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RESUM

Un dels objectius del grup de recerca en el que m’he integrat durant la realitzacio
del meu TFG és el desenvolupament de ribonucleases humanes dirigides a nucli com
agents antitumorals. Malgrat que aquestes variants sén molt actives i selectives contra
cél-lules tumorals in vitro, la seva activitat in vivoés limitada degut a problemes de
farmacocinética. Per aix0, s’estan desenvolupant diferents projectes per tal de millorar-
la. Actualment, s’esta dissenyant un sistema d'entrega de farmacs (DDS) que
contrarestaria part d’aquests inconvenients. Un DDS és una nanoparticula que envolta
el farmac, facilitant la seva arribada al teixit diana i protegint-lo de la seva eliminacié. En
concret, el DDS es basa en aprofitar una nanoparticula proteica humana, la volta
eucariota. La sevaestructura és de gran interés gracies a la sevabaixa immunogenicitat,
la seva estabilitat in vitroi a que és possible produir estructures similars buides per dins
expressant la proteina principal d’aquesta estructura, la MVP. Aquesta estructura
recombinant és capag¢ d’encapsular agents terapeutics fusionats al domini INT. EI grup
esta intentant produir de manera recombinant la MVP en E. coli per tal que formi volta
eucariota amb un péptid penetrador de tumors (TPP) que permeti encapsular una
ribonucleasa citotdoxica fusionada al domini INT. Com a eina per facilitar aquest
desenvolupament, aquest projecte ha dissenyat una proteina cargo que ens permeti
determinar la funcionalitat d’aquesta volta recombinant. Aquest cargo consisteix en una
proteina de fusid entre el domini INT, la GFP i la glutatié S-transferasa. S’han assajat
diferents sistemes de purificacié de la proteina cargo GST-GFP-INT, tant a partir del
sobrenedant com del sediment d’'un lisat de cél-lules i s’ha establert un protocol que
permet obtenir-la en quantitat significativa i relativament pura. Mostrem que aquesta
proteina es pot encapsular dins d’'una nanoparticula formada a partir del replegament
de la MVP.



RESUMEN

Uno de los objetivos del grupo de investigacion en el que me he integrado durante la
realizacion de mi TFG es el desarrollo de ribonucleasas humanas dirigidas a nucleo
como agentes antitumorales. A pesar de que estas variantes son muy activas y
selectivas contra células tumorales in vitro, su actividad in vivo es limitada debido a
problemas de farmacocinética. Por eso, se estan desarrollando diferentes proyectos
para mejorarla. Actualmente, se esta disefiando un sistema de entrega de farmacos
(DDS) que contrarrestaria parte de estos inconvenientes. Un DDS es una nanoparticula
que rodea el farmaco, facilitando su llegada al tejido diana y protegiéndolo de su
eliminacién. En concreto, el DDS se basa en aprovechar una nanoparticula proteica
humana, la boveda eucariota. Su estructura es de gran interés debido a su baja
inmunogenicidad, su estabilidad in vitro y por la posibilidad de producir estructuras
similares vacias por dentro expresando la proteina principal de esta estructura, la MVP.
Esta estructura recombinante es capaz de encapsular agentes terapéuticos fusionados
al dominio INT. El grupo esta intentando producir de manera recombinante la MVP en
E. coli para que forme la vuelta eucariota con un péptido penetrador de tumores (TPP)
que permita encapsular una ribonucleasa citotdxica fusionada al dominio INT. Como
herramienta para facilitar este desarrollo, este proyecto ha disefiado una proteina cargo
gue nos permita determinar la funcionalidad de esta vuelta recombinante. Este cargo
consiste en una proteina de fusion entre el dominio INT, la GFP y la glutation S-
transferasa. Se han ensayado diferentes sistemas de purificacion para la proteina cargo
GST-GFP-INT, tanto a partir del sobrenadante como del sedimento de un lisado de
células y se ha establecido un protocolo que permite obtenerla en cantidad significativa
y relativamente pura. Mostramos que esta proteina se puede encapsular dentro de una
nanoparticula formada a partir del repliegue de la MVP.

\



ABSTRACT

One of the objectives of the research group in which | joined during my TFG is the
development of nuclear-directed human ribonucleases as antitumor agents. Although
these variants are highly active and selective against tumor cells in vitro, their activity in
vivois limited due to pharmacokinetic issues. For this reason, different projects are being
developed to improve it. Currently, a drug delivery system (DDS) is being designed that
would counteract some of these drawbacks.ADDS is a nanoparticle that surrounds the
drug, facilitating its delivery to the target tissue and protecting it from its elimination.
Specifically, this DDS is based on taking advantage of a human proteina nanoparticle,
the eukaryotic vault. Its structure is interesting due to its low immunogenicity, its in vitro
stability and the possibility of producing similar structures that are empty on the inside
by expressing the main protein of this structure, which is the MVP. This recombinant
structure is capable of encapsulating therapeutic agents fused to the INT domain. The
group is attempting to recombinantly produce MVP in E. coli to form the eukaryotic vault
with a tumor penetrating peptide (TPP)to encapsulate a cytotoxic ribonuclease fused to
the INT domain. As a tool to facilitate this development, in this project we designed a
cargo protein that allows us to determine the functionality of this recombinant vault. This
cargo consists of a fusion protein between the INT domain, GFP and glutathione S-
transferase. Different purification systems have been tested for GST-GFP-INT cargo
protein, both from the supernatant and from the sediment of a cell lysate, and a protocol
has been established that allows it to be obtained in a large amount and purity. We show
that this protein can be encapuslated within a nanoparticle formed from the refolding of
MVP.

Vi



REFLEXIO ETICA

El grup de recerca del qual formo part se centra en 'Enginyeria de proteines i el projecte
en el qual estic participant consisteix en la produccié d’'una proteina eucariota en un

hoste procariota utilitzant técniques de DNA recombinant.

Respecte a la politica d’autories del grup, ordenen els noms sempre seguint un mateix
patrd. El primer signant sol ser la persona que ha portat a terme la contribucié més
important dins el projecte. S’han donat casos en els quals s’han inclds autors que no
havien realitzat cap contribucio en el projecte. Aixo es pot deure al “Publish and Perish”,
una pressio a la qual es veuen involucrats els investigadors i que porta a cometre errors
com els mencionats anteriorment ['l. La politica usada en el grup de recerca, reconeix

objectivament el treball realitzat per cada participant.

REFLEXIO DE SOSTENIBILITAT

Per al desenvolupament dels diferents protocols utilitzats durant tot el projecte s’han
seguit totes les normes de laboratori i els protocols d'us dels diferents reactius,
manipulacié de material esteril i gestié adequada dels residus generats durant el procés.
Sempre s’ha tingut en compte I'iis de la quantitat minima de reactius i material necessari.
També s’ha realitzat una gestié correcta de recursos no energétics com és el cas de
laigua, la qual s’ha portat a terme un consum responsable en tot moment. El material
bioldgic ha estat degudament esterilitzat i eliminat. Totes les consideracions de seguretat
del treball en el laboratori sempre s’han seguit per tothom per tal d’evitar qualsevol tipus
d’accident possible.

PERSPECTIVA DE GENERE

El projecte del qual formo part, es troba dins el grup de recercad’Enginyeria de Proteines
de la Universitat de Girona. Aquest, esta format per dos investigadors principals, els
quals son homes mentre que les investigadores son dones. Alguna de les causes podria
ser que la dona ha hagut d’'interrompre les seves carreres degut a la maternitat o a la
idea principal que s’ha tingut durant tota la historia de la ciéncia, on la investigacio era
una activitat per a homes i incompatible amb altres ocupacions quotidianes 2. Aquest
ultim fet se 'anomena Terra Enganxos i ve causat per tota aquesta série d’estereotips
mencionats anteriorment. En el cas del meu grup de recerca, cal destacar que tot i que
actualment hi ha dos homes com a investigadors principals, fins fa uns anys hi havia
una dona la qual va demanar voluntariament la seva substitucié com a investigadora

principal.

Vi



1. INTRODUCCIO

1.1. Proteines antitumorals

Les ribonucleases son uns agents molt prometedors per a I'is en terapies anticancer.
Un exemple clar és el cas de I'onconasa, la qual prové de la granota lleopard del nord, i
que manifesta efecte citotoxic i citostatic . Una de les ribonucleases citotoxiques
pancreatiques humanes descrites és la PES, la qual té la capacitat de degradar el RNA
nuclear i induir l'apoptosi de les cél-lules canceroses. La generacié de variants
citotoxiques de ribonucleases humanes permetria reduir la immunogenicitat i la toxicitat
renal. A més les ribonucleases humanes solen ser resistents a inhibidors de
ribonucleases citosodliques i podrien ser dirigides cap a tumors especifics. La
ribonucleasa pancreatica humana (PE5) conté en la seva estructura un senyal de
localitzacié nuclear (NLS), la qual és reconeguda per la a-importina i internalitzada ™. El
domini NLS dirigeix la proteina cap al nucli, en concret, el nucleol !, on els inhibidors de
ribonucleases son absents. Per contra, tot RNA que no es trobi en el nucli no sera
degradat ©,

1.2.Tractaments actuals contra el cancer

Actualment, la quimioterapia, la cirurgia i la radioterapia son els tractaments contra el
cancer més comuns, tot i que n’hi ha d'altres com la terapia dirigida o la utilitzacié
d’anticossos monoclonals. A causa de I'heterogeneitat de cancers, el seu tractament

depén de diversos factors.

La quimioterapia principalment pretén provocar danys en el DNA, el qual presenta una
certa especificitat per les cél-lules canceroses tot i que també afecta cél-lules sanes,
provocant efectes secundaris adversos i 'augment del risc de cancers secundaris

consegquéncia de la genotoxicitat dels agents 7.

Per altra banda, respecte al tractament de cancers amb cirurgia i radioterapia, son la
base del tractament de tumors solids. La radioterapia es basa en I'emissio de radiacié

exclusivament a les cél-lules canceroses, evitant danyar la pell 1.

Aquests tres métodes de tractar els cancers, no son especialment dirigits cap a les
cél-lules tumorals i poden afectar a cél-lules sanes, de manera que s’esta donant molta
importancia als anticossos monoclonals els quals proveeixen especificitat i baixa

toxicitat 8l

La terapia dirigida consisteix en la utilitzacié d’inhibidors farmacoldgics especifics per un
grup, fins ara reduit de molécules primordials per 'augment dels efectes antiproliferatius

i citotoxics sobre ceél-lules tumorals 191,



L’ds de farmacs té inconvenients com la preséncia de resisténcia intrinsecai adquirida.
La resisténcia intrinseca provoca una reduccié de l'eficacia del farmac. Algunes de les
causes de la resisténcia intrinseca poden ser mutacions en la majoria dels tumors que
disminueix I'efectivitat del farmac pel tumor i I'heterogeneitat dels tumors 9. Per altra
banda, tenim la resisténcia adquirida per I'aparicié d’'un segon oncogen no silenciat pel
farmac usat i que continua la proliferacio del tumor, mutacions i alteracions de I'expressio

de la molécula objectiu del farmac o de canvis en el microambient del tumor 19,

Es creu que en els tumors hi ha un grup de cél-lules tumorals anomenades cél-lules
mare del cancer (CSC), capacitades d’iniciar tumors, la proliferacié de cél-lules malignes
i que pot derivar a qualsevol cel-lula del tumor . i es consideren potencials dianes pel

tractament amb farmacs amb les cél-lules mare de cancer com a cél-lules objectiu 2.

1.3. Sistema d’entrega de farmacs

Algunes de les terapies actuals amb més potencial estan basades en I'administracio de
proteines recombinants que s’han optimitzat per incrementar la seva vida mitja. Tots
aquests efectes adversos es poden evitar a partir de dosis multiples o altes
administracions per tal d’assolir la concentracié desitjada a la cél-lula o érgan diana 3.,
A la vegada, les proteines i molécules petites s’han de protegir normalment utilitzant
sistemes d’entrega de farmacs 4.

Aquests, sistemes d'entrega de farmacs serveixen per distribuir de forma eficient
medicaments per a la terapia del cancer. Es tracta de la fabricacié de dispositius de
transport de medicaments amb alliberament programat que permet el transport, la
proteccio i I'alliberament de la substancia farmacolodgica, normalment en una diana

concreta, tot i que aquesta Ultima qualitat és la més complicada d’adquirir 5],

Aquest, a la vegada es poden dissenyar per millorar la seva eficacia, com pot ser el de
lliurament a una diana molt concreta. Per tal de ser un bon sistema d’entrega de farmacs
o Drug Delivery System (DDS), aquest hauria de ser capag¢ d’alliberar la seva carrega

en el moment, lloc, concentracio idonis seguint una bona farmacocinética !¢l

Per una banda, tenim les nanoparticules compostes per polimers biodegradables o
poliplexes, que compleixen els requisits de seguretat en la seva administracio, com ara
la capacitat de transferir-se a un aerosol, I'estabilitat davant les forces generades durant
'aerosol, la biocompatibilitat, l'orientacié a llocs especifics o poblacions cel-lulars
especifiques, I'alliberament del farmac d’'una manera predeterminada i la degradacio en

un periode de temps acceptable '],



Per altra banda, també s’usen com a Drug Delivey System (DDS) els liposomes els quals
son una doble capa fosfolipidica amb una capa interna aquosa i soluble en aigua.
Normalment, sén vesicules esfériques que poden ser produides a partir de colesterol,
surfactants no toxics, esfingolipids, glicolipids acids grassos de cadena llarga i proteines

de membrana '8l

També s’ha vist que poden ser Utils les microbombolles (microesferes plenes de gas),
que primerament s’han fet servir per a I'entrega de material genétic com plasmidis de
DNA, ja que I'entrega d’aquests no es pot realitzar a partir de vectors virals a causa de
limitacions en la mida. Aquestes microbombolles presenten les qualitats adequades per
fer una entrega de carregues terapeutiques en llocs especifics i amb especificitat
d’organ. Aquestes microbombolles es dirigeixen cap a les localitzacions especifiques a

partir d’ultrasons "9,

Un altre DDS es basa en I'is de bacteris per a I'entrega de farmacs. S’han trobat bacteris
que poden ser Utils com a vectors genetics bioldgics amb especificitat per un tumor amb

capacitat d’entrega de productes genics, a partir d'administracio per via intravenosa 19,

1.4. Volta eucariota
Les voltes sén ribonucleoproteines que es troben majoritariament en cél-lules eucariotes

i absents en procariotes.

Aquestes nanocapsules son considerades les ribonucleoproteines més grans en
eucariotes. Presenten una mida de 40 x 70 nm, 13MDa Figura 1, amb una estructuraen
forma de barril amb dos taps que sobresurten i una cintura invaginada basada en un
autoacoblament jerarquic de proteines. Cada volta esta formada per multiples copies de
tres proteines les quals son la MVP, la vPRAP i TEP1. La proteina principal, la “major
vault protein” (MVP, 100 kDa), representa el 75% de la massa de la volta 2. Per altra
banda, el domini que permet encapsular cargos a la volta eucariota és el domini INT,
que es troba en I'extrem C terminal de la proteina vVPARP i que interacciona amb I'extrem

N-terminal de la proteina MVP [21],

L’arquitectura tancada s’obté a partir de la formacié del dimer de dues mitges voltes on

cada mitja volta conté 39 subunitats de MVP 22,
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Figura 1: Representaci6é de la part externa de la volta diferenciant amb color granat una molecula
de MVP, mentre que a linterior hi ha les altres dues proteines mencionades. A l'esquerra de la
imatge es pot observar una vista lateral de la volta on es pot veure que consta d’un polimer de
78 oligbmers de molecules de MVP. La particula té dos caps que sobresurten, dues espatlles i
un cos amb una cintura invaginada. Dues particules de mitja volta s’associen a través de la
cintura mitjancant els dominis N-terminals de la MVP. A la imatge de la dreta hi ha una vista

superior on es pot veure el diametre exterior i interior 122,

A partir de diferents ceél-lules d’'insecte o humanes s’han produit estructures similars a
les voltes amb I'expressio Unica del gen de la proteina MVP, la qual semblaria presentar
la capacitat, per si sola, de generar la volta sense necessitat d'associacio a les altres
dues proteines 2%,

Una de les facultats que tenen les voltes proteiques és la seva habilitat per encapsular
proteines cargo a partir de dues estratégies diferenciades, les quals soén la fusié de la
proteina cargo amb I'extrem N-terminal de la MVP o la fusi6 de la proteina cargo amb el
peptid INT 21, En el cas de la volta, a I'estar formada per I'autoacoblament de proteines,
ofereix l'oportunitat de modificar la superficie mitjangant técniques d’enginyeria genética
o mitjangant la conjugacié d’altres proteines 4. D’aquesta manera s’ha aconseguit
centrar el tractament amb aquesta volta direccionant-la cap a un tipus concret de
cel-lules canceroses com les cél-lules mare canceroses 2. Aquestes voltes, quan
arribin a la diana concreta seran internalitzades via macropinocitosi o fagocitosi [?°. Les
voltes proteiques estan esdevenint un dels nanovehicles més prometedors per totes les
seves propietats, com poden ser la sevamida, el seu lumen és prou gran per encapsular
centenars de molécules proteiques, protegeixen la proteina cargo, la seva

biodegradabilitat i biocompatibilitat i sobretot que no sén immunogéniques 241,



Actualment, la produccié de la volta recombinant s’esta realitzant principalment en

cél-lules de Spodopter frugiperda, on la MVP s’autoacobla per si sola. Per contra, el
sistema és molt costds i la seva purificacié molt complexa 2.

Els bacteris sén fabriques excel-lents gracies a la seva simplicitat en termes de
bioquimica i fisiologia 281, Els processos bacterians sempre s6n més economics que els
processos en cél-lules eucariotes perquée requereixen menor cost en medis de cultiu i
temps més curts. Escherichia coli és el sistema d’expressié més popular 271,



2. OBJECTIVES

Previous research has achieved the conditions that allow the refolding of the MVP in a
structure that is able to specifically internalize a fusion protein between the gluthatione
S-transferase (GST) and the INT domain. This final grade project has been developed
with the aim of creating a new recombinant cargo that includes the green fluorescence
protein (GFP), in order to facilitate to carry out future functional studies of this MVP-

based structure.
Specifically, the main objectives of this project are:

e To construct a plasmid that encodes for a fusion recombinant protein between
the GST, the GFP and the INT domain.

e Todevelop a protocol of production and purification of the designed fusion protein
with enough yield and purity.

e To investigate whether this new cargo can be internalized into the MVP-based

structure and also to search for new conditions to create it.



3. MATERIALS | METODES

3.1. Soques bacterianes

3.1.1. E. coliBL21 (DE3)

Soca utilitzada per a I'expressié de les diferents construccions que estan sota el control
del promotor reconegut per la polimerasa del fag T7. Aquesta soca presenta la
peculiaritat que en el gen int del genoma bacteria s’hi ha inserit el profag defectiu DE3,
que prové del fag A, de manera que el gen int resta inactivat, impedint I'escissio del
profag, de manera que resta com a lisogen estable. Aquest lisogen consisteix en un
fragment de DNA que conté el promotor lacUV5, fragment inicial del lacZ i que codifica
per la RNA polimerasa del fag T7. D’aquesta manera I'inic promotor que pot transcriure
la RNA polimerasa del fag T7 és el promotor lacUV5, el qual és induible amb isopropil-
B-D-tiogalactopiranosid (IPTG). Una vegada s’afegeix IPTG a un cultiu d’aquesta soca
durant la fase exponencial de creixement, es transcriu la RNA polimerasa del fag T7, la
qual transcriu unicament el gen clonat darrere el promotor reconegut per aquesta
polimerasa. Aquesta soca té el genotip seguent: F, ompT, hsdS(rB- mB) dcm*, gal
(DES3), Alon.

3.1.2 E. coli Rosetta 2 (DE3)

Es tracta d’'una variant de BL21 DE3 que conté un plasmidi anomenat pRARE 2 que
expressa els codons rars en E. coli AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGAi CGG. També
conté el gen de resisténcia al cloramfenicol. Presenta el genotip seglent: A(ara-leu)7697
AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F'[lac* lacl? pro]
gorb22::Tn10 trxB.

3.2 Vectors

3.2.1 pTriEx-1,1-MVP-TPP-H6

Vector derivat de pTriEx-1.1 Hygro que esta dissenyat per permetre I'expressio del gen
clonat tant en E. coli com en cél-lules d’insectes i de mamifers. Presenta el promotor
hibrid format pel potenciador preco¢ immediat de citomegalovirus (CMV) fusionat amb
el promotor de la 3-actina de pollastre, el promotor p10 tarda de baculovirusi el promotor
T7lac que permet la induccié amb IPTG a E. coli. Aquest vector expressa la MVP
fusionada a un péptid penetrador de tumors (TPP) que facilita 'arribada al tumor i una

cua d'histidines que permet la seva purificacid per cromatografia d’afinitat.

3.2.2 pGex-INT
Es tracta d'un plasmidi derivat de pBR322 que expressa el gen de la glutatio-S-

transferasa (GST) fusionada a la sequéncia codificant pel domini INT. Aquesta



construccio6 es troba sota el control del promotor tac, el qual és induit per IPTG. Alhora
presenta un gen laclq intern, el producte del qual és una proteina repressora que s’uneix
a la regié operadora del promotor tac, evitant 'expressioé fins a la induccié amb IPTG.

Presenta el gen de resisténcia a ampicil-lina.

3.3. Medis de cultiu i antibiotics

3.3.1. Medi LB

Medi utilitzat pel creixement de diferents soques bacterianes d’E. coli. Esta compost per
5 g d’extracte de llevat, 10 g de triptona i 10 g de NaCl en un volum d’1 L d’aigua MiliQ.
Una vegada s’han dissolt aquests components, s’autoclava a 120°C durant 20 minuts.

Els antibiotics sén afegits al medi abans del seu Us.

3.3.2. Antibiotics
L’ampicil-lina va ser utilitzada com a marcador de seleccio per les construccions usades
en aquest treball. La solucio estoc és de 50 mg/mL en aigua miliQ, esterilitzada per

filtracio i emmagatzemada a -20°C. La concentracio de treball va ser de 50ug/mL.

3.4. Técniques de DNA recombinant

3.4.1. Obtencié de DNA plasmidic

El procés de purificacid del DNA plasmidic va ser realitzat amb el Kit comercial
GenedetTM Plasmidi Miniprep Kit (Thermo Fisher), seguint el protocol que proporciona
el fabricant. Els plasmidis van ser obtinguts a partir de cultius de nit de cél-lules
transformades amb cada construccio. Es va recollir el sediment de 6ml de cultiu i es va
resuspendre en tampd de resuspensio que conté un quelant de cations. A continuacio,
es va sotmetre a lisi alcalina a partir del tampé de lisi cel-lular a pH 11 i que conté NaOH
i SDS, els quals permeten la lisi cel-lular i la desnaturalitzacié del DNA. Seguidament,
es va afegir solucié neutralitzadora, la qual té acetat sddic que baixa el pH de forma
bruscai provoca la precipitacié del DNA gendmic i proteines, també té agents caotropics
que faciliten la uni6 a la columna. Posteriorment, es va aplicar el sobrenedant a la
columna i a partir de dues centrifugacions i d’'un tamp6 de rentat que conté etanol, es va
eliminar el Través i a continuacié tots els components que s’han unit de forma
inespecifica a la columna. Finalment, es va afegir la solucié d’elucié que provoca
solubilitzacié del DNA plasmidic i es recull I'eluit.

3.4.2. Digestié del DNA

El DNA plasmidic es va digerir amb 2 uL de 'enzim de restriccié BamHI, incubant la
reaccio durant 90 minuts a 37°C en preseéncia del tampé subministrat per Thermo Fisher
Scientific.



3.4.3. Fosfatasa alcalina

Un cop acabada la reaccio de restriccid, es va adjuntar 1 unitat enzimatica de fosfatasa
alcalina per yL de mostra en tampd de restriccid i es vaincubar 15 minuts addicionals a
37°C. La reaccio es va aturar incubant el DNA 10 minuts a 75°C i es va repuirificar el

plasmidi per Geneclean.

3.4.4. Purificacio de DNA a partir de gels d’agarosa

Les mostres de DNAes van aplicar a un gel de 1% agarosa-TAE i es van sotmetre a 110
V durant 4 minuts. Posteriorment, es van tenyir en bromur d’etidi (0,5-0,75 pg/mL) durant
15 minuts i es van visualitzar les bandes.

Es varetallar la banda corresponent al fragment de DNA d'interés i es va col-locar en un
eppendorf i es va pesar el fragment de gel tallat. A continuacid, es va utilitzar el kit
GeneJET™ Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) per purificar els fragments de
DNAseguint el protocol proporcionat per la casa comercial. Breument, es van solubilitzar
les bandes a 60°C, durant 5 minuts i amb 3 volums de tampd de solubilitzacid, el qual
conté iodur sodic que facilita la interaccié del DNAamb la columna i evita que I'agarosa
torni a solidificar. A continuacié, es va afegir 'agarosa fosa a la columna amb membrana
de silice del kit i es va procedir a fer una série de rentats amb el tampé de rentat, per tal

d’eliminar impureses i finalment es va eluir el DNA d'interés.

3.4.5. Lligament del DNA

Pel ligament es va usar 1 yLde T4 DNAIlligasa (Thermo Fisher Scientific) i es va incubar
la reaccio 12 hores a 18°C en presencia de tampé subministrat per la casa comercial
Thermo Fisher Scientific. Es va realitzar en paral-lel un control de relligats en el qual no

s’incloia el fragment a inserir.

3.4.6. Preparacio de les cél-lules competents

A partir d’un cultiu de nit de la soca que es volia transformar i que es vaincubar a 37°C
i 250 rpm durant tota la nit, es va reinocular fent una dilucié 1/100 en medi LB fresci es
va deixar incubant 2 hores a 37°C i 250 rpm fins a una ODsso de 0,5 aproximadament.
Es va transferir en un tub Falcon de 15 ml i es va centrifugar a 3000 rpm, durant 10
minuts i a 4°C (Heraeus multifuge 4KR, Thermo Fisher Scientific). El sediment es va
resuspendre amb el mateix volum de CaCl 100 Mm fred i estéril (10 ml) i es va deixar
incubant en gel uns 30 minuts. Es va tornar a centrifugar en les mateixes condicions, es
va eliminar el sobrenedant i es varesuspendre el sediment en 1/10 del volum de CaCl:
100 mM fred i esteril. Finalment, es va resuspendre en CaCl. 100 mM, glicerol 16%, es

va aliquotar en volums de 100 pL i es van guardar a -80°C.



3.4.7. Transformacioé de les cél-lules competents

Es van afegir 1 yL de miniprep o 10 pL de reaccions de lligament als 100 yL aliquotats
de cél-lules competents i es va incubar en gel picat durant 1-2 hores. A continuacio, es
va incubar a 42°C durant 90 segons i seguidament es va tornar a incubar en gel durant
5 minuts produint el xoc térmic i 'entrada del DNA dins les cél-lules. Es van afegir 300
ML de medi LB i es va incubar a 37°C durant 1 hora, per tal d’aconseguir la recuperacio
fenotipica de les cél-lules. Després de la incubacié se’n van sembrar 100uL en plaques

de LB-agar suplementades amb ampicil-lina i es van incubar a 37°C unes 12-15 hores.

3.5 Produccio i purificacié de la proteina

3.5.1. Expressio del recombinant

Primerament, es va fer un cultiu inicial en 10 mL de medi LB suplementat amb
ampicil-lina. Es vainocular la socatransformada amb el vector d’expressio corresponent
i es vaincubar tota la nit a 37°C i 250 rpm. Seguidament, s’inocula una dilucié 1/100 de
cultiu de nit en medi LB suplementat amb ampicil-lina i es va deixar incubant a 37°C i
250 rpm durant unes 2-3 hores fins a una ODsso=1. A partir d’aquest punt, es va induir
lexpressié amb l'addicié d’'IPTG (concentracio final 1 mM) i es va incubar a 37°C i 250
rpm durant 3 hores més. Per tal de comprovar I'expressio de la proteina, es van recollir
dues mostres, una del cultiu abans d’induir (-IPTG) i una altra 3 hores després de la
induccio (+IPTG) que van ser centrifugades a 7000 rpm durant 7 minuts guardant els
sediments a -20°C.

3.5.2. Fraccionament cel-lular

Els sediments de I'expressio del recombinant guardats a -20°C es van resuspendre en
15 mL de 50 mM Tris HCI pH 8.0, 10 mM EDTA per cada litre de cultiu induit.
Posteriorment, es va realitzar una lisi cel-lular mecanica fent passar tres vegades la
suspensio cel-lular per una premsa de French Sim Aminco® (20.000 psi). La mostra
lisada es va centrifugar a 10.000 rpm durant 40 minuts a 4°C. Es va separar el

sobrenedant del sediment que contenia els cossos d'inclusié.

Inicialment, en tots els casos, els cossos d'inclusié es van solubilitzar amb 10 mL (50
mM Tris, 500 mM NaCl, 7M Urea, pH 8.3) sota agitacié 30 minuts. Passat aquest temps,
es va afegir 0.1 M de glutatié reduit (GSH) i es va ajustar el pH fins a 8.5 amb Tris solid,
es va bombollejar N2 per desplagar 'oxigen present i es va deixar en agitacié durant 30
minuts. Finalment, es va centrifugar 40 minuts a 10.000 rpm i es va descartar el
precipitat.
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3.5.3. Purificacié de MVP-TPP-H6

La purificacio de la MVP-TPP-HG6 es varealitzar en condicions desnaturalitzants a partir
dels cossos d’inclusio en una columna de Ni-NTA agarosa (QIAGEN) a partir de la cua
d’histidines. Es van empaquetar fins a 10 mL de reina i es van rentar amb tres volums
d’aigua miliQ. Seguidament, es va equilibrar la columna amb tres volums de tampo
d’equilibrat (50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 7M urea, pH 8.3). Lareina va ser transferida
a un tub Falcon amb 5 mL de tampd d’equilibrat, es va afegir la proteina solubilitzada i

es va deixar en agitacié O/N a 4°C.

Una vegada realitzada la incubacié, es va carregar la barreja a la columna i es va eluir
el través. Es va rentar la reina amb tres volums de tampé d’equilibrat i finalment es van
eluir en 6 fraccions de 2 mL de tampé d’elucié (50 mM Tris-HCI, 500 mM NacCl, 7M urea,
500 mM Imidazol, pH 7.5).

3.5.4. Purificacié de GST-GFP-INT

La purificacié es va dur a terme inicialment a partir de la fraccio soluble cel-lular que
provenia de la premsa de French. Aquesta es va purificar mitjangant una columna
GSTrap™ 4B (1 mL) en un HPLC sistema Akta. Primerament, la columna va ser
equilibrada amb el tampé d’equilibrat (DPBS 1x) a un cabal de 1 mL/min. A continuacio,
es vainjectar la mostra amb un cabal maxim de 0.2 mL/min. Seguidament, es va rentar
la columna amb tamp6 d’equilibrat a un cabal de 0.5 mL/min. Finalment, es va eluir la
mostra amb tampé d’elucié (50 mM Tris-HCI, 20 mM GSH pH 8.0). Els tampons utilitzats
durant la purificacié van ser desgasificats i filtrats amb un filtre de 0.22nm (Millex®-GP)
préviament a la seva aplicacio i es va configurar com a pressié maxima del sistema i de

la pre-columna a 0.5 mPa.

3.6. Replegaments de la proteina desnaturalitzada

Tant la MVP-TPP-H6 com alguns casos de la GST-GFP-INT, van ser purificades de
forma desnaturalitzada per el que va ser necessari replegar la proteina corresponent. El
replegament de les dues proteines es va dur a terme conjuntament per intentar formar

el complex volta:cargo. Inicialment, el replegament es va fer per dialisi.

Primerament, es van hidratar els sacs de dialisi en H20 MiliQ durant uns 20 minuts. A
continuacio, es van rentar amb aigua i aigua destil-lada. A partir de la MVP-TPP-HGI la
GST-GFP-INT purificades, es va dipositar una quantitat de MVP dins de cada sac de
dialisi (Spectra/Por Dialysis Membrane Tubing mwco: 12-14.000) i una dilucié 1/10 de
GST-GFP-INT. Per altra banda, es van preparar una série de tampons de dialisi, els

quals es van dipositar en tubs de 250 mL (tubs de centrifuga GSA) que contenien els
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tampons de replegaments assajats. A continuacio, es van col-locar els diversos sacs de
dialisi a l'interior, es van deixar 6 hores en rotacio a 4°C i seguidament 48 hores a 4°C
en repds. Finalment, es van recollir les mostres dels sacs, es van centrifugar a 11000
rpm, durant 10 minuts a 4°C i es van guardar, tant el sediment com el sobrenedant, a
-20°C.

3.7. Deteccié i quantificacié de les proteines

3.7.1. SDS-PAGE

Els gels SDS-PAGE van ser utilitzats per 'analisi de la puresai el rendiment en diferents
estadis de la produccio i purificacié. Les mostres van ser preparades amb tampo6 de
carrega 4x amb B-mercaptoetanol (250 mM Tris-HCI, SDS 8%, glicerol 40%, [-
mercaptoetanol 10%, blau de bromofenol 0.04% pH 6.8) i es van bullir a 95°C durant 5
minuts. Tots els gels polimeritzats sén gels de poliacrilamida discontinus, amb un gel
separador de 12.5% d’acrilamida i un gel apilador del 3%. Les condicions d’electroforesi
van ser de 200V durant aproximadament 1 hora en tampdé d’elucié i posteriorment van
ser tenyits amb blau de Comassie (Blau de Comassie 0.1%, metanol 50% i acid acétic
7%) durant 20 minuts en agitacié suau. Finalment, es va destenyir en acétic al 7% en
agitacio suau durant tota la nit. Alternativament, van ser utilitzats per a la realitzacio
d’analisis de Western-blot. En ambdds casos, es van utilitzar gels de 1.5 mm de gruix i
es va fer servir com a marcador de pes molecular el PageRuler™ Broad Range
Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

3.7.2 Western-blot

Una vegada finalitzada [lelectroforesi, es va submergir el gel en tampéd
d’electrotransferéncia (192 mM Glicina, 25 mM Tris, metanol 20%) durant un minim de
15 minuts. Alhora, la membrana PVDF (Millipore) va ser activada submergint-la en
metanol durant 15 segons, rentada durant 2 minuts en aigua MiliQ i finalment va ser
submergida en tampo d’electrotransferencia durant 5 minuts. Les esponges i els papers
de filtre també van ser submergits en tampd d’electrotransferéncia préviament al
muntatge del western-blot. L’electrotransferéncia es va realitzar durant 90 minuts a 60V
a 4°C. Acontinuacio, es va bloquejar la membrana amb BSA 1% durant 1 hora. Per a la
realitzacié dels diferents rentats es va utilitzar TBST (10 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl,
Tween 0.1%). Una vegada bloquejada la membrana, es van realitzar tres rentats amb
TBST i posteriorment es va incubar la membrana a 70 rpm durant 1 hora amb l'anticos
primari Anti-GFP Mouse IgG (1/6000, Roche, Alemanya) O/N a 4°C. A continuacio, es

van fer tres rentats de 5 minuts amb TBST i posteriorment es va incubar amb l'anticds
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secundari anti-mouse IgG Peroxidase Conjugate (1/20000, Calbiochem, Alemanya).

Finalment, la membrana va ser rentada 3 vegades amb TBST.

Per tal d’observar els resultats, es va revelar la membrana amb Immobilion Westem
(Chemilumenescent HRP substrate). Es va preparar una solucié 1:1 de solucié A
(substrat de la peroxidasa) i solucié B (peroxid d’hidrogen). La membrana va ser
incubada 5 minuts a la foscor amb la solucid i finalment es va poder analitzar la

quimioluminesceéncia.

3.7.3 Quantificacié de proteina

Es varealitzar la quantificacié a partir de la técnica de Bradford per tal de determinar les
quantitats totals obtingudes de proteina pura per cada elucié. Primerament, es va
preparar per una banda, el reactiu de Bradford fent una dilucié 1:4 en aigua miliQ. Per
altra banda, es va dissenyar una recta patré la qual es va preparar a partir duna mare
de BSA de 1 mg/mL. Per ultim, es va preparar les mostres a analitzar a partir d'una
barreja de 50 mL de mostra en 350 mL d’aigua miliQ i 600 mL de reactiu de Bradford. A
partir d'un espectrofotdmetre es va analitzar I'absorbancia a 595 nm primer de la recta
patré i finalment de cada mostra.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO
4.1. Clonatge del gen que codifica per la GFP dins el plasmidi pGEX-INT

El primer objectiu d’aquest treball va ser la clonacié del gen que codifica per la proteina
GFP dins el plasmidi pGEX-INT. Es vol realitzar aquesta construccié (Figura 2) amb la
finalitat d’aconseguir que per una banda, el nou cargo es pugui encapsidar gracies al
domini INT, per altra banda, que es pugui fer el seguiment intracel-lular de I'estructura
per citometria de flux o per microscopia confocal gracies a la GFP i per ultim que es
pugui demostrar la funcionalitat de I'estructura formada per pull down gracies a la GST,
ja que el sistema de purificacio de la GST-GFP-INT és diferent al sistema de purificacio
de la MVP-TPP-H6.

Diana ER BamHI Diana ER BamHlI
) PCR introdueix
" la diana BamHI

- i

PGEX-INT pRSET-GFP

| PCR

GEP
__ER BamHlI
. GFP

) Geneclean

Fosfatasa alcalina —_ Lligacio _——

DGEX-GFP-INT

7

Figura 2.: Esquema del clonatge de la GFP dins el plasmidi pGEX-INT.

Per a la clonacio de la GFP, es disposava del plasmidi pPRSET-GFP que contenia el gen
de la GFP amb diverses etiquetes entre les dianes de restriccié EcoRl i Xhol. En un dels
extrems del gen, hi ha una diana de I'enzim de restriccié BamH]I. Per altra banda, es van
utilitzar uns primers que amplificaven una part del plasmidi fins al final del gen de la GFP.
Per portar a terme la clonacié de la GFP, primerament es va amplificar el gen de la GFP
per tal d’'introduir la segona diana de restriccié per BamHl| a partir dels primers seguents:
Prom: CCG GAT CAAGCC TCT CGGATC CCT TGT ACA GCT CG i I'oligo mutagénic
CGAGCT GTACAAGGGATC CGAGAG GCTTGATCC GG.
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Un cop amplificat el gen es va realitzar la digestio amb I'enzim de restriccié BamH|. Amb
aquesta digestié es van obtenir dos fragments, un d’ells era una banda de 714 pb que
corresponia al gen de la GFP i l'altre era el segment de plasmidi que també s’havia
amplificat degut al primer Prom. Per tal de separar

ko aquests dos productes de PCR, es va cérrer un gel
d’agarosa i es va realitzar un Genclean de les
4000 bandes marcades en vermell per tal daillar el
segment corresponent a la GFP (Figura 3).
1000
500 Figura 3.: Gel d’agarosa on el primer carril correspon als

marcadors Gene Ruler DNA Ladder Mix de pes molecular,
sequit de dues columnes corresponents als productes de
la PCR digerits per BamHl..

Per altra banda, també es va digerir el plasmidi pGEX-INT amb BamHI, es va
defosforil-lar amb fosfatasa alcalina per evitar relligats i a continuacio es van realitzar la

lligacio.
El plasmidi resultant de la lligacié es va anomenar pGEX-GFP-INT.

4.2. Optimitzacié de la purificacié de la proteina GST-GFP-INT
Per tal de produir la GST-GFP-INT es va utilitzar la soca E. coli BL21 DE3 per produir
la proteina recombinant i es van analitzar els resultats de 'expressié a partir d’'un gel

SDS-PAGE.
kRa M SNSD + - + -

Figura 4: Analisi SDS-PAGE de I'expressié de la GST-GFP-INT en la soca E. coli BL21 DE3. Es
van carregar 20 uL de la mostra pre-induccié (-) i 10 uL de la mostra post-induccié passades tres
hores (+). Del sediment (SD) i el sobrenedant (SN) obtinguts després de la premsa de French es

van carregar 10 uL d’una dilucié 1/5.
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Tal i com es pot veure en la Figura 4 després de les 3 hores d’'induccid, apareix una
banda sobre els 72kDa corresponent a la GST-GFP-INT.

Els cultius del clon d’E. coli BL21 DES3, es van lisar mitjangant la premsa de French i es
van centrifugar per tal de separar la fase soluble dels cossos d'inclusio. Per tal d’evitar
la degradaci6 a la fase soluble, es va utilitzar un tamp6 de solubilitzacié que contenia
PBS 1x i PMSF com a inhibidor de proteases(dilucié 1/100). Tal i com es pot observar
en la Figura 4, hi ha la preséncia de la GST-GFP-INT tant en el sediment (SD) com en
el sobrenedant (SN).

4.2.1. Optimitzacié de la purificacié de la proteina GST-GFP-INT a partir del
sobrenedant amb condicions inicials

Inicialment es va decidir intentar la purificacié a partir del sobrenedant de la premsa de
French, utilitzant una columna GSTrap™ 4B i eluint amb glutatié. Els resultats de la

purificacié es van analitzar mitjan¢ant un gel SDS-PAGE (Figura 5).

kRa M _Ei T R E1 E2 E3 E4 ES

Figura 5: Analisi per SDS-PAGE de la purificacié de la GST-GFP-INT. Es van carregar 40 uL de
cada elucié i 20 uL d’extracte inicial, Través i Rentat . Les mostres carregades soén l'extracte
inicial (Ei), el Través (T), la mostra de I'iltim rentat (R) i les consecutives elucions (E1, E2, E3,
E4, E5).

Com es pot veure a la Figura 5 en les elucions apareixia una gran part de la proteina
degradada. Toti que no s’ha comprovat per western blot, considerem que les bandes de
menor pes molecular observades son probablement de degradacié i no contaminants,
ja que en els darrers rentats de la columna (carril R Figura 5) ja no s’observava la

presencia de cap proteina contaminant.
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Aixi doncs, al observar que hi havia molta degradacio en la proteina purificada a partir
del soluble, es va optar per a la purificacié a partir dels cossos d’inclusié del sediment.
Les raons per optar per aquest sistema eren que al estar en forma agregada dificiiment
es degradaria durant la produccid i que probablement la preséencia de proteases en el

sediment seria menor.

4.2.2. Optimitzacié de la purificaci6 de la proteina GST-GFP-INT a partir del
sediment resuspés en urea amb condicions inicials

El protocol de purificacié a partir del sediment de la premsa de French es vabasar en la
solubilitzacié dels cossos d’inclusié amb urea i el posterior replegament en successives
dialisis, que anaven reduint la concentracioé d’'urea i aixi la proteina es podia replegar
correctament. Al final, en aparéixer una fraccid insoluble es va centrifugar el dialitzat, es
va separar el sobrenedant, el qual és el que es va purificar i per I'altra banda el sediment,
aquest es va resuspendre novament en un tampd que contenia 7M urea, 50mM Tris,
500mM NaCl i pH 8.3. Aquesta fraccio es va analitzar per SDS-PAGE i es va observar
que una part significativa de la proteina insoluble es mantenia intacta, sense degradacio,

tal i com es pot veure en la Figura 6 en el carril SD.

El sobrenedant va ser filtrat i purificat a partir del sistema HPLC i la columna GSTrap™
4B eluint amb glutatié. Els resultats de la purificacio van ser analitzats a partir d’'un gel
SDS-PAGE (Figura 6).

kPa M E1 E2 E3 E4 SD

Figura 6: Anélisi per SDS-PAGE de la purificacio de la GST-GFP-INT a partir dels cossos
d’inclusié. Es van carregar 50 uL de cada elucié (E1, E2, E3, E4) i 30 uL del sediment resuspes

en urea (SD).

Com es pot observar a la Figura 6, la gran majoria de la proteina eluida de la
cromatografia estava degradada. Els resultats de la mostra del sediment (SD) de la
Figura 6 feien pensar que la proteina sencera no s’havia plegat bé i romania insoluble
en solucié aguosa mentre que la fraccio degradada es podria replegar, de manera que

a lo millor les condicions utilitzades de solubilitzaci6 i replegament no eren les optimes.
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En vista dels resultats, es va optar per a una purificacid molt més estricte per evitar la

degradacio proteica.

4.2.3. Optimitzacié de la purificacio de la proteina GST-GFP-INT a partir del
sobrenedant mantenint la cadena del fred

Per tal d’evitar la degradacié de la proteina durant el procés de lisi per la premsa de
French es va utilitzar un tamp6 de resuspensié que contenia PMSF (dilucié 1/100) i un
coctel d’inhibidors de proteases cOmplete ULTRA Tablets EDTA-free. Per tal d’evitar el
maxim possible la degradacié a partir de proteases, abans de cada pas per la premsa

de French es va refredar la mostra en un congelador de -80°C durant 10 minuts.

Es va decidir repetir la purificaci6 amb la cromatografia GSTrap™ 4B a partir del
sobrenedant pero en aquest cas mantenint la columna dins d’un recipient ple de gel i
injectant la mostra en volums petits per tal de mantenir la resta de mostra el maxim
temps possible en gel. El resultat de la purificacié en aquestes noves condicions es va
analitzar per SDS-PAGE (Figura 7).

kDa M Ei T R E1 E2 E3 E4

180-
130-
100-
70-
55-

40-
35-
25

Figura 7: Analisi per SDS-PAGE de la purificacié de la GST-GFP-INT a partir del sobrenedant.
Es van carregar 40 uL de cada eluci6 i 20 uL d’extracte inicial, Través i Rentat . Les mostres
carregades son l'extracte inicial (Ei), el Través (T), la mostra de I'dltim rentat (R) i les consecutives
elucions (E1, E2, E3, E4).

Com es pot observar en la Figura 7, tot i que la fraccié degrada de GST-GFP-INT era
menor, aquesta encara era prou significativa. Per aix0, es va decidir purificar la GST-
GFP-INT a partir del sediment de la premsa de French.

4.2.4. Optimitzacié de la purificaci6 de la proteina GST-GFP-INT a partir del
sediment resuspés en condicions diferents

Donat que en aquest cas el principal problema era aconseguir replegar la proteina no
degradada es van assajar diferents protocols de solubilitzacié/replegament. Es van
realitzar tres protocols diferents. Per una banda, el sediment de la premsa de French de

la segona produccié es va solubilitzar en un agent desnaturalitzant diferent per tal
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d’explorar si d’'aquesta manera s’aconseguia un millor replegament. Es va solubilitzar el
sediment amb 6M clorur de guanidini 2mM EDTA 100mM Tris pH 9.0. Es va afegir GSH
en una concentracié 100mM i es va ajustar el pH a 8.5 utilitzant Tris solid i bombollejat
amb N2 sota agitaci6 1h 30min. Aquest sediment resuspés es va fraccionar en dos
volums de 2.5 mL on cada fraccio es va sotmetre a un procés de replegament diferent.
Paral-lelament, també es va assajar el replegament del sediment que no havia replegat
en la purificacié anterior i que s’havia re-solubilitzat amb urea (veure apartat 4.2.2).

Per una banda, una de les fraccions solubilitzades amb clorur de guanidini ila que estava
solubilitzada amb urea es van replegar per dilucié 1/20 gota a gota i sota agitacié en 50
mL d’'un tampd6 que contenia 0.5M L-Arginina, TmM GSSG (glutatié oxidat), 2mM EDTA,
100mM Trisi pH 8.5 i posteriorment es vadialitzar en PBS i es va centrifugar per separar

la fraccio insoluble que no s’havia pogut replegar.

La segona fraccié amb clorur de guanidini es va replegar per dialisi en 250 mL d’'un
tamp6 que contenia 0.5M L-Arginina, 1mM GSSG (glutati6 oxidat), 2mM EDTA, 100mM

selubitzat Tris i pH 8.5 i posteriorment es va dialitzar en

de lubili . . .,
winl e PBS | es va centrifugar per separar la fraccio
Replegat  Replegat Replegat  iNSOIlUble que no s’havia pogut replegar. Les

per per per

diudd  diflid  diugd tres mostres replegades es van analitzar per

i

kDa M__Ei SN SD SNSD Ei SD SDS-PAGE per tal dobservar quina fraccié es

la més rica i pura per tal de realitzar la

purificacio a partir d’aquella fraccié (Figura 8).

Figura 8: Analisi per SDS-PAGE dels diferents
protocols de replegament dels cossos d’inclusié
del sediment de la GST-GFP-INT. Es van carregar

10 uL d’extracte inicial del sediment resuspés en

clorur de guanidini, 50 uL tant del sobrenedant com del sediment de la mostra replegada per
dilucié 1/20 del sediment resuspés en clorur de guanidini, 8 uL de les mostres replegades per
diélisi i resuspeses en clorur de guanidini, 16 uL de I'extracte inicial de la mostra resuspesa en

urea i 50 UL del sobrenedant de la mostra replegada per dilucié 1/20 resuspesa en urea.

Com es pot veure a la Figura 8, la mostramés pura i rica en GST-GFP-INT corresponia
al sediment resuspés amb clorur de guanidini i replegada per dilucid, en concret el
sobrenedant, mentre que en el sediment s’hi trobava majoritariament GST-GFP-INT
degradada que no s’havia pogut replegar. Comparant-ho amb les altres fraccions,
aquesta era la que s’obtenia una major quantitat de proteina intacta de forma que es va
decidir purificar el sobrenedant del sediment resuspés amb clorur de guanidini i

replegada per dilucio.
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Figura 9: Analisi per SDS-PAGE de la purificacié de la GST-GFP-INT a partir dels cossos
d’inclusié del sediment resuspés en clorur de guanidini i replegat per dilucié. M: marcador; Ei:

extracte inicial; T: Través; R: darrer rentat; E: fraccions de I'elucié.

El resultat de la purificacio es pot observar en el gel SDS-PAGE de la Figura 9. Tal icom
es pot veure, en el Través s’hi pot observar com una petita part de la GST-GFP-INT no
s’ha enganxat a la columna. A més, els rentats s’han realitzat correctament ja que en
l'ultim rentat ja no s’hi observa cap proteina. Centrant-nos en les elucions, es pot veure
com I'elucié més concentrada era la E3, que sera la que es fara servir per als assajos
posteriors. La proteina total purificada que es va obtenir utilitzant aquest sistema de
solubilitzacio i replegament és de 788.31 ug de GST-GFP-INT.

4.3. Assaig de replegament de la MVP per prendre I'estructura de volta i
incorporar la GST-GFP-INT

Una vegada purificades les proteines, es va dur a terme el replegament de la proteina
MVP-TPP-H6 en preséncia de la GST-GFP-INT. Elreplegament es va realitzar per dialisi
per tal d’eliminar lentament la urea. En el replegament la MVP-TPP-HG es trobava a una
concentraciod de 2.7-10°nM i la elucioé E3 de la purificacié de la GST-GFP-INT amb una
concentracié de 8.1-107 nM. Es van analitzar fins a 5 condicions de replegament de la
MVP-TPP-H6 amb el cargo GST-GFP-INT (Taula 7).
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Taula 1: Composicié dels tampons de replegament de la MVP-TPP-H6 amb el cargo GST-GFP-

INT.

Compost

NaCl 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM
GSSG 1mM 1 mM 1 mM 1mM 1mM
GSH 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM 0.1 mM
EDTA 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM
Tris 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
L-Arg 100 mM 100 mM 100 mM - -
NP40 0.1% 0.2% 0.1 % 0.1 % 0.1 %
PEG3500 - - 0.3% - 0.3%

Per tal de saber si la GST-GFP-INT havia estat encapsulada en I'estructura que es
formava, es va repurificar la MVP replegada amb la reina Ni-NTA agarosa en condicions
no desnaturalitzants i es va analitzar la preséncia de GST-GFP-INT en la mostra
repurificada per SDS-PAGE i western-blot usant un anticos primari contra la GFP Anti-
GFP Mouse IgG (Roche, Alemanya). En paral-lel, es va realitzar un control negatiu en
el qual es va purificar la mateixa quantitat de GST-GFP-INT diluida en tampé de
replegament per comprovar que la GST-GFP-INT que es detectés provenia de
l'encapsulament d’aquesta i no d’'una unié inespecifica a la reina de Ni-NTA. Per ultim,

també es vacarregar un control positiu del procés de revelat que corresponia a la mostra
purificada de GST-GFP-INT.

kDa A B C D E A C M MVPGST-GFP-INT

= ra—

Figura 10: Analisi per SDS-PAGE de la preséncia de GST-GFP-INT en les fraccions de
repurificacié de la MVP-TPP-H6. Els diferents replegaments A, B, C, D i E per ala GST-GFP-INT

i A’ per a la GST-INT. C- és el control negatiu on uUnicament s’ha afegit GST-GFP-INT, M:
marcador; MVP i GST-GFP-INT.
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Tal i com es pot veure en la Figura 10, en les condicions A, B i C es podia observar una
banda ténue amb el pes molecular de la GST-GFP-INT mentre que en la resta de
condicions el resultat era negatiu. Per tal de comprovar que aquesta banda corresponia
al cargo a encapsular, es va realitzar un western blot dels replegaments A, B i C utilitzant
Ianticos Anti-GFP Mouse IgG (Roche, Alemanya) amb una dilucié 1/6000 i amb anticos
secundari Goat anti-mouse IgG Peroxidase Conjugate (Calbiochem, Alemanya) amb
una dilucié 1/20000. Els resultats obtinguts es poden observar en la Figura 11.

Figura 11: Analisi per western-blot de I'encapsulacié de la GST-GFP-INT en I'estructura formada
per la MVP-TPP-H6. Les condicions assajades es troben detallades en la Taula 1 i C+ correspon
a una fraccio purificada de GST-GFP-INT.

Talicom es pot veure en la Figura 11, el control positiu mostravaque el procés de revelat
s’havia realitzat correctament. Per altra banda, es va confirmar que en les tres
condicions en que en el gel de SDS-PAGE ja s’hi observava ténuement una banda del
pes molecular de la GST-GFP-INT (Figura 10), corresponien a aquesta proteina, de
manera que la GST-GFP-INT podia ser encapsulada en I'estructura formada per la MVP-
TPP-H6. D’aquesta manera s’ha pogut dissenyar un metode de replegament que ens
permet encapsular un cargo que ens permetra determinar la funcionalitat de I'estructura
formada per la MVP. En un futur, aprofitant el domini GFP, es podra realitzar un
seguiment de la internalitzacié d’aquesta estructura dins de la cél-lula per microscopia

confocal o per citometria de flux.
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6. CONCLUSIONS

According to the objectives of this project, the conclusions are:

We have constructed a plasmid that encodes for a recombinant fusion protein
between the GST, the GFP and the INT domain, to be used for encapsulation
within the vault.

We have set up a protocol for the production and purification of the fusion protein
that allows to obtain it with significant yield and purity.

The designed fusion protein can be encapsulated into the MVP-based structure
that was previously described.

We have identified new conditions of refolding of the MVP that are able to capture
the GST-GFP-INT.
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