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Abreviaturas

TEV — Virus del grabado del tabaco (Tobacco Etch Virus)

SENP2 - Proteasa 2 especifica de sentrin (Sentrin specific protease 2)

VC - Volumen de columna (Equivale a 5 ml en cromatografia de intercambio idnico)
LB — Luria-Bertani

OD — Densidad 6ptica (optical density)
IPTG - isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
Pl — Punto isoeléctrico

SDS PAGE — Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

NTA — Acido nitrilotriacético

IEX — Cromatografia de intercambio idnico (ion Exchange chromatography)
DTT — (2S, 3S) -1,4-Bis (sulfanil) butano-2,3-diol

PMSEF - Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

RPM — Revoluciones por minuto

MWCO - Corte del peso molecular (Molecula weight cut off)

HEPES - Acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazina-metanosulfénico

MES - Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidrato



Resumen

El presente estudio se centra en la optimizacion del procedimiento del laboratorio en cuestion
para purificar las proteasas TEV y SENP2 mediante técnicas cromatograficas. Para llevar a cabo
el estudio, se han analizado los protocolos existentes y se han incluido modificaciones en etapas
concretas. En el caso de TEV se ha demostrado que el aumento de imidazol en la cromatografia
de afinidad ayuda a la elucién de la proteasa, asi como afadir una etapa de cromatografia de
exclusién por tamafio después de la cromatografia de intercambio idnico resulta en una
proteasa mucho mds limpia. En el caso de SENP2 se ha demostrado que trabajar con una
columna Hitrap SP HP 5 mL en vez de una columna Hitrap Q HP 5 mL ayuda a que la proteasa se
una a la columna y se obtengan fracciones mas abundantes. Ademas, se ha confirmado que las

modificaciones aplicadas no afectan a la actividad de las proteasas en estudio.



1. Introduccion

La purificacién de proteinas es un proceso que cuenta con varias etapas para conseguir la
proteina lo mas pura posible!. Una de las formas de purificar proteinas, es mediante la adicién
de una etiqueta o tag. Disefiamos la proteina de forma que tenga una una etiqueta o un tag al
final. Los tags son importantes para aumentar la solubilidad, permitir la purificacién
estandarizada y mejorar la deteccidn de las proteinas recombinantes, ademads de para aumentar
la especificidad en la captura de la proteina de interés. También pueden aumentar el
rendimiento de la proteina y facilitar su pliegue?. Hay una amplia gama de tags que se pueden
elegir a la hora de purificar proteinas, y hoy en dia la mayoria de proteinas recombinantes se
purifican utilizando tags de afinidad®. El tag se elige teniendo en cuenta las particularidades de
cada proteina, asi se podria elegir un tag mas simple (HIS) o uno que ayude a la solubilidad y
expresién de proteinas recombinantes (GST), entre otros*. El tag de hexahistidinas es
probablemente el mas utilizado®, el cual contiene 6 histidinas en los terminales C o N de la

proteina diana®.

1.1.  IMAC

La adicion del HISTag es una forma simple de generar una nueva afinidad por los iones metalicos,
lo que hace posible la purificacidn en un solo paso mediante el uso de cromatografia de afinidad
por metales inmovilizados (IMAC). En comparacién con otros métodos, IMAC tiene la ventaja de
tener una mayor capacidad de unidn y estabilidad del ligando, bajo coste y condiciones de

elucién suaves®.

La fase estacionaria de IMAC esta compuesta por un soporte de agarosa, celulosa, sefarosa o
silica al que se le han unido covalentemente grupos quelante, como puede ser el NTA, que
actian como ligando de los idnes metdlicos. Los metales que se utilizan suelen ser Ni*?, Zn*?,
Cu*?, Ca*?, Co* o Fe*. La proteina se etiqueta previamente con una cola de histidinas en su
extremo N o C terminal que permite su unién especifica a la fase estacionaria que contiene el
i6n metalico y forma un complejo de coordinacién con los componentes de la fase estacionaria

y el grupo imidazol de los residuos de la cola de histidinas (Figura 1).

La reaccidn de unién con la proteina target depende del pH, y una forma de trabajar consiste en
disminuir el pH del medio ya que de esta forma se protona el &tomo de nitrogeno presente en
las histidinas y se rompe el enlace de coordinacién con el metal de transicién. Sin embargo,

reducir mucho el pH puede afectar a la proteina, ya que podria perder su configuracion



tridimensional. Otra forma de trabajar, la que se lleva a cabo en este proyecto, es aumentando
considerablemente la cantidad de imidazol en el tampén de elucidn. Asi, el imidazol compite

con las histidinas desplazdndolas del complejo metalico’.
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Figura 1. Proteina etiqueta con histidinas unida al ligando de Ni.

Hay algunos casos en los que la cola de fusidn puede interferir en la actividad de la proteina.
Cuando esto ocurre, es necesario eliminar los tags para obtener proteinas libre de cola. Este
proceso se lleva a cabo utilizando proteasas®. En este trabajo, las proteasas que se van a utilizar

son el TEVY SENP2.

1.2. TEV
En biotecnologia, la proteasa de 27 KDa TEV de Tobacco Etch Virus es una de las mas utilizadas
por su especificidad®. Esta proteasa, es activa de 4 a 34°Cy en un rango de pH de 6 a 8. Por sus
caracteristicas se ha vuelto muy popular a la hora de eliminar tags de proteinas recombinantes®.
La proteasa TEV es atractiva ya que puede expresarse y purificarse facilmente en el laboratorio,
lo cual hace que sea rentable!!. La secuencia de reconocimiento de TEV tiene una longitud de
sélo 7 aminodcidos: EXXYXQ-S/G (donde X puede ser cualquier aminodcido) y la unién ocurre
entre los residuos de aminoacidos Q y G/S¥. La secuencia éptima de reconocimiento es
ENLYFQG® y el TEV gracias a que es extremadamente selectiva se une a este sustrato con alta
especificidad!®. Se utiliza mucho en pasos de purificacion para separar las proteinas de los tags

de afinidad®.

1.3.  SENP2
SENP2 (proteasa 2 especifica de Sentrin) es parte de la familia SENP. En humanos se identifican
6 SENP SUMO-especificas que son SENP 1, 2, 3, 5, 6 y 7. Estas, se categorizan en 3 subfamilias
independientes: SENP1y SENP2, SENP3 y SENP5 y finalmente SENP6 y SENP7%,



La modificacion covalente de proteinas mediante la adicién de pequefias proteinas llamadas
SUMO es un proceso reversible llamado sumoilacién. La eliminacién de SUMO, también

conocido como desumoilacién es mediado por las proteasas SENPY.

Entre las funciones de SENP2, se encuentran la regulacién del desarrollo embrionario, del

metabolismo de acidos grasos o enfermedades neurodegenerativas®®.

1.4. Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio idnico se basa en la carga de las moléculas para la separacion
de las proteinas. El punto isoeléctrico de una molécula (pl), es el pH al que éste tiene carga 0.
Cuando se trabaja a un pH debajo del pl, la biomolécula estara cargada positivamente, y se unira
a un intercambiador catidnico (SP) mientras que cuando se trabaja a un pH superior al pl la
biomolécula estara cargada negativamente, y se unird a un intercambiador aniénico (Q), como

se muestra en la siguiente figura.
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Figura 2. Cargas de las proteinas en funcion de su pH.

Para preparar la muestra de intercambio idnico, es necesario el uso de un loop donde se carga
la muestra. El laboratorio dispone de un loop de 50 mL y un superloop de 150 mL donde se
afiade la proteina y si fuera necesario el volumen correspondiente de tampdn A, para de esta
forma bajar la cantidad de sal a la muestra. Cuando la muestra se inyecta en la columna, el
émbolo se mueve hacia abajo. Cuando alcanza la posicién inferior, el aumento de presion hace
que la valvula se abra y que el tampdn pase a través de la valvula. Uno de los métodos para la
elucién de las proteinas es trabajar en un gradiente de pH*°. Como las proteinas son inestables
en su pl y tienden a precipitar, no se va a utilizar este método. En su lugar, se trabajara en un
gradiente de sal, aumentando gradualmente la composicidn de sal de la fase mévil (tampdn B).
De esta forma al aumentar la fuerza idnica, las macromoléculas de la muestra se iradn

desplazando de acuerdo con la fuerza de unién: las proteinas de mayor carga se retendran con



mayor fuerza mientras las de menor carga eluirdn con mayor velocidad®. La Figura 3 muestra

el equipo cromatografico utilizado en el trabajo.

Figura 3. Equipo de cromatografia Akta con columna de intercambio catiénico HiTrap SP HP 5 mL.

1.5. Cromatografia de exclusion por tamafo/Gel filtracion
La cromatografia de exclusion por tamafio es ampliamente utilizada para la purificar proteinas
y estudiar su peso molecular?. Se utiliza para separar moléculas dependiendo de sus diferencias

de tamafio y no sus propiedades quimicas®2.

Normalmente, las moléculas de mayor tamario suelen ser primeras en eluir ya que las moléculas
pequefias penetran en el poro de la fase estacionaria y tardan mas en eluirse. Sin embargo, en
el caso de las proteinas, aunque la mayoria tienen una estructura compacta, algunas son
cilindricas, y su estructura puede afectar al orden de elucién?® (Figura 4. Proteina con estructura
compacta (izquierda), proteina con estructura cilindrica (derecha). ya que las proteinas se
separan en base a su radio de Stokes. El radio de Stokes es una funcidn de la masa y la forma
moleculares. Una molécula cilindrica ocupa mayor volumen que una molécula de estructura
compacta (esférica) de la misma masa. Por tanto, un proteina cilindrica tendra un mayor radio

de Stokes y saldrd antes que una proteina compacta?.



Figura 4. Proteina con estructura compacta (izquierda), proteina con estructura cilindrica (derecha).

Para esta cromatografia es necesario concentrar la proteina obtenida en la cromatografia de
intercambio idnico ya que al pasar la muestra por la columna, ésta se dispersa vy si la dispersiéon
es muy grande, se pierde resolucién. Para una buena resolucion, lo recomendable es que el
volumen de muestra sea menor al 5% del volumen total de la columna. En este caso, el loop
utilizado contiene 5 mL. Para concentrar las proteasas, se utilizan concentradores de 10000
MWCO (el tamafio del poro de la molécula debe de ser menor al peso molecular de la proteasa)

ya que los pesos moleculares son 25000 (SENP2) y 27000 (TEV) Da.

1.6. SDS-PAGE

SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sdédico) es una técnica de
electroforesis ampliamente utilizada para la separaciéon, identificacién y caracterizacion de
proteinas de acuerdo con su movilidad electroforética. Las moléculas se desnaturalizan y
pierden su estructura tridimensional gracias al SDS (dodecilsulfato sddico). El gel puede estar
compuesto por diferente porcentaje de poliacrilamida. Este porcentaje depende del tamafio de
la proteina, asi, geles con un alto porcentaje de poliacrilamida, 10-15%, son adecuados para
proteinas de pequefio tamafio (menores de 50 KDa), mientras que los geles con un porcentaje

menor al 10% de poliacrilamida son utilizados en proteinas de mayor tamaiio.

El gel se inserta en un cubeto con un tampdn quimico al que se le aplica un voltaje eléctrico lo
cual provoca que las proteinas con carga negativa migren a través del gel al anodo. Las proteinas
de menor tamafio seran las primeras en migrar, mientras a las de mayor tamaiio les costara mas
tiempo. Para la visualizaciéon de las proteinas en el gel, uno de los reactivos mas utilizados es el

azul de Coomassie® (Figura 5).
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Figura 5. Funcionamiento del SDS-PAGE.



2. Objetivo

El objetivo principal del trabajo ha sido la optimizacién del procedimiento de purificacién de las

proteasas TEV y SENP2 mediante técnicas cromatograficas.

Para el desarrollo del objetivo se han analizado los protocolos existentes en el laboratorio y se
han incluido modificaciones en etapas concretas que han mejorado tanto el rendimiento como
la pureza de las enzimas. También se ha confirmado que la actividad enzimatica de TEV y SENP2

no se ha visto afectada con los cambios implementados.



3. Materiales y métodos

Los plasmidos de TEV y SENP2 utilizados en este trabajo fueron cedidos por el laboratorio de

James H. Hurley (University of California, Berkeley) y Maria Lucas (Universidad de Cantabria).
Para el crecimiento de las proteinas se empled el medio de cultivo Luria-Bertani (LB) de Melford.

Los antibiéticos empleados fueron ampicilina y kanamicina de la marca Goldbio, y para la
induccion de los medios de cultivo se utilizé IPTG también de la marca Goldbio. Todos fueron

almacenados a -19°C.

Para la purificacion de las proteinas se empled la resina de Ni-NTA Agarosa que se obtuvo de
Protino®. Los reactivos utilizados fueron Trizma base >99.9% de Sigma Aldrich, acido clorhidrico
37% de Fisher Chemical, cloruro de sodio >99.5% de Fisher Chemical, Imidazol 99% de Alfa Aesar,
Glicerol 99.5% de Fisher bioreagents y DTT de Goldbio. También se utilizaron DNAsas, PMSF, y
benzamidina de Sigma Aldrich. Las membranas para dialisis fueron SnakeSkin Dialysis tubing

10.000 MWCO de Thermo Scientific.

Se prepararon disoluciones stock de 1M TRIS-HCI, 1M imidazol y 5M NaCl disolviendo la cantidad

apropiada de reactivo en agua Milli-Q. En el caso de TRIS-HCI, se ajusté el pH con HCla 7,5y a 8.

Los equipos utilizados fueron los siguientes: sistema cromatografico AKTA de Thermo Scientific.
Autoclave S1000 de Matachana, disruptor celular Constant Cell Disruptor Systems, sonicador
Vibra cell sonics, nanodrop ND-1000 Spectrophotometer de Deyman, incubadores Innova 44
incubator shaker series de New Brunswick Scientific, Certomat BS-T de Sartorius y Excella E24
de Incubator Shake Series, termobloque VWR de Analog heatblock, cubeta para electroforesis

Mini-Protean tetra cell y centrifuga Allegra X-22R Centrifuge de Beckman coulter.
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4. Procedimiento experimental

4.1. Expresion de proteinas
El primer paso de este estudio biolégico es la obtencidn de las proteasas de interés. Para ello,
se realiza una clonacién introduciendo la secuencia de aminodacidos de la proteasa en un DNA
plasmidico (vector de clonacién) que presenta resistencia a un antibidtico: ampicilina en el caso
de TEV, y kanamicina en el caso de SENP2. De esta forma sélo crecen las bacterias transformadas
con los plasmidos seleccionados que son resistentes al antibidtico. En este caso se parte de un
glicerol que actua como crioprotector y conserva dichas bacterias con el medio de cultivo y el
antibidtico. En primer lugar, se realiza la expresidon a pequefia escala para comprobar la

solubilidad y niveles de expresidn, antes de pasar a la purificacién a gran escala.

Para la expresién a gran escala, se pesan 50 g de LB en matraces de 5L al que se le afiaden 2L de
agua destilada y se esterilizan en el autoclave. A esto se le afiaden 20 mL de un preindculo de
Escherichia Coli (BL21) que se transforma previamente en el vector de interés y con el antibidtico
correspondiente (1000X) y se incuba a 37°C unas 3 horas, hasta alcanzar una densidad éptica
entre 0,6-0,8. A continuacién se inducen afiadiendo 1 mL IPTG y se dejan toda la noche
incubando a 18°C. Al dia siguente, se hace una prueba de bacteriéfagos (virus que infectan y
multiplican en la bacteria, llevando a la destrucciéon de la célula) en placas sdlidas y blandas de
agar, y si la prueba es negativa, los medios de cultivo se centrifugan en un rotor 8.1000 a 5500
rpm durante 15 minutos y se recogen los pellet en tubos falcon, los cuales se conservan a -80°C

hasta su utilizacién (Figura 6).

Figura 6. 1. Matraces en incubadora con medio LB, colonias y antibidtico. 2. Medios de cultivo después de
centrifugar. 3. Pellet de bacterias. 4. Test de bacteriéfagos positivo. 5. Test de bacteriéfagos negativo.
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4.2. Purificacion de proteinas

En el presente apartado se detallan los procedimientos seguidos por el laboratorio para la
purificacién de las proteasas TEV y SENP2 y los cambios propuestos que podrian mejorar y

optimizar dichos procedimientos. La Tabla 1y Tabla 2 muestran caracteristicas de cada proteasa.

4.2.1. TEV

Tabla 1. Caracteristicas de la proteasa TEV.

Proteasa: TEV
Peso molecular (KDa): 27
Punto isoeléctrico: 9,10
Volumen inicial de cultivo 4

bacteriano (L):

Método de lisis: Sonicacion

El procedimiento que se sigue para la purificacién de TEV segun el laboratorio, es el siguiente.

El pellet de 4L crecido a partir del glicerol en BL21 se disuelve en 100 mL de tampdn de lisis (50
mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 20 mM imidazol, 1 mM DTT, pH 8) al que se le afiaden
inhibidores de proteasas para evitar la degradacidn de la proteina, y DNAsas para romper los
enlaces fosfodiéster del DNA y reducir asi la viscosidad de la muestra. La muestra se sonica para
romper las células realizando 12 pulsos de 10 segundos a una amplitud del 60%, dejandolo 59
segundos en “off”. El lisado se centrifuga durante 40 minutos en un rotor 25.50 a 22500 rpm a

4°Cy se recoge la fracciéon soluble.

A continuacidn, se realiza una cromatografia de afinidad de niquel. Para ello, se afiaden unos 10
mL de resina Ni-NTA a una columna vacia que se acondiciona lavdndola con agua destilada, 1M
de imidazol para eliminar el exceso de iones de Ni*?libres, otra vez agua destilada para eliminar
cualquier resto de imidazol que haya podido quedar y finalmente tampdn de lisis. La resina se
recoge en un bote junto con la muestra, la cual se mantiene en agitacion durante una hora a 4°C
para que se produzca la interaccién por afinidad. Pasada la hora, el contenido se vuelca en la
resina vacia y todo lo que no se pega “flowthrough” se recoge en un vaso de precipitado.
Seguidamente se lava la resina con 400 mL de tampdn de lisis, para eliminar impurezas, y a
continuacién con 50 mL de tampdn de lavado, para bajarle la cantidad de sal (50 mM Tris-HCl,
50 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5). La muestra se eluye con 100 mL
de tampodn de elucidn (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 200 mM Imidazol, 10% glicerol, 1 mM DTT,
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pH 7,5) donde se aumenta la cantidad de imidazol para eluir la muestra de la resina, y se pasa a

la cromatografia de intercambio iénico.

41 pellet ]

i Tampon de lisis
Sonicar 2 min 10" ON, 59" OFF }

!

Centrifuga: Rotor 25.50, 22500 rpm,
40°,4°C

Recoger fraccion
soluble

[ Incubar con resina Ni-NTA 1h

.

- Pasar por columna
- Lavar: 400 mL tampdn de lisis
- Lavar: 50 mL tampdn de limpieza

- Eluir: 100 mL tampdn de elucién

i IEX

15VC0-50% B
5VC 50-100% B
2VC 100%8B.

+ dializar
“flowthrough”

!

[ SDS-PAGE: Identificacién de fracciones J

Figura 7. Esquema del procedimiento para la purificacion de TEV.

Los experimentos de intercambio idnico se llevan a cabo en el AKTA con un detector de UV,
columna HiTrap SP HP 5 ml (GE, Healthcare) y un flujo constante de 5 ml/min. El analisis
espectroscopico se lleva a cabo a 280 nm y se trabaja en un gradiente de sal aumentando la
concentracién del tampdn B de la siguiente manera: 15 VC 0-50% B, 5 VC 50-100% By 2 VC 100%
B.

Previo al andlisis, el equipo es equilibrado para dejarlo en las condiciones iniciales en las que se
va a llevar a cabo la separacién. Para ello se utilizan 20 ml de tampdn A (50 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, 20% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5), 20 ml de tampdn B (50 mM Tris-HCIl, 1 M NaCl, 20%

glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5) y otra vez 20 ml de tampdn A.

Para la inyeccién de la muestra, se prepara un superloop de 150 mL donde se cargan los 100 mL

obtenidos de muestra tras eluirla. Al termina la separacion se toman las fracciones
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pertenecientes al pico de la proteasa que se han recogido en un rack de 96 pocillos para correrlas
en un gel SDS-PAGE con el objetivo de identificar y seleccionar las fracciones mas limpias y
abundantes para guardarlas. Las fracciones seleccionadas se juntan y su absorbancia se mide en

el nanodrop. Se calcula la concentracidn y la muestra se reparte en aliquotas de 500 pL.

El “flowtrough” obtenido, se dializa toda la noche para bajarle la sal. Para ello se utiliza una
membrana de 10 KDa, donde se afiade la proteasa (tampdn dialisis: 50 mM TRIS-HCI, 150 mM
NaCl, 20% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5). La Figura 7 muestra un esquema del procedimiento. Al
dia siguiente se mide la absorbancia en el nanodrop, se calcula la concentracién y la muestra se

reparte en aliquotas de 500 pL.
La concentracién de las proteinas se obtiene con la ley de Lambert-Beer.
A=¢€-l-c
Donde A = Absorbancia
€ = coeficiente de extincion molar
l = longitud de celda
¢ = Concentraciéon

El coeficiente de extincion molar se consigue introduciendo la secuencia de la proteina en el

programa ProtParam. La longitud de la celda se considera 1. Por tanto:

., (mg
Concentracion (—)
mL

_ Absy=280nm
€

Para intentar optimizar este procedimiento, se sugiere probar a utilizar un tampén diferente ya
que se esta trabajando en intercambio catidnico, por tanto, utilizar un tampdn cuyo contraidn

sean cationes y no aniones como en el caso de TRIS.
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4.2.2. SENP2
Tabla 2. Caracteristicas de la proteasa SENP2.

Proteasa: SENP2
Peso molecular (KDa): 25
Punto isoeléctrico: 9,03
Volumen inicial de cultivo 4

bacteriano (L):

Método de lisis: Disruptor celular

El procedimiento para la purificacion de SENP2 seguido en el laboratorio, es el siguiente:

El pellet de 4L crecido a partir del glicerol en BL21 se disuelve en 150 mL de tampdn de lisis (20
mM Tris-HCI, 350 mM NaCl, 20 mM imidazol y 1 mM DTT, pH 8). Este se pasa por el disruptor
celular, el cual tiene la misma funcién que el sonicador, es decir, romper partes de la pared
celular o célula completa para liberar moléculas biologicas, y después se le afiaden inhibidores
de proteasas para evitar la degradacion de la proteina, y DNAsas para romper los enlaces
fosfodiéster del DNA y reducir asi la viscosidad de la muestra. El lisado se centrifuga durante 40

minutos en el rotor 25.50 a 22500 rpm a 4°Cy se recoge la fraccion soluble.

A continuacion, se realiza una cromatografia de afinidad de niquel. Para ello, se afiaden unos
4 mL de resina Ni-NTA a una columna vacia que se acondiciona lavandola con agua destilada,
1M de imidazol para eliminar el exceso de iones de Ni*? libres, otra vez agua destilada para
eliminar cualquier resto de imidazol que haya podido quedar y finalmente tampdn de lisis. La
resina se recoge en un bote junto con la muestra, la cual se mantiene en agitacién durante una
hora a 4°C para que se produzca la interaccidn por afinidad. Pasada la hora, el contenido se
vuelca en la resina vacia y todo lo que no se pega “flowthrough” se recoge en un vaso de
precipitado. Seguidamente se lava la resina con 200 mL de tampdn de lisis, para eliminar
impurezas. La muestra se eluye con 30 mL de tampdn de elucion (20 mM Tris-HCI, 350 mM NaCl,
400 mM Imidazol, 1 mM DTT, pH 8) donde se aumenta la cantidad de imidazol para eluir la

muestra de la resina, y se pasa a la cromatografia de intercambio idnico.
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4L pellet

4 Tampon de lisis

Disruptor celular

Centrifuga: Rotor 25.50, 22500 rpm, 40’,
4°C
Recoger fraccion soluble

Incubar con resina Ni-NTA 1h
- Pasar por columna

- Lavar: 200 mL tampodn de lisis
- Eluir: 30 mL tampén de elucién

Llevar30 mL eluidoa90 mLA
Centrifugar 10 min, 4500 rpm, 4°C

IEX

20VCO0-50% B,

10 VC 50-100% B + dializar

SDS-PAGE: Identificacion de fracciones

Figura 8. Esquema del procedimiento para la purificacion de SENP2.

En el caso de SENP2 también tiene un pl tedrico de 9,03 tampoco permite trabajar en
intercambio anidnico. Se trabaja en intercambio catidnico, pero en este caso, con una columna
de intercambio anidnico. Por tanto, la proteina no se une a la columna y se recoge en el

“flowthrough”.

Las cromatografias se llevan a cabo en el AKTA con un detector de UV y con la columna HiTrap
Q HP 5 ml (GE, Healthcare) con un flujo constante de 5 ml/min. El andlisis espectroscdpico se
lleva a cabo a 280 nm y se trabaja en un gradiente de sal aumentando la concentracién del

tampdn B de la siguiente manera: 20 VC 0-50% B, 10 VC 50-100% B.

El equipo se equilibra previamente para dejarlo en las condiciones iniciales en las que se va a
llevar a cabo la separacion. Para ello se utilizan 20 ml de tampdn A (25 mM Tris-HCI 8, 1 mM
DTT, pH 8), 20 ml de tampdn B (25 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM DTT, pH 8) y otra vez 20 ml de

tampdn A.

Para la inyeccién de la muestra, los 30 ml obtenidos tras eluir el SENP2 se llevan a 90 ml con el
tampdn A para bajarle la sal. La muestra precipita y se centrifuga 10 minutos a 4500 rpm a 4°C.
Una vez centrifugada, se carga en el superloop y se inyecta en el sistema cromatografico. Como
la proteasa aparece en el flowtrough, ésta se recoge y se dializa toda la noche con una

membrana de 10 KDa a 4°C (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5). La
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Figura 8 muestra un esquema del procedimiento. Al dia siguiente la muestra se concentra en
concentradores de 10000 MWCO vy la absorbancia se mide en el nanodrop. La proteina se

reparte en aliquotas de 500 pL.

Con el objetivo de intentar optimizar el procedimiento de SENP2 ya que se esta trabajando por
debajo del pl y la proteasa estara cargada negativamente se propone trabajar en intercambio
catiénico en vez de intercambio anidnico, por lo tanto, utilizando una columna HiTrap SP HP
5 ml. Ademas, también se propone trabajar a pH 7,5 para estar ain mas lejos del punto

isoeléctrico.

4.3.  Confirmacién de las proteasas mediante SDS-PAGE
La visualizacion e identificacidon de las fracciones en las que esta presente la proteasa se hace
mediante electroforesis SDS-PAGE al 12 o 15%. En las diferentes etapas de la purificacion
(lavado, elucién, dialisis...) se recogen aliquotas que posteriormente se cargan en geles de
poliacrilamida en un Mini-Proteam Tetra Cell (Bio Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) y la
electroforesis es llevada a cabo a 240 V durante unos 50 minutos. Al finalizar, los geles son
tefiidos con azul de Coomassie para su visualizacion. La banda de la proteasa debe aparecer ala
altura del peso molecular de éste, es decir 27 KDa en el caso de TEV y 25 KDa en el caso de
SENP2. Con esta técnica ademds de confirmar que se trata de la proteasa de interés, se puede

observar si queda alguna impureza.
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5. Resultados y discusion

51. TEV

Se ha llevado a cabo el procedimiento del laboratorio para la purificacién de TEV. Los resultados
obtenidos no muestran el rendimiento esperado y por ese motivo se vuelve a realizar el mismo
procedimiento de nuevo por descartar que haya habido algun fallo durante su ejecucién. De
nuevo, se obtiene un mal rendimiento con una baja concentracién de TEV (0,3 mg/mL). El gel
SDS-PAGE (Figura 10) muestra en la calle 8 cdmo la fracciéon R2 (la resina después de eluir),
contiene practicamente la misma cantidad de TEV que en la calle 6, resina antes de eluir. Por lo
tanto, por algin motivo mucha proteasa no se ha despegado de la resina. Ademas, en las calles
10 y 11, fracciones del “flowthrough” del intercambio idnico, también se puede observar que
gueda parte de TEV que no se ha unido a la columna. Estas fracciones que se recogen y se
dializan toda la noche, también se miden en el nanodrop, pero su concentracién resulta ser aun
menor y no se guardan. El cromatograma obtenido se muestra a continuacion.

— UV  — Conduct [%B] —— Fracciones
mAU

140 /

120

100

30 91 mAU

60

40

20

-100 -50

Figura 9. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio idnico para TEV siguiendo el procedimiento del
laboratorio.
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i = 3 — Flowthrough
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5 —lavado2
6 — Resina antes de eluir
7 —Eluido
8 —Resina después de eluir
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Figura 10. Gel SDS-PAGE obtenido para la purificacion de TEV siguiendo el procedimiento del laboratorio.

BDa o= Fracciones IEX columna
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130w SP HP 5 ml
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15 11-D12
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Figura 11. Gel SDS-PAGE obtenido para el TEV en IEX con columna SP HP 5 mL siguiendo el procedimiento del
laboratorio.

CAMBIO 1: De acuerdo con estos resultados, el primer cambio que se le introduce al TEV es
aumentar la cantidad de imidazol a 500 mM en el tampdn de elucién para intentar despegar la
proteasa de la resina. Al aplicarse el CAMBIO 1, el aumento de imidazol, el rendimiento mejora
considerablemente, y se obtienen 1,65 mg/mL de TEV. Respecto al “flowthrough” se puede
observar en el cromatograma (Figura 12) que todavia hay parte de TEV que no se esta pegando
a la columna. Como también se obtiene TEV en el “flowthrough” en este caso se vuelve a medir
en el nanodrop después de haberlo dializado. De nuevo la concentracion obtenida es muy baja

y a partir de aqui se considera que no merece la pena guardar el “flowthrough”.
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La Figura 13 muestra las fracciones de TEV obtenidas en el intercambio catidnico donde se
observan varias impurezas, que son minimas en comparacion con la cantidad de proteasa
obtenida. También se observa que la cantidad de TEV obtenida tras en CAMBIO 1 es bastante

superior al procedimiento original del laboratorio (Figura 11).

— UV  — Conduct— [%B] — Fracciones
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Figura 12. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio idnico para TEV tras aplicar el CAMBIO1.

Fracciones IEX columna
SP HP 5 ml
1-D7
2-D5
3-D4
4-D2
5-D1
6—-E1
7—-E3
8—-E4
9-E6
10-E7
11-E8
12-E9

Figura 13. Gel SDS-PAGE obtenido para el TEV en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 1.
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CAMBIO 2: En el siguiente cambio, se lleva a cabo el cambio mencionado en el apartado anterior,
donde se cambia el tampdn TRIS por otro tampdn cuyo contraidn sean cationes (ya que estamos
trabajando en intercambio catidnico) y asi ver si se consigue pegar la proteina que se pierde en
el “flowthrough” y mejorar la purificacién. Las opciones disponibles en el laboratorio son MES,

fosfato y HEPES (Tabla 3).

Tabla 3. Tampones para cromatografia de intercambio catidnico.

Intervalo de pH Tampon Conc. (mM) Contraion pKa (25°C)

MES 50 Na* o Li* 6,27
6,7-7,7 Fosfato 50 Na* 7,20

7,0-8,0 HEPES 50 Na® o Li* 7,56

Las histidinas se desprotonan a pH superior a 7 y se unen a metales, por tanto, nos interesa
trabajar en ese rango para que estas se unan al niquel en la cromatografia de afinidad. El his-tag
para unirse a la resina suele trabajar a un pH de 7,5-8, y por ello, MES queda fuera del intervalo
requerido. Teniendo en cuenta que se ha encontrado mas informacién de tampdn fosfato en la

bibliografia, se prueba trabajar con este tampén.

En este caso hay que trabajar a 3 mL/min en vez de 5 mL/min por problemas de presidn, asi que
otro cambio que se le aplica es una presidn mas baja, para ver si el TEV se consigue pegar del
todo. El cromatograma se puede observar en la Figura 14y la concentracion obtenida al final es
de 1,39 mg/mL. Se comprueba una vez mas que parte de la proteasa no termina de pegarse a la
columna y que todavia sigue perdiéndose en el “flowthrough”. Aln asi, se obtiene mucha
cantidad de proteasa (Figura 15). El TEV contiene algunas impurezas, pero son minimas en

comparacién con la cantidad de proteasa que se obtiene.
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Figura 15. Gel SDS-PAGE obtenido para el TEV en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 2.

CAMBIO 3: Tras los resultados obtenidos, se prueba a hacer nuevos cambios. Sin embargo, en
el siguiente intento, para poder hacer mas pruebas partiendo del mismo pellet, la proteasa se
divide en tres después de eluirla en la cromatografia de afinidad. Como en todos los
procedimientos anteriores, la muestra se eluye con 100 mL de tampdn, y en este paso se hacen
3 aliquotas de 33 mL para aplicarle un cambio a cada una. Algo que se ha observado hasta ahora

es que la conductividad del “flowthrough” esta bastante cerca de la conductividad a la que
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empieza a salir el TEV. Por ello, en los siguientes tres intentos se prueba a bajar la conductividad

del “flowthrough” para ver si el TEV que se pierde en él se consigue pegar a la columna.

CAMBIO 3.1: En la primera prueba, se baja la cantidad de imidazol con la que se va a trabajar en
el intercambio idnico. Al eluir el TEV en la cromatografia de afinidad, la muestra viene con
500 mM de imidazol (cantidad del tampdn de elucidn). Para bajar esta cantidad, los 33 mL de
muestra se llevan a 150 mL con el tampdn A del intercambio idnico. Se consigue bajar la
conductividad (Figura 16), pero la concentracién obtenida de TEV resulta ser muy baja (Figura

17).
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Figura 16. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio idnico para TEV tras aplicar el CAMBIO3.1.

Fracciones |EX columna SP
HP 5 ml

1 -“Flowthrough” 1
2 — “Flowthrough” 2
3 —“Flowthrough” 3
4 -B5
5-B1
- 6-C2
EV 7-C4
8-C6
9-D9
10-D5
11-D3
12-D1
13-E2
14-E4

Figura 17. Gel SDS-PAGE obtenido para el TEV en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 3.1.
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CAMBIO 3.2: En el segundo cambio, se prueba a bajar la cantidad de sal con la que partir en el
intercambio idnico. Es verdad que la cantidad de sal del tampdn con el que se eluye el TEV es
s6lo 50 mM, pero aun asi, los 33 mL de muestra se llevan a 150 mL con el tampdn A del
intercambio idnico, y de este modo se parte de 11 mM de sal al comienzo del intercambio iénico.
En este caso, el tampon A también se modifica, y se utiliza un tampodn sin sal (50 mM TRIS-HCI,
20 % glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5). En el CAMBIO 3.2, al igual que en el 3.1 la concentracion
obtenida de TEV resulta ser muy baja (Figura 19) y se obtiene un pico poco definido (Figura 18).
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Figura 18. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio iénico para TEV tras aplicar el CAMBIO3.2.
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Figura 19. Gel SDS-PAGE obtenido para el TEV en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 3.2.
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CAMBIO 3.3: Finalmente, la tercera aliquota de TEV se deja dializando toda la noche en un
tampdn de 50 mM TRIS-HCI, 50 mM NaCl, 20% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5. Al dia siguiente se le
aplica la cromatografia de intercambio iénico (Figura 20) y una cromatografia de exclusidn por
tamanio (Figura 21). Para la cromatografia de exclusién por tamano, como el loop utilizado tiene
solo 5 mL, las fracciones obtenidas tras la cromatografia de intercambio idnico son concentradas
en concentradores de 10000 MWCO hasta obtener 5 mL. Esta cromatografia también se lleva a
cabo en el AKTA, con una columna Superdex 75 16/60 (GE, Healthcare) y un flujo constante de

1 ml/min.

En este ultimo caso, como en los dos anteriores, tampoco se obtiene una buena concentracién
de TEV, sin embargo, se comprueba que la fina banda de impurezas de 25 KDa observada en los
CAMBIOS 3.1y 3.2 desaparece, como puede observarse en la la Figura 22 donde se muestra la
presencia de dos bandas de TEV a la altura de 27 KDa (una para intercambio iénico y otra para
cromatografia de exclusién por tamafio). Ademds, la banda observada a la altura de 50 KDa en
intercambio idnico también se termina de eliminar tras la cromatografia de exclusién por

tamanfio. Por tanto, se obtiene proteasa muy limpia y pura.

mAU—— Uv  — Conduct [%B] — Fracciones
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150 /
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/
| /
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Figura 20. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio ionico para TEV tras aplicar el CAMBIO3.3.
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Figura 21. Cromatogramas obtenido por cromatografia de exclusion por tamafo para TEV tras aplicar el

CAMBIO3.3.
KDa .
M0 1 2 345 6 7 8 9101 Fracciones |EX 2 R — : _ Fracciones GF
1009 IEX columna SP HP 5 ml 11 Superdex 75 HiLoad
70 =m 1- “Flowthrough” 1 16/60
2-B2 1-D8
5 - P S SN i 3-B1 - 2-D7
4-c1 . 3-D6
35 5-C2 4-D5
2 - 5-D4
- --m.- TEV 6-G 6-D3
25 = 7-c 7-D2
8-C5 s D1
9-C6 9_F1
10-c7 . 10-E2
MW FT1 B2 Bl Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 11-D8 11-E3
- .

Figura 22. Gel SDS-PAGE obtenido para el TEV en IEX con columna SP HP 5 ml (izq) y gel obtenido tras la
cromatografia de exclusion por tamafio con Superdex 75 16/60 (dcha) tras el CAMBIO 3.3.

Tras los cambios aplicados a TEV se calcula el rendimiento obtenido en la purificacién aplicando

la siguiente férmula:

myg

ml proteasa x mL

Rendimiento = = mg proteasa/L

4 L iniciales

Cabe destacar, que este cdlculo no se aplica al CAMBIO3, ya que al obtener una baja
concentracion no se guarda ninguna muestra. La Tabla 4 muestra cémo el rendimiento del

CAMBIO 2, utilizando el tampdn de fosfato, es muy superior a los anteriores dos cambios. Sin
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embargo, aplicandole el CAMBIO 3.3 la proteina que se obtiene es mucho mas puray limpia, por

tanto éste termina siendo el procedimiento elegido para la purificaciéon de TEV.

Tabla 4. Mg de TEV obtenidos por litro de cultivo en cada procedimiento.

Mg obtenidos

por litro de

cultivo

Procedimiento 3,525

laboratorio

CAMBIO1 5,20
CAMBIO2 27,8

5.2.  SENP2

Se ha llevado a cabo el procedimiento del laboratorio para la purificacion de SENP2. Como se ha
mencionado previamente, el pl de SENP2 es 9,03. En el procedimiento del laboratorio se trabaja
por debajo del pl, con el SENP2 cargado positivamente, pero con un intercambiador anidnico
(Figura 2). De esta manera, la proteasa no se pega a la columnay se obtiene en el “flowthrough”.
La concentracion de SENP2 obtenida es de 1,90 mg/ml. El cromatograma obtenido tras la

purificacién de SENP2 ha sido el siguiente:
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— UV — Conduct [%B] — Fracciones

mAU
SENP2 182 mAU
150
100
50
0 \/
-100 -50 0 50 100 ml
Figura 23. Cromatograma obtenido para el SENP2 con el procedimiento del laboratorio.
KDa 28 . ]
25 a2 r& /1 o1 12 13 Fracciones purificacion SENP2:
. 1 —Fraccioninsoluble
13Qu -
‘ 2 —Fraccién soluble
100me £ 3 — “Flowthrough”
70 . t‘- 4 —lavadol
- 5 —Resina antes de eluir
55 L 6 — Eluido
— 7 — Resina después de eluir
8 —SENP2 centrifugado
- 9 — Pellet centrifuga
35 - e 10 - “Flowthrough” 1 IEX
11 — “Flowthrough” 2 IEX
25 - - 12 - ”Fltl)wthrough" 1y 2 juntos
13 — Dialisis
MW Fl  FS °

WASH Rl ELU R2 Centri Pellet M1ft ppfe M plAL
centri 1+2

Figura 24. Gel SDS-PAGE obtenido para la purificacion de TEV siguiendo el procedimiento del laboratorio.

La Figura 24 muestra las fracciones obtenidas en la purificacion de SENP2. Cabe mencionar que
en la calle 9 (pellet de la centrifuga) se adiciona demasiada cantidad de muestra y las calles
colindantes aparecen un poco distorsionadas. Las calles 11-12 muestran las fracciones

correspondientes al “flowthrough” del intercambio iénico donde se recoge el SENP2.

En cuanto a los cambios de SENP2 realizados, en este caso también partiendo de un mismo pellet
la muestra se divide en 3 aliquotas tras eluirla en la cromatografia de afinidad para aplicarle 3

pruebas diferentes.
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CAMBIO 1.1: en el primer intento lo Unico que se cambia respecto al procedimiento original es
la columna utilizada. Los tampones y condiciones cromatograficas se mantienen igual. Una vez
realizado este cambio, la proteasa se pega bien a la columna sin perderla en el “flowthrough” y
se obtiene un pico. La concentracidn obtenida es de 1,52 mg/mL y se considera que el resultado
es satisfactorio. El cromatograma se muestra en la Figura 25y la Figura 26 muestra los carriles
correspondientes a los eluidos del intercambio idénico con la presencia clara de la proteasa
SENP2 en la banda de 25 KDa correspondiente a su peso molecular. A este resultado se le aplican
otras dos modificaciones para ver si se obtiene un mayor rendimiento.

— UV . — Conduct [%B] —— Fracciones
mAU

350 SENP2

l

300

286 mAU

250

200

150

100

50

e L HE A

100

Figura 25. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio idnico para SENP2 tras aplicar el CAMBIO 1.1.
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Fracciones |EX columna SP
HP 5 ml

1 - “Flowtrough”
2-C8
3-C9
4-C10
5-C11
6-C12
7-D12
8-D11
9-D10
10-D9
11-D8
12 -D7
13-D6
14 -D5

Figura 26. Gel SDS-PAGE obtenido para el SENP2 en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 1.1.

CAMBIO 1.2: El segundo cambio se hace basado en la conductividad obtenida en el CAMBIO 1.1.
La conductividad obtenida en el “flowtrough” es de 15 mS/cm y el SENP2 empieza a salir en 25
mS/cm. Como la proteina se pega bien, en el siguiente cambio con el objetivo de conseguir un
pico mas alto se sube la conductividad del “flowthrough” a 20 mS/cm. Por tanto se hace una
dilucidn llevando los 10 mL a 22 mL con el tampdn A, de este modo dejando la sal a 159 mM. El
resultado mejora (Figura 27) y se obtiene un pico mas intenso y mayor concentracién de SENP2
(3,76 mg/mL). La Figura 28 muestra los carriles correspondientes a los eluidos del intercambio
ionico donde aumenta la presencia de SENP2 en la banda de 25 KDa correspondiente a su peso

molecular.
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uv — Conduct —  [%B] —  Fracciones

mAU_

700

600

500
400

300

200

100

Figura 27. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio idnico para SENP2 tras aplicar el CAMBIO1.2.

Fracciones IEX columna
SP HP 5 ml

1 - “Flowthrough”
2-C8

3-C9

4-C10

5-C11

6-C12

7-D12

8-D11

9-D10

10-D9

11-D8

12 -D7

13 -D6

14 -D5

Figura 28. Gel SDS-PAGE obtenido para el SENP2 en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 1.2.

CAMBIO 1.3: En el ultimo caso, el cambio que se le realiza al SENP2 es cambiar la rampa del
intercambio catidnico respecto a la primera prueba. En tales circunstancias, para obtener un
pico mads alto y estrecho el gradiente utilizado es el siguiente: 10 VC 0-50%, 5 VC 50-100%, 2 VC
100%. Como se esperaba, el pico obtenido es mas alto y mas estrecho (Figura 29), y la
concentracidn de SENP2 es de 4,35 mg/ml. Una vez mas, los eluidos del intercambio idnico con

la presencia de SENP2 en la banda de 25 KDa se muestran en la Figura 30.
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— UV — Conduct — [%B] —  Fracciones

mAY SENP2
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Figura 29. Cromatograma obtenido por cromatografia de intercambio idnico para SENP2 tras aplicar el CAMBIO1.3.

Fracciones |[EX columna
SPHP 5ml

1-B8
2-B7
3-B6
4-B5
5-B4
6—B3
7-B2
8-B1
9-C1
10-C2
11-C3

Figura 30. Gel SDS-PAGE obtenido para el SENP2 en IEX con columna SP HP 5 mL tras el CAMBIO 1.3.

Finalmente, se calcula el rendimiento obtenido en el caso de la proteasa SENP2 que se muestra

en la siguiente tabla.

32



Tabla 5. Mg de SENP2 obtenidos por litro de cultivo en cada procedimiento.

Mg obtenidos

por litro de
cultivo
Procedimiento

laboratorio

CAMBIO1.1 9,8
CAMBIO1.2 21,43
CAMBIO1.3 16,31

De los tres cambios realizados al SENP2, aunque en el tercer caso se obtiene una mayor

concentracion, es en el segundo cambio donde se obtienen mas mg por L, y por ello el

rendimiento es mayor y este es el procedimiento elegido para el SENP2.

Por otro lado, realizando la purificacion en intercambio catidnico, se obtiene un pico de proteina
y no sale en el “flowthrough” como ocurre en el primer procedimiento del laboratorio. Asi,
podemos quitarnos interferentes que en el otro caso podrian aparecer. Una ventaja mas del
cambio realizado al SENP2 es que después de dializar la muestra, ya se obtiene suficiente

concentracion Y no es necesario concentrarla, por tanto, es un paso que se ahorra.

5.3.  Ensayos de corte
Para comprobar la actividad de las proteasas purificadas, se han llevado a cabo ensayos de corte
para eliminar las etiquetas de proteinas recombinantes. Para ello se han conseguido por un lado
una muestra de proteina ridl unida a GST para cortar con TEV y por otro lado una muestra de
proteina retrdmero (compuesta por VPS-35, VPS-29 y VPS-26) donde VPS-26 estd unida a SUMO

para cortarlo con SENP2.

Los ensayos se han llevado a cabo en los ratios proteasa (TEV o SENP2):proteina (ridl o
retromero) 1:10, 1:100 y 1:1000 utilizando proteasas obtenidas a diferente concentracién, y se
han dejado actuando a 4°C toda la noche. Al dia siguiente las muestras se han corrido en un gel

SDS-PAGE.

La Figura 31 muestra el resultado obtenido para el TEV. En la primera calle, se muestra la
proteina ridl unida a GST que cae alrededor de 158 KDa. Las siguientes 3 calles muestran las 3
proteasas purificadas utilizadas para hacer los ensayos. De la calle 5 a la 13 se muestra el cambio

obtenido al cortar la proteina con el TEV. El peso molecular de GST es de 28 KDa, por tanto, las
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calles 5-13 muestran la pérdida de esos 28 KDa y cdmo el ridl queda a una altura de 130 KDa, es

decir, a la altura de su peso original.

En el caso de SENP2 Figura 32 el corte se ve mas claro, ya que en la primera calle se observa la
VPS-29 unida al SUMO a la altura de 55 KDa. Al cortar con el SENP2, las calles 5-13 muestran la
pérdida del SUMO y cdmo la VPS-29 cae a unos 40 KDa. En este gel también se ve la diferencia
a variar el ratio proteasa:proteina utilizado, es decir, los restos de SUMO-VPS-29 (calles 5-13)
son menores al utilizar un ratio de 1:10 que al utilizar un ratio de 1:1000. El gel también muestra

la VPS-35 a la altura de 70 KDa y VPS-29 a la altura de 20 KDa.

Estos ensayos confirman la actividad de las proteasas para cortar etiquetas de proteinas
recombinantes aun cuando la concentracion es baja y se confirma que los cambios introducidos

no afectan a las proteasas.

KDa Fracciones para cortar con TEV
2
123 : “Ea 1 —Ridl sin cortar (con GST)
100 R dI-GST 2 —-TEV 0,3 mg/ml
@& 3-TEV 1,56 mg/ml
70 8 4 —TEV 1,39 mg/ml
5-1:10(0,3 mg/ml)
55 W

6—1:10(1,59 mg/ml)
7-1:10(1,39mg/ml)
8-1:100(0,3 mg/ml)
9-1:100(1,59 mg/ml)
10— 1:100 (1,39 mg/ml)
11-1:1000(0,3 mg/ml)
TEV 12 -1:1000(1,50 mg/ml)
13- 1:1000 (1,39 mg/ml)

Figura 31. Fracciones para cortar con TEV.

Fracciones para cortar con SENP2
1 — Retrémero sin cortar

2 —SENP21,9 mg/ml

3 —SENP23,76 mg/ml

4 —SENP24,35 mg/ml
5-1:10(1,9 mg/ml)
6—1:10(3,76 mg/ml)

7 —1:10 (4,35 mg/ml)

28 —1:100(1,9 mg/ml)
9-1:100(3,76 mg/ml)
10-1:100(4,35 mg/ml)
11-1:1000(1,9 mg/ml)

- 12-1:1000(3,76 mg/ml)

© 13-1:1000(4,35 mg/ml)

Figura 32. Fracciones para cortar con SENP2.
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5. Conclusiones

Tras realizar varios cambios a las proteasas TEV y SENP2 para mejorar los procedimientos
establecidos en el laboratorio, se han introducido una serie de mejoras que han optimizado el

método en ambos casos.

El nuevo procedimiento de TEV en funcidn de los resultados obtenidos es el siguiente:

El pellet de 4L crecido a partir del glicerol en BL21 se disuelve en 100 mL de tampdn de lisis (50
mM TRIS-HCI, 150 mM NacCl, 10% glicerol, 20 mM imidazol y 1 mM DTT, pH 8) al que se le afiaden
inhibidores de proteasas para evitar la degradacion de la proteina, y DNAsas para romper los
enlaces fosfodiéster del DNA y reducir asi la viscosidad de la muestra. La muestra se sonica para
romper las células realizando 12 pulsos de 10 segundos a una amplitud del 60%, dejandolo 59
segundos en “off”. El lisado se centrifuga durante 40 minutos en un rotor 25.50 a 22500 rpm a

4°Cy se recoge la fraccion soluble.

A continuacidn, se realiza una cromatografia de afinidad de niquel. Para ello, se afiaden unos 10
mL de resina Ni-NTA a una columna vacia que se acondiciona lavandola con agua destilada, 1M
de imidazol para eliminar el exceso de iones de Ni*?libres, otra vez agua destilada para eliminar
cualquier resto de imidazol que haya podido quedar y finalmente tampdn de lisis. La resina se
recoge en un bote junto con la muestra, la cual se mantiene en agitacién durante una horaa 4°C
para que se produzca la interaccién por afinidad. Pasada la hora, el contenido se vuelca en la
resina vacia y todo lo que no se pega “flowthrough” se recoge en un vaso de precipitado.
Seguidamente se lava la resina con 400 mL de tampdn de lisis, para eliminar impurezas, y a
continuacién con 50 mL de tampdn de lavado, para bajarle la cantidad de sal (50 mM Tris-HCl,
50 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5). La muestra se eluye con 100 mL
de tampdn de elucion (50 mM Tris-HCl, 50 mM NacCl, 200 mM Imidazol, 10% glicerol, 1 mM DTT,

pH 7,5) donde se aumenta la cantidad de imidazol para eluir la muestra de la resina.

Tras este paso el SENP2 se deja dializando toda la noche en una membrana de 10 KDa, donde se
inserta la proteasa (tampdn dialisis: 50 mM TRIS-HCI, 50 mM NaCl, 20% glicerol, 1 mM DTT, pH

7,5). Al dia siguiente se le aplica la cromatografia de intercambio idnico.

Los experimentos de intercambio idnico se llevan a cabo en el AKTA con un detector de UV,
columna HiTrap SP HP 5 ml (GE, Healthcare) y un flujo constante de 5 ml/min. El analisis
espectroscopico se lleva a cabo a 280 nm y se trabaja en un gradiente de sal aumentando la
concentracion del tampdn B de la siguiente manera: 15 VC 0-50% B, 5 VC 50-100% By 2 VC 100%
B.
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Previo al andlisis, el equipo es equilibrado para dejarlo en las condiciones iniciales en las que se
va a llevar a cabo la separacién. Para ello se utilizan 20 ml de tampdn A (50 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, 20% glicerol, 1 mM DTT, pH 7,5), 20 ml de tampdn B (50 mM Tris-HCl 7,5, 1 M NaCl, 20%

glicerol, 1 mM DTT) y otra vez 20 ml de tampédn A.

Para la inyeccion de la muestra, se prepara un superloop de 150 mL donde se cargan los 100 mL
obtenidos de muestra tras dializarla. Al termina la separacidn se toman las fracciones
pertenecientes al pico de la proteasa que se han recogido en un rack de 96 pocillos para correrlas
en un gel SDS-PAGE con el objetivo de identificar y seleccionar las fracciones mas limpias y

abundantes para seguir con la cromatografia de exclusidn por tamafo.

Para la cromatografia de exclusién por tamafio, como el loop utilizado tiene sélo 5 mL, las
fracciones obtenidas tras la cromatografia de intercambio iénico son concentradas en
concentradores de 10000 MWCO hasta obtener 5 mL. Esta cromatografia también se lleva a
cabo en el AKTA™, con una columna Superdex 75 16/60 (GE, Healthcare) y un flujo constante de
1 ml/min. Las fracciones de proteasa obtenidas se recogen, la absorbancia en el nanodrop y la

muestra se reparte en aliquotas de 500 pL.

El nuevo procedimiento de SENP2 en funcidn de los resultados obtenidos es el siguiente:

El pellet de 4L crecido a partir del glicerol en BL21 se disuelve en 150 mL de tampdn de lisis (20
mM TRIS-HCI, 350 mM NaCl, 20 mM imidazol y 1 mM DTT, pH 8). Este se pasa por el disruptor
celular, y después se le afiaden inhibidores de proteasas para evitar la degradacién de la
proteina, y DNAsas para romper los enlaces fosfodiéster del DNA y reducir asi la viscosidad de
la muestra. El lisado se centrifuga durante 40 minutos en un rotor 25.50 a 22500 rpm a 4°Cy se

recoge la fraccidn soluble.

A continuacion, se realiza una cromatografia de afinidad de niquel. Para ello, se afiaden unos
4 mL de resina Ni-NTA a una columna vacia que se acondiciona lavandola con agua destilada,
1M de imidazol para eliminar el exceso de iones de Ni*?libres, otra vez agua destilada para
eliminar cualquier resto de imidazol que haya podido quedar y finalmente tampdn de lisis. La
resina se recoge en un bote junto con la muestra, la cual se mantiene en agitacion durante una
hora a 4°C para que se produzca la interaccion por afinidad. Pasada la hora, el contenido se
vuelca en la resina vacia y todo lo que no se pega “flowthrough” se recoge en un vaso de
precipitado. Seguidamente se lava la resina con 200 mL de tampdn de lisis, para eliminar

impurezas. La muestra se eluye con 30 mL de tampdn de elucion (20 mM Tris-HCI, 350 mM NaCl,
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400 mM Imidazol, 1 mM DTT, pH 7,5) donde se aumenta la cantidad de imidazol para eluir la

muestra de la resina, y se pasa a la cromatografia de intercambio iénico.

Los experimentos se llevan a cabo en el AKTA con un detector de UV y con la columna HiTrap SP
HP 5 ml (GE, Healthcare) y un flujo constante de 5 ml/min. El analisis espectroscépico se lleva a
cabo a 280 nm y se trabaja en un gradiente de sal aumentando la concentracion del tampdn B

de la siguiente manera: 20 VC 0-50% B, 10 VC 50-100% B.

El equipo se equilibra previamente para dejarlo en las condiciones iniciales en las que se va a
llevar a cabo la separacién. Para ello se utilizan 20 ml de tampdn A (25 mM Tris-HCI, 1 mM DTT,
pH 7,5), 20 ml de tampdn B (25 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM DTT, pH 7,5) y otra vez 20 ml de

tampdn A.

Para la inyeccién de la muestra, los 30 ml obtenidos tras eluir el SENP2 se llevan a 66 ml con el
tampdn A para bajarle la sal. La muestra precipita y se centrifuga 10 minutos a 4500 rpm a 4°C.
Una vez centrifugada, se carga en el superloop y se inyecta en el sistema cromatogréfico. Las
fracciones de proteasa se recogen y se dializan toda la noche en una membrana de 10 KDa a 4°C
(50 mM Tris-HCI 7,5, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1 mm DTT). Al dia siguiente la muestra se

recoge, absorbancia se mide en el nanodrop y la proteasa se reparte en aliquotas de 500 pL.

Por otro lado, mediante los ensayos de corte ha quedado confirmada la actividad de las
proteasas a la hora de cortar las etiquetas de proteinas recombinantes y se ha visto que los

cambios introducidos no afectan a las proteasas.
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