosa y

triptofano.

‘ Aplicar |la regulacion genética en

la optimizacion de producciéon de
proteinas recombinantes.

Diferen_ciar entre las técnicas
de purificacion de proteinas
recombinantes.

5, 6

Definir los cuerpos de Describir el fundamento
Inclusion. de las distintas técnicas
cromatograficas de

purificacion de proteinas.
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3.1. Regulacion de la expresion génica

Antes de sumergirnos en el contenido de la asignatura, revisa la infografia que se muestra
en la pagina anterior y que te permitira tener un panorama completo de los contenidos que
revisaremos en esta unidad, en caso de que tengas alguna pregunta o inquietud, consultalo
con tu docente en linea.

La obtencion de un péptido recombinante implica varios aspectos, y uno de los mas
importantes es conocer el mecanismo de regulacion génica que permitird expresar mejor
la proteina.

Enlace

Recuerda que en la asignatura de Biologia Molecular 1, estudiamos la
estructura y definicibn de los operones, por lo que en esta asignatura
profundizaremos en los mecanismos genéticos involucrados con ellos, que
permitirdn incrementar la produccion de una proteina recombinante.

La expresion génica es el proceso que abarca desde la transcripcion, el procesamiento
del mRNA hasta su traduccion en proteina, y el control de esta expresion sucede
fundamentalmente a nivel de la transcripcion.

Este control se realiza a través de la union especifica de proteinas y la secuencia de DNA
particular. A diferencia de lo que sucede en los eucariontes, los procariontes presentan
agrupaciones de genes que estan sujetos a una sola region regulatoria o promotora.

3.1.1. Operon de la lactosa

Los primeros estudios sobre los operones fueron realizados en E.coli, donde observaron
gue si bien la bacteria crecia en un medio con glucosa como fuente de carbono, también
podia utilizar la lactosa como otra fuente, sin problema alguno. Lo curioso de esta
observacion es que ninguna ruta metabodlica de este microorganismo presenta a este
metabolito. Y entonces surgié la duda de como es que podia metabolizarla.

En el metabolismo de la lactosa, una enzima la B-galactosidasa que hidroliza al disacéarido
y produce galactosa y glucosa, es de suma importancia y resulta que ésta se expresaba en
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células que crecian en un medio con lactosa, pero ademas se expresaba junto con otras
dos enzimas; es decir habia un patron que sugeria que los niveles de expresién de una
serie de enzimas que participaban en la adaptacién a una determinada modificacion de su
entorno, en este caso, el medio con lactosa, implicaba una regulacion coordinada y fue
entonces que Jacob y Monod propusieron el modelo del operén para dar una explicaciéon a
la expresion coordinada que observaron.

El operén de la lactosa esta constituido por tres genes estructurales, designados como lacZ,
lacY y lacA. El gen lacZ codifica para la enzima -galactosidasa que cataliza la hidrdlisis
del disacarido lactosa en glucosa y galactosa. El gen lacY codifica para una permeasa de
galactésido que proporciona funciones de transporte para una variedad de azlcares,
incluidas la lactosa, melibiosa, y rafinosa. El gen lacA codifica para una tiogalactésido
transacetilasa, una enzima de funcién incierta que puede desempefiar un papel en la
desintoxicacion de algunos tiogalactésidos. Las tres proteinas estan normalmente
presentes en cantidades pequefias en una célula, pero cuando ésta se encuentra en
crecimiento y utiliza lactosa, los niveles de estas enzimas aumentan hasta 1000 veces sus
niveles.

A este proceso de estimular el aumento de las enzimas involucradas en el operén lactosa
se le llama induccién, y por lo tanto las enzimas del operdn lactosa se consideran
inducibles. Cualquier compuesto, como la lactosa, cuya presencia en el medio de como
resultado una induccion, es considerado un inductor. Después de que el suministro del
inductor en un medio se agota, debido a la accién de la enzima B-galactosidasa, la sintesis
de las enzimas del operdn lac se reprimen una vez mas, y la célula vuelve a su estado
original.
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Figura 1. Regulacién del operdn de lactosa. Se muestran los productos del gen de
la lactosa y su regulacion.

Modificado de Stryer, 2003.

Ahora bien, lo contrario de una enzima que es inducible y reprimible es una enzima
constitutiva, que siempre se esté sintetizando. Una enzima constitutiva es por tanto aquella
gue se produce a una velocidad constante en todas las condiciones celulares presentes. La
produccion constitutiva de una enzima implica una falta de mecanismos de control, y ciertos
tipos de mutaciones pueden hacer que la produccion de las enzimas del operon lactosa sea
constitutiva en lugar de que sea inducible.

Por estudios de mutaciones se encontré un gen represor llamado lacl, que se encuentra
adyacente a los genes del operdn lactosa lacZ, lacY y lacA. El gen lacl codifica para una
proteina represora que ejerce un control negativo sobre el operdn lactosa, inhibiendo la
transcripcion. Ahora bien, este represor debe interactuar con el operdn lactosa de alguna
manera para evitar la transcripcion, esto sucede en el operador.

Si la presencia de la proteina represora en el operador evita la transcripcién y la ausencia

de un represor lo permite, la induccion debe consistir en la eliminacion del represor de un
operador, debido a un cambio en las propiedades del represor, resultante de la interaccion
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con el inductor. Varias moléculas que tienen una union y ligadura B-galactosido, tal como
la que se encuentra en la lactosa, funcionan como inductores in vivo e in vitro. Algunas de
estas moléculas, a diferencia de la lactosa, que no son degradadas por la B-galactosidasa
se les denominan inductores gratuitos. Entre estos compuestos o inductores gratuitos se
encuentra el tiometil-B-D-galactopiranosido (TMG) y el isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG), ambos de los cuales con frecuencia se han utilizado para los estudios sobre
induccion. Debido a que no se degradan, su concentracion no cambia en la célula, incluso
si éstas crecen durante muchas generaciones.

El represor Lac, el cual es la proteina codificada por el gen lacl, fue el primer ejemplo de
una clase de proteinas que Jacques Monod y Jean Pierre Changeaux llamaron proteinas
alostéricas. Tales proteinas tienen al menos dos configuraciones estables de minima
energia, y cada una tiene una actividad caracteristica (o falta de actividad) asociada a ella.
En el caso del represor Lac, la configuracién alostérica de la proteina se da cuando se une
al operador como un complejo tetramérico, mientras que la otra configuracion enziméatica
no lo hace. El cambio en la configuracién de una proteina alostérica se desencadena por
una molécula denominada efector alostérico, que es una pequefia molécula que se une a
un sitio especial en una proteina alostérica. Para el represor Lac, el efector alostérico es
cualquiera de las moléculas inductoras (TMG o IPTG). El inductor en realidad no compite
por unirse al operador sino que se une a la proteina represora y esto resulta en que el
represor ya no se puede unir al DNA.

La baja concentracion de inductor que se requiere para un cambio alostérico es importante,
debido a que el inductor quimico del operdn lactosa no es en si la lactosa, sino un derivado
de la lactosa llamado alolactosa. La enzima B-galactosidasa produce cantidades muy
pequefias de alolactosa a partir de la lactosa, por desplazamiento del enlace glucosidico
presente en esta molécula. La enzima no rompe el enlace glucosidico, tan sélo mueve la
posicion del enlace de la posicién 4 a la posicién 6.

Para este caso, una cantidad minima de B-galactosidasa debe estar presente en todo
momento en la célula, o la induccién del operdn lac no podria ocurrir, ademas el azicar no
tiene que ser modificado por la B-galactosidasa para ser un inductor. Ademas de los
inductores gratuitos mencionados anteriormente, la melibiosa es un inductor que sélo
requiere la funcién galactésido permeasa, ya que se descompone a través de una via
enzimatica diferente. La rafinosa, por otra parte, no es un inductor, pero es transportada por
la galactosido permeasa. Solo las células que expresan constitutivamente el operén lac son
capaces de crecer en rafinosa.

El modelo original del operén asumia que la RNA polimerasa se unia al operador para iniciar

la transcripcion, y que, por tanto, la represion era una simple competencia entre la
polimerasa y la proteina represora para el mismo sitio de DNA. Sin embargo, Agnes Ullman
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y Jacques Monod mostraron, a través de experimentos con bacterias mutantes, que si hay
modificaciones en sitios rio arriba, la uniéon de la RNA polimerasa es mas eficiente. Pero, si
hay mutaciones rio abajo, la polimerasa se une con menos eficiencia y disminuye la tasa
de transcripcion. Para cuestiones practicas, las mutaciones entre el gen lacl y los sitios del
operador lacZ, se designan lacZp.

El dltimo elemento regulador fue demostrado por Boris Magasanik, el cual era parte de un
grupo mas grande de eventos reguladores llamado represion de catabolitos o represion de
glucosa. El concepto basico es que algunos componentes liberados durante el catabolismo
de la glucosa, causaban inhibicién de sistemas enzimaticos auxiliares, tales como el operén
lactosa. Sin embargo, el mediador real de la represiéon catabdlica no fue descubierto hasta
gue Earl Sutherland y colaboradores identificaron una molécula pequefia denominada 3', 5'
adenosin-monofosfato ciclico (AMPc o AMP ciclico), como un elemento regulador en las
células animales y bacterianas. Colaboradores mostraron mas tarde que la adicién de este
compuesto a cultivos en la fase de crecimiento de E. coli liberaba la represion catabdlica y
permitia la induccion de una variedad de operones incluidos el de lactosa. La concentracion
de AMPc no variaba en E. coli durante el crecimiento exponencial sobre glucosa o lactosa.
Por lo tanto, la concentracion de AMPc no puede ser el mecanismo responsable de la
represion catabdlica.

Experimentos sobre el transporte de glucosa (Hogema et al., 1998) han proporcionado una
explicacion para este fendmeno. La glucosa entra en la célula a través del sistema
fosfotransferasa (PTS por sus siglas en inglés: PhosphoTransferase System). Una de las
enzimas en lavia es la llA (Glc), una proteina que se fosforila y desfosforila alternativamente
durante el transporte de glucosa, ya que proporciona el grupo fosfato para producir glucosa
6-fosfato. En su estado no fosforilado, la enzima IIA causa la exclusion del inductor de
lactosa mediante la union a la escasa lactosa permeasa presente en la membrana celular,
lo que significa que el operén lac no se puede encender mientras que la glucosa esta siendo
transportada.

Una vez mas, las mutaciones sirven para definir el papel del nuevo elemento regulador en
el operdn lac. Las mutaciones situadas en la regién promotora eximen a la célula de la
necesidad de AMPc, lo que ocasiona que las células se vuelvan insensibles a la represion
catabdlica. Otro tipo de mutacién bien localizada y que esta lejos del operdn lactosa dio
como resultado la incapacidad de AMPc para activar el operén lactosa; este nuevo sitio
genético (crp) codifica para una proteina, a la cual se le han otorgado varias
denominaciones como la proteina de activacion de catabolitos (CAP por sus siglas en
inglés: catabolite activation protein, proteina del receptor de AMPc (CRP por sus siglas en
inglés: cAMP receptor protein), o gen de la proteina de activacion catabodlica (CGA por sus
siglas en inglés: catabolite gen activation protein). El requerimiento de esta proteina también
podia ser liberado por mutaciones localizadas en la region promotora. La CRP y restos de
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cAMP actiian como elementos reguladores positivos de control debido a que en su ausencia
la transcripcion no puede ser aumentada por encima de los niveles basales.

Experimentos de union a proteinas han demostrado que el represor lac se une a tres sitios
dentro de la region del operon lac: O; es el sitio operador original, Oz es un sitio dentro del
gen lacZ en si y Oz es un sitio de 92 pb rio arriba cerca del sitio de unién a AMPc. La
configuracién més estable es cuando un tetrdmero de proteina represora puede unirse a O,
asi como también a O2 y O3 de manera simultanea. Esta unién provoca la formacién de una
estructura en forma de U constituida por la hélice de DNA y que hace al promotor no
disponible a la RNA polimerasa.

La ARN poclimerasa se une aqui

Cuando el represor se encuentra
Ausente y el ARNc v la proteina
CRP esta en las cercanias

CRP + AMPc
lacZ lacY lacA

P3 PZ 03 P1 01 2 1:L

_———— B

Traduccién

Se une aqui
todo el tiempo

Ambas moléculas de ARNm son fraducibles para dar
p-galactosidasa, lactosa permeasa y transacetilasa

/\

El represor se une a la alocatosa

lacY
y deja el promotor abiertoc lacl P ¢

El tetramero del represor se une
al operador y bloquea la transcripcién

Figura 2. Regulacién del operdn lactosa. Las lineas azules representan DNA de
doble cadena en la regién del operoén lac. Las flechas horizontales representan los
transcritos de mRNA. Los sitios promotores se indican por P, los sitios de terminacién
de la transcripcion se indican por t, y los sitios de union del represor se indican por O.
El transcrito lacl se sintetiza en todo momento, pero la proteina represora resultante
es solo activa en ausencia de alolactosa. Un tetramero represor activo se une a Oly

02 u 03 para formar un bucle que bloguea el acceso a la region promotora 1. Incluso
si el promotor 1 esta accesible, la RNA polimerasa se unira s6lo cuando AMPc y las
proteinas CRP estan presentes. Los promotores 2 y 3 son activos en niveles bajos en
todo momento y proporcionan la sintesis de fondo de mRNA.

Tomado de http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/static-
pages.do?page=ModelMonth%2F2006-12
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Ahora bien, este evento génico, la transcripcion, puede ser sujeto de modulacion a través
de proteinas que establecen contacto con la secuencia que esta siendo codificada por la
RNA polimerasa, que seria el complejo AMPc-CAP.

Entonces en resumen, el complejo AMPc-CAP es capaz de unirse a una secuencia
especifica del DNA y promover la transcripcion de los genes involucrados en el metabolismo
de la lactosa. Aunque los elementos reguladores positivos y negativos estan presentes, el
operdn lac se considera que esta bajo control negativo, porque se produce una proteina
represora. El gen lacl no es parte del operdn lac, ya que tiene su propio promotor y
secuencias de terminacion. Normalmente se expresa constitutivamente en un nivel bajo.

Como se sefialo anteriormente, varias mutaciones causan un aumento considerable en la
cantidad de represor producido, de tal manera que podemos incluir éstas dentro del disefio
de un plasmido para manipular la expresion del operén. El gen lacZ juega un papel
importante en la biologia molecular, ya que se utiliza con frecuencia como un indicador de
la actividad de un operdn, es decir como gen reportero, en un sitio adyacente al promotor y
operador en estudio debido a que es muy estable y rapida de ensayo con reacciones
colorimétricas.

3.1.2. El operdn de triptofano

Ahora vamos a revisar otro ejemplo de este tipo de regulacién en procariontes, el operén
del triptofano.

La biosintesis de este aminoacido es un proceso complejo que se inicia con el acido
corismatico compuesto, un producto de las enzimas codificadas por los arogenes, y es
catalizada por enzimas cuyas tres subunidades estan codificadas dentro de los cuatro
genes (A-E). Los productos de los genes trpA y trpB forman la enzima triptéfano sintetasa,
y los productos de los genes trpE y trpD forman la enzima antranilato sintetasa. El gen trpC
codifica para la enzima indol-glicerofosfato sintetasa.

Numero estimado de nucledtidos
.60 162 1800 1800 1200 1200 . 800 40
L lider trpE trpD trpC trpB trpAg :
H a: . . . H a
p,0 a P2 t

Figura 3. Estructura del operdn triptéfano. Se muestra la posicion de cada uno de

los genes que conforman el operon.
Modificado de Birge, 2006.
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El mapa génico de E. coli del operdon trp parece convencional, aunque los genes
estructurales estan dispuestas en orden alfabético inverso. El gen trpR, que codifica para
una proteina represora, se encuentra a cierta distancia del operén que regula. Una vez mas,
las mutaciones han permitido identificar un promotor discreto y los sitios del operador, en
este caso el operador se encuentra dentro del promotor. La fuerza del promotor se ve
afectada por dos bloques ricos en Adenina y Timina localizados corriente arriba a partir del
promotor (en -50 y -90). La supresién de estas regiones reduce en gran medida la eficiencia
del promotor.

A pesar de su similitud con el operdn de lactosa, el operdn trp tiene varias caracteristicas
genéticas nuevas. A diferencia de los operones de carbohidratos, no hay participacion de
cAMP o CRP en esta regulacion. En su lugar, hay una regulacion de la produccion de
enzimas biosintéticas acorde con la cantidad de triptéfano disponible en la célula. Esta
regulacién requiere de un método de deteccion de la presencia de triptéfano en el
citoplasma y de detener la transcripcion del mRNA siempre que la concentracion de
triptéfano sea lo suficientemente alta.

Estudios de union demuestran que la proteina represora, codificada por el gen trpR, es un
co-represor y no se une al operador trp a menos que esté formando un complejo con el
triptéfano. Por lo tanto, la formacion del complejo inhibidor es dependiente de la presencia
del producto final de la ruta bioquimica, el triptéfano. El complejo represor compite
directamente con la RNA polimerasa por la unién con el promotor. En un experimento donde
se realiz6 un inmunoensayo con células que tenian un suministro excesivo de triptéfano, se
detectd la presencia de 120 dimeros del represor, pero en ausencia de triptéfano hay 375
dimeros del represor, la mayoria de los cuales no son funcionales debido a la falta de
triptéfano.

Cabe sefialar que el triptéfano también actia como un efector alostérico que inhibe
directamente la enzima antranilato sintetasa, proporcionando de este modo dos niveles de
regulacion. Cuando el triptéfano esta presente en exceso, la primera etapa enzimatica en
la via bioquimica se bloquea, y el complejo represor recién formado impide aiun mas la
sintesis del mRNA. La represion del operdn reduce la cantidad de enzima presente
alrededor de 70 veces.

Charles Yanofsky y su equipo de trabajo identificaron otro mecanismo de regulacion. En
casi todas las moléculas de mARN hay una regién llamada secuencia lider, localizada
antes que el codigo para el primer producto del operén. Esta secuencia en E. coli consta de
162 pb que se extiende entre el extremo de la region del promotor-operador y el codon de
inicio de la traduccion para el gen trpE. A este sitio se le ha denominado sitio atenuador
trpEa.

Universidad Abierta y a Distancia de México
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Esta region es capaz de adoptar dos estructuras alternativas de horquillas, una inhibe la
transcripcion y otra la favorece.

Cuando la concentracion de triptéfano es adecuada, se transcribe el mMRNA de la secuencia
lider y se forma una horquilla que impide la union de la RNA polimerasa. Cuando el
triptéfano escasea también se forma una horquilla alternativa que no impide que se una la
RNA polimerasa y de este modo continda la transcripcion.

A
( ) WwW
(@t tetote s s M e s s )
Ribosoma Finde la
transcripcion
ARNm del trp
RNA polymerase
(B)

No terminacién
Estructura alternativa

Figura 4. Mecanismo de atenuacién del operdn de triptofano. (A) Inhibicion de la
transcripcién con la presencia de triptéfano y (B) Transcripcién a bajas
concentraciones de triptofano.

Modificado de Stryer et al., 2003.

El analisis de la secuencia del RNA ha demostrado que puede doblarse en varias formas
inmediatamente después de la transcripcion, para producir las diversas estructuras de tallo-
bucle. Al comienzo del primer bucle de potencial (27-68 bases) hay un marco de lectura
abierto que codifica para un pequefio polipéptido de 14 aminoé&cidos. Entre los aminoacidos
gue aparecen en este polipéptido se encuentran dos residuos de tript6fano adyacentes
cerca del extremo carboxilo terminal. El triptéfano es un aminoacido relativamente poco
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usado, por lo que encontrar dos residuos de triptéfano continuos es muy raro. Yanofsky y
sus colegas sugirieron que este polipéptido es la clave para la regulacion por atenuacion.

Unicamente cuando conoces el mecanismo que regula el operén en el que estéa involucrada
tu proteina de interés, puedes realizar modificaciones para que los represores, operadores
0 inductores participantes actian de acuerdo a lo que se desea obtener.

3.2. Purificaciéon de proteinas recombinantes

Ahora que ya hemos revisado algunas estrategias que pueden ser empleadas para
incrementar la expresion de proteinas recombinantes, vamos a estudiar algunos métodos
gue se emplean para obtener las proteinas recombinantes de una manera mas pura, ya
que las técnicas de purificacién tradicional no son lo suficientemente efectivas para este fin.

Una proteina recombinante con alta pureza debe ser disefiada desde su secuencia,
teniendo en cuenta los puntos que ya hemos revisado en las unidades anteriores sobre la
optimizacion.

Ya en el momento de la expresion y purificacion de la proteina es importante considerar los
siguientes puntos:
e Identificar la fase de crecimiento en la cual se sintetiza en mayor proporcion la
proteina recombinante, para intentar mantener el cultivo en esa fase.
e Agregar agente inductor o represor en la etapa de crecimiento adecuada para
obtener la mayor cantidad de proteina recombinante.
¢ Definir los objetivos de la purificacion: grado de pureza, cantidad y nivel de actividad
requeridos.
e Seleccionar el material biolégico de inicio que dependera de la localizacion de la
proteina tanto en tejidos como en compartimentos subcelulares.
e Desarrollar una técnica de andlisis para la determinacién de la pureza, actividad o
contenido total de proteina.
e Minimizar la manipulacion de la muestra.
¢ Remover desde el inicio, posibles contaminantes: por ejemplo proteasas
e Reducir el uso de aditivos.
e Apoyarse en el uso de técnicas diferentes en cada paso: Para ello se debe
considerar las propiedades fisicoquimicas de la proteina.
e Minimizar el nimero de pasos.
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Una vez que se ha obtenido la proteina recombinante, hay que aislarla del medio de cultivo
y purificarla para eliminar las partes del microorganismo que no se desean. Un punto critico
involucra el conocimiento de la localizaciébn a nivel celular de la proteina, ya que
dependiendo de su residencia es que se realizaran técnicas en particular para su
purificacién. Es necesario conocer si es una proteina membranal o si es el caso de que sea
soluble, probablemente esté localizada en el citosol.

La parte final de aislamiento y purificacién de la proteina recombinante, puede realizares
de muchas maneras:

e Purificacion por gradiente. En el caso de que las proteinas de interés sean
membranales, se puede utilizar la técnica de centrifugacion diferencial, donde la
primera fase de centrifugacién a 5000 x g permite eliminar células completas y otros
restos celulares de gran tamafio y el sobrenadante se somete a una segunda
centrifugacion a 100,000 x g para recuperar la fraccion membranal.

Enlace

La técnica de purificacion por gradiente ya fue estudiada en la asignatura de
Biologia Molecular 2, por lo que ahora analizaremos otras técnicas de
purificacion que pueden ser aplicadas en la produccién de proteinas
recombinantes.

3.2.1. Cuerpos de inclusién

En la produccion de proteinas recombinantes se utilizan preferentemente a las bacterias
como organismos productores, ya que éstos permiten disefiar procesos de produccion
rapidos y de bajo coste.

Dentro de estos microorganismos se lleva a cabo un fenémeno de agregacion, el cual se
desarrolla cuando las bacterias se enfrentan a un estrés celular, tal como el que se da
cuando son forzadas a producir la proteina de interés en concentraciones elevadas. Como
consecuencia de la situacion de estrés, las proteinas que se van produciendo se acumulan
en forma de unos agregados insolubles que denominamos cuerpos de inclusion.
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Cuerpos de inclusion

Se definen como agregados proteicos densos, refractiles, altamente
hidratados, resistentes a algunos detergentes, cilindricos y de medida
variable.

Se creia que todos estos agregados estaban formados por proteinas inactivas, lo que
restringié de manera notable el espectro de proteinas comercializadas, ya que la forma
inactiva no es util, sin embargo, en los Ultimos afios se ha descubierto que no en todos los
casos las proteinas se encuentran inactivas.

Figura 5. Cuerpos de inclusiéon. Se muestra una micrografia de E. coli con cuerpos
de inclusion formados por la cadena pesada del anticuerpo MAK 33, se observan
como estructuras de gris palido.

Tomado de http://web.mnstate.edu/provost/Advancesproteinrefolding.pdf

En la actualidad existen protocolos donde los cuerpos de inclusion se purifican y en algunos
casos se puede transformar a la proteina de inactiva a activa, haciendo a éstos elementos
herramientas que favorecen el proceso de purificacion de proteinas.

Los cuerpos se forman porque la proteina se produce en grandes cantidades y la bacteria
no puede hacer el plegamiento del péptido porque carece de los elementos necesarios,
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esto considerando que se trata de una proteina de origen eucarionte; y otro aspecto puede
ser porque no se forman correctamente los puentes disulfuro necesarios para darle la
estabilidad que requiere la proteina. Para resolver este punto, una estrategia es utilizar
agentes desnaturalizantes, como aquellos que modifican los puentes disulfuro, donde se
puede promover su ruptura y evitar la formacion de nuevos enlaces.

S I
{i

i
& =vsv

~7 Proteina sin plegamiento m

Proteina agregada Proteinas
asistentes del

Plegamiento

% Proteina plegada o Nativa

Figura 6. Mecanismo de plegamiento proteico. Se ilustra el proceso de traduccién
proteica y los posibles arreglos estructurales que se presentan para las proteinas

recombinantes.

Modificado de Marco, 2013.

Por lo tanto, la técnica para purificar cuerpos de inclusion incluye los siguientes pasos:
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Purificacion por cuerpos de inclusion

1. Separar por centrifugacién los cuerpos de inclusién del resto de la célula.

2. Lavar con soluciones que contienen desnaturalizantes como la urea,
sacarosa o detergentes para reducir los niveles de contaminantes.

3. Solubilizar los cuerpos usando agentes caotropicos a través de un proceso
conocido como extraccion.

4. Restablecer la estructura terciaria de la proteina mediante un paso de
renaturalizacion, que consiste en la disminucién de la concentracion de
este agente por dialisis, dilucion directa o empleando una columna
cromatograéfica.

Cultivo bacteriano

Lisis celular, aislamiento
y solubilizacion de
cuerpos de inclusién

Unidn

sPIN l

Lavado

=

ar |

Ii il Elucion

o |

Proteina
recombinante
purificada

Figura 7. Esquema de purificacion de cuerpos de inclusion. Se muestra el

fundamento de la técnica de purificacion de cuerpos de inclusion de un kit comercial.

Modificado de http://www.biosyn.com/sample-preparation-kit/product/proteospin-inclusion-
body-protein-isolation-micro-kit.aspx
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3.2.2. Cromatografia

Una técnica que se puede aplicar para la purificacion de proteinas y que permiten
diferenciarlas por su superficie, forma, tamafio, carga o reactividad que presentan, es la
cromatografia.

Cromatografia

Es una técnica que permite la separacién de moléculas diferentes presentes
en una misma muestra. El método est& basado en la circulacién de una fase
movil que arrastra a la mezcla de compuestos a separar, a través de una fase
estacionaria. Dependiendo de la afinidad relativa que por ambas fases tengan
los distintos compuestos presentes en la mezcla resultard su separacion.

Existen distintos tipos de cromatografia dependiendo de la propiedad que consideran en
la proteina para su separacion:

e Cromatografia de exclusién

También llamada filtracion en gel o de tamiz molecular, se basa en la separaciéon de la
proteina de acuerdo a su tamafio. Es una de las técnicas mas sencillas de las empleadas
en la separacion de proteinas, la cual se realiza en columnas cilindricas rellenas con
algunos de los geles que pueden ser de varios tipos: dextranos con enlaces cruzados
(sephadex), agarosa (sepharose, Bio-gel A), poliacrilamida (Bio-gel B), etc. Todos estos
geles componen lo que se denomina como fase estacionaria, la cual esta constituida por
granulos o particulas de un material esponjoso hidratado, que contiene poros con un
tamafio de diametro determinado. Cuando se hace pasar una mezcla de moléculas de
distinto tamafio, a través de una columna de filtracion en gel, aquellas moléculas con un
tamafio mayor que el diametro de los poros de las particulas, s6lo podran moverse en su
camino, a través de la fase estacionaria, en el espacio que queda entre las particulas; y por
lo tanto, no se veran retrasadas en su descenso. En cambio aquellas moléculas capaces
de penetrar en las particulas se veran retrasadas por la fase estacionaria; en mayor medida,
cuanto menor sea su tamafio. Por lo tanto, las moléculas eluyen en este tipo de
cromatografia por orden decreciente de tamafio molecular.
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Figura 8. Cromatografia por exclusiéon. Se muestra la separacion de las proteinas
por su tamafio, eluyendo primero las moléculas mas pequefias y posteriormente las
grandes.

e Cromatografia por intercambio iénico.

La carga de una proteina depende de su contenido de aminoacidos. En este caso la
fase estacionaria insoluble lleva en la superficie cargas electrostaticas fijas, que retienen
contraiones moviles que pueden intercambiarse por iones de la fase maévil, la cual suele
ser una disolucion acuosa con cantidades moderadas de metanol u otro disolvente
organico miscible con agua que contiene especies idnicas generalmente en forma de
buffer. Los iones de ésta compiten con los analitos por los sitios activos de la fase
estacionaria. De esta manera las moléculas cargadas se adhieren a los
intercambiadores de forma reversible y dichas moléculas pueden ser asociadas o
disociadas cambiando el ambiente i6nico. La separacion mediante intercambiadores
iGnicos se realiza por lo general, en dos fases: en la primera las sustancias a separar
se unen al intercambiador utilizando condiciones que originan una union fuerte y
estable; a continuacion, se eluye de la columna con buffers de diferentes pH o diferente
fuerza iénica, compitiendo los componentes del buffer con el material por los sitios de
union
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particulas cargas

@ negativamente
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Figura 9. Fundamento de la cromatografia por intercambio i6nico. Se muestra
una fase estacionaria con carga negativa, a la cual se unen Unicamente las proteinas

cargadas positivamente y las de carga negativa fluyen a través de la columna.

Modificado de http://ecovi.tripod.com/id19.html

e Cromatografia de afinidad.

Este tipo se basa en la separacion de mezclas proteicas por su afinidad o capacidad de
union a un determinado ligando. En este caso, las proteinas que se retienen en la columna
son aquellas que se unen especificamente a un ligando que previamente se ha unido
covalentemente a la matriz de la columna. Después de que las proteinas que no se unen al
ligando son lavadas o eluidas a través de la columna, la proteina de interés que ha quedado
retenida en la columna se eluye o libera mediante el empleo de una solucidon que contiene
un ligando libre u otro compuesto que rompa la interaccion entre el ligando y la proteina.

Se pueden emplear diferentes tipos de ligandos como los anticuerpos, que se enlazan

reversiblemente a un solo soluto, y los ligandos generales enlazados con un determinado
grupo de compuestos bioquimicos, como las lectinas y nucleétidos.
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Figura 10. Cromatografia de afinidad. Una mezcla de proteinas se agrega a una
columna que contiene particulas de polimero unidas a un ligando que es especifico
de la proteina de interés. Las proteinas que no tengan afinidad por el ligando eluiran,
mientras que las otras se uniran al ligando y seran eluidas con una solucion que

permitan sustituir la union especifica formada.

Modificado de hitp://ecovi.tripod.com/id16.html
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Paso 1. Equilibrio de la columna Paso 2. Adicién de la muestra, donde las
de afinidad con el amortiguador moléculas que no son afines son removidas
de union. por la solucion amortiguadora de lavado.
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Paso 3. La proteina recombinante puede ser eluida (liberada) de la columna a través de modificar:
las condiciones de pH (1), la fuerza iénica (2), o adicionando una solucién que contenga moléculas
libres del ligando que compitan por el sitio de unién de la proteina.

Figura 11. Cromatografia de afinidad con anticuerpos. Se ilustra los pasos
basicos para desarrollar una purificacion utilizando anticuerpos como ligados, que

incluyen el equilibrio de la columna (1), adsorcion y lavado (2) y desorcion (3).

Tomado de Coelho et al 2012.

En muchos casos, si la proteina no tiene alguna caracteristica particular que le
permita ser separada por cromatografia de afinidad, se puede modificar
genéticamente para que al momento de su expresion presente marcajes
moleculares que permitan su purificacion. Los marcajes moleculares mas
ampliamente utilizados son pequefios polipéptidos, pequefias proteinas o enzimas
adicionadas al amino o al carboxilo terminal de una proteina recombinante. Las
caracteristicas bioquimicas de los diferentes marcajes influencian la estabilidad,
solubilidad y expresién de las proteinas a las cuales estan unidas. Lo anterior se
consigue con el uso de vectores de expresion que incluyen dichos marcajes
moleculares de fusién, como pueden ser: colas de polihistidinas y de Glutatione-S-
Transferasa (GST) entre otras.
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Los pasos basicos para la purificacion de proteinas por cromatografia, sin importar su
tipo, incluyen:

Cromatografia

Empacar la columna.
Equilibrar la columna.
Aplicar la muestra.
Lavar la columna.
Eluir la muestra.
Fraccionar el eluato.

Detectar y cuantificar la proteina de interés.

~Noas N e

Con todos los fundamentos que hemos revisado, tienes las bases para producir una
proteina recombinante utilizando un sistema procarionte, pero recuerda que todas las
metodologias dependen de las caracteristicas de la proteina de interés, asi que es muy
importante estudiarla y conocer todas sus propiedades.

Actividades

La elaboracién de las actividades estara guiada por tu docente en linea, mismo
gue te indicara, a través de la Planificacién de actividades, la dinamica que ta y tus
compafieros (as) llevaran a cabo, asi como los envios que tendran que realizar.

Para el envio de tus trabajos usaras la siguiente nomenclatura: BGMB _U3_Al_XXYZ,
donde BGMB corresponde a las siglas de la asignatura, U3 es la etapa de
conocimiento, Al es el numero de actividad, el cual debes sustituir considerando la
actividad que se realices, XX son las primeras letras de tu nombre, Y la primera letra
de tu apellido paterno y Z la primera letra de tu apellido materno.

Autorreflexiones
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Para la parte de autorreflexiones debes responder las Preguntas de
Autorreflexion indicadas por tu docente en linea y enviar tu archivo. Cabe
recordar que esta actividad tiene una ponderacion del 10% de tu evaluacion.

Para el envio de tu autorreflexion utiliza la siguiente nomenclatura:

BGMB _U3_ATR _XXYZ, donde BGMB corresponde a las siglas de la
asignatura, U3 es la etapa de conocimiento, XX son las primeras letras de tu
nombre, y la primera letra de tu apellido paterno y Z la primera letra de tu
apellido materno

Cierre de Unidad

Durante la presente Unidad se describieron los mecanismos de regulacion genética en
procariontes con objeto de identificar su potencial de aplicacion en la biotecnologia. Por
ello, se discutié el funcionamiento de los operones de lactosa y triptéfano. Lo anterior
permiti6 contar con las bases moleculares necesarias para comprender la utilidad de
emplear estos operones en las estrategias de clonacién para la generaciéon de proteinas
recombinantes.

La segunda parte de esta revision consistié en conocer los procedimientos generales que
estan involucrados para la obtencion de las proteinas recombinantes, implicitamente este
conocimiento provee la habilidad de poder visualizar las variantes que pueden subyacer en
los mismos y que es la practica o experiencia del trabajo de laboratorio lo que va a
determinar el protocolo mas adecuado.
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Para saber mas

Regulacion genética en bacterias:
https://www.youtube.com/watch?v=23WPCB5q6aM

Operdn lac:
https://www.youtube.com/watch?v=S1j1SzG7Gng
https://www.youtube.com/watch?v=pVgpUufUYCo

Operon del triptéfano:

https://www.youtube.com/watch?v=wxvVlayhlCs
https://www.youtube.com/watch?v=wjgatDyV5hY
https://www.youtube.com/watch?v=1jwVA7i_TRc

Obtencidn de proteinas recombinantes:
https://www.youtube.com/watch?v=8pZj91mkXI8

Purificacion de proteinas por cromatografia:
https://www.youtube.com/watch?v=HRNVyGTZPk4
https://www.youtube.com/watch?v=CrjinCHGDbjk
https://www.youtube.com/watch?v=Vo_-Zov2NEE
https://www.youtube.com/watch?v=COfNRENXxGw8
https://www.youtube.com/watch?v=Na2RCXwneY!|
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Cuerpos de inclusion:
http://www.uab.cat/PDF/PDF_1096483256935_es.pdf

Obtencién de proteinas recombinantes:
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S1665-
27382011000200006&script=sci_arttext
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