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Laproteinahumana GPN2 participa enlabiogénesis dela RNA polimerasa
11, se expresé como proteina recombinante en E. coli y se purificé por
cromatografia por afinidad por metales inmovilizados en niquel (IMAC,

Aceptado: por sus siglas en inglés Immobilized Metal Afinity Chromatography). Eluso

05/agosto/2017 de IMAC en proteinas extraidas por E. coli genera muchos contaminantes
y requiere de un proceso laborioso de purificacién pasando por
diferentes procesos cromatograficos. Los aminodacidos acido glutamico
y arginina incrementan la solubilidad de proteinas lo que sugiere que
su uso combinado facilite el proceso de purificacién. Se usaron dichos
aminoacidos durante la purificaciéon de la GPN2 obteniendo la muestra

Palabras clave completamente pura pero con un bajo rendimiento de la proteina
Purificacion, proteinas, recombinante. Para ello, se sustituyé arginina por lisina consiguiendo
aminoacidos. mejorar la cantidad de proteina expresada y purificada. Finalmente, se

analizé empleando electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE) y azul de
Coomassie y se midié la cantidad de proteina obtenida por el método de
Bradford alcanzando una concentracién de 2mg/ml.

Keywords
Purification, proteins,
amino acids.

ABSTRACT

The human protein GPN2 collaborate in the biogenesis of RNA polymerase
11, was expressed like recombinant protein in E. coli and was purified by
Immobilized Metal Affinity Chromatography with nickel (IMAC). The
use of IMAC in proteins expressed in E. coli recuperate many impurities
and is necessary other chromatographic steps. The amino acids glutamic
acid and arginine increase the solubility of proteins, this suggest that
the combined use of them make easy the purification process. We use
both amino acids in the purification of the GPN2 protein obtaining
the sample completely pure but with low performance. For that we
interchange arginine for lysine and we get a better performance of the
quantity of GPN2 in pure form. Finally, was revealed by Polyacrylamide
Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and stained with Coomassie blue. The
Bradford method quantifies a concentration of 2mg/ml.
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Introduccion

La cromatografia de afinidad por metales inmovilizados
con Ni?* (Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography,
IMAC) es el método cromatografico mas utilizado para
purificar proteinas solubles enriquecidas en histidinas
0 para purificar proteinas recombinantes unidas a
moléculas con afinidad a un metal quelante enlazado
covalentemente a una matriz en una columna. (Gutiérrez,
2007). Varios autores han reportado que algunas
proteinas de E. coli (que llamamos contaminantes o
impurezas) se enlazan fuertemente al niquel cargado
o a la matriz de afinidad con Ni-NTA (Niquel - acido
nitriloacético) y su elucidn se realiza junto con la proteina
recombinante, la mayor cantidad de proteina expresada
estara contenida dentro de cuerpos de inclusién y sé6lo
una pequefa cantidad de proteinas pueden purificarse
en un paso por el método IMAC sin haber realizado
previas modificaciones sobre ellas. (Gellinaite, 2000;)

Para poder recuperar o extraer las proteinas dentro de los
cuerposdeinclusiénsehandesarrolladodiferentestécnicas
con una pureza relativamente elevada (Rosano, 2014). Por
lo tanto, si queremos aislar la proteina recombinante que
se mantiene soluble en la bacteria con un grado elevado
de pureza es necesario realizar, junto con el sistema
IMAC, otros procedimientos cromatograficos que pueden
incluir de afinidad, de intercambio iénico, de ligando de
colorante, de hidroxiapatita, de interaccién hidrofébica,
de tamafo de exclusion, de fraccionamiento con sulfato
de amonio/glicol de polietileno o polietilenglicol (PEG) y
analisis de lahomogeneidad del producto (Messerschmidt,
2007) seguido de una busqueda rapida de diferentes
soluciones amortiguadoras, lo que requiere mucho
gasto de material de laboratorio y elegir entre diferentes
combinaciones posibles que al final no garantizan la
obtencién de la proteina pura (Gomori, 1955).

Para mejorar la solubilidad de proteinas, disminuir su
produccion dentro de cuerpos de inclusién y obtener un
mejor rendimiento en la purificacién se han empleado
aminoacidos como la arginina (R) y el 4cido glutamico
(E) (Shiraki, 2002). Golovanov y colaboradores
demostraron que la solubilidad de las proteinas puede
incrementarse si se agrega a la soluciéon amortiguadora
que las contiene una concentraciéon equimolar de
arginina y acido glutdmico, explicando que su uso debe
evitarse al momento de realizar la cromatografia y
emplearse hasta el final de la purificaciéon (Golovanov,
2004;). Mediante una simulacién computacional Shukla
y Trout demuestran que este efecto sinérgico entre los
aminoacidos para solubilizar la proteina surge solamente
si la concentracién de ambos aminoacidos es la misma
(Shukla y Trout, 2011)

Sin embargo, en 2009, Abe y colaboradores analizaron
cuantitativamente la afinidad entre la arginina y el niquel
en el sistema IMAC encontrando que la interaccién
entre las hexa-histidinas de la proteina recombinante
y el niquel en la columna se reduce si se incrementa
la concentracién de arginina. También se demuestra
que es posible utilizarla durante la purificacién pero a
concentraciones menores de 120 mM del aminoacido
(Abey etal,. 2009).

Dentro de las proteinas humanas que no se han
purificado en forma recombinante se encuentra la GPN-
loop GTPasaZ2 (hGpn2), la cual pertenece a la familia de
las hGPN-loop GTPasas (Alonso, 2013). Las GTPasas Gpn
incluyen a tres proteinas paralogas, Gpn1l, Gpn2 y Gpn3.
Estudios filogenéticos han mostrado que estas proteinas
evolucionaron a partir de un ancestro comun en arquea
y que ahora se encuentran universalmente conservadas
en todas las células eucariotas (Alonso, 2013). Los tres
miembros de esta familia son proteinas esenciales y la
inhibiciéon de su funcién resulta letal para la célula. La
familia incluye a Gpnl /XAB1/MBDin/QQT2/YJR072C /
Npa3, Gpn2/QQT1/YOR262W y Gpn3/Parcs/ YLR243W
(Lahmy, 2007). Las proteinas hGpn tienen los cinco
motivos (G1, G2, G3, G4 y G5) caracteristicos de todas
las GTPasas que incluyen secuencias conocidas que
permiten su funcién enzimadtica (Gras, 2008), ademas
de un motivo de tres aminoacidos glicina, prolina y
asparagina, llamado GPN, que le confiere el nombre a
esta familia. Varios autores demostraron que la hGpn3
y la hGpn2 pertenecen a la red de interacciones de la
proteina hGpnl, que la hGpn2 es requerida para la
cohesién entre cromatidas hermanas, interactia con
algunas subunidades de la RNA polimerasa Il y su funcién
es importante para el mantenimiento de la estabilidad
cromosOémica (Minaker, 2013).

En este estudio se realiz6é un método simple de
purificacién para la hGpn2. Para lograr este objetivo se
emplearon los aminodacidos lisina (K) y glutamato de
sodio (GluNa) como aditivos a la solucién amortiguadora
durante el proceso de purificacién por cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados con Ni?*.

Metodologia

Generacion de la construccién molecular para
expresar hGpn2 en E. coli

Se generd una construcciéon molecular para expresar
hGpn2 con seis histidinas en el extremo amino terminal.
Para ello se ligd la regién codificante de hGpn2 en los
sitios Ndel y Sall del vector de expresiéon bacteriana
pET28a. Este vector contiene la informacion codificante
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para seis histidinas y la secuencia de reconocimiento
para la enzima trombina (LVPRGS), las cuales se
expresaron en el extremo amino de hGpn2 y permitiran
primero la purificaciéon por cromatografia de afinidad a
niquel y posteriormente eliminar dicha cola de histidinas
de hGpn2 con la enzima trombina una vez que haya
cumplido su propoésito durante el proceso de purificacion.
El vector se introdujo en E. coli BL-21 (DE3) siguiendo la
metodologia de Armengaud, (2004).

Preparacion de la columna His-Bind

Seincubaron 100 pl de resina del kit His-Bind de Novagen
con 25 pl de sulfato de niquel en un tubo Eppendorf con
175 pl de una soluciéon amortiguadora (Tris-HC1 100 mM
y KC1 100 mM, pH de 8.2). Después de rotar el tubo por 15
minutos, la resina se lavé con 10 ml de la misma solucion
amortiguadora.

Expresion y purificacion de la hGpn2 de la fraccion
soluble

La cepa bacteriana E. coli BL-21/DE3 transformada con
la construcciéon molecular para expresar hGpn2 se creci6
a 37 °C en 600 ml de medio de cultivo LB (Luria Bertani)
dentro de un matraz de 2 litros suplementado con
kanamicina 100 pM hasta alcanzar una densidad 6ptica
de 0.6 a 0.8 a 600 nm para garantizar que las bacterias se
encontraran en la fase logaritmica de crecimiento. Para
inducir la expresién de la proteina se agregd isopropil
3-D-1-tiogalacto-piranésido (IPTG) (Sigma-Aldrich) a
una concentraciéon de 200 uM y se dejo crecer por 24 horas
a 10 °C. Para evaluar la expresién se tomaron alicuotas de
1 ml antes y después de la induccidn. Al final del periodo
de induccién las células fueron centrifugadas a 13,000
rpm durante 15 minutos a 4°C y resuspendidas en una
solucién amortiguadora constituida por Tris-HCl 100
mM, KCl 100 mM, lisina y glutamato de sodio de acuerdo
a la concentraciéon deseada a pH 8.2. Finalmente, las
células se rompieron por sonicaciéon (Branson sonifier)
con tres pulsos de 30 segundos manteniendo la muestra
en hielo separados por un intervalo de 30 segundos de
reposo. El lisado bacteriano se centrifugé a 13,000 rpm
durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se introdujo en
la columna con resina previamente cargada con niquel,
se mezclé y roté durante 20 minutos para permitir la
unién de la proteina recombinante hGpn2 al niquel.
Posteriormente, la columna se lavé con 10 ml de la misma
solucién amortiguadora conteniendo aminodacidos o
imidazol 80 mM, la proteina fue liberada de la resina con
la misma solucién amortiguadora conteniendo imidazol
300 mM (pH 8.2). Las muestras finales fueron separadas

mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-
PAGE) al 10% y las proteinas presentes se visualizaron
por el método de tincién con azul de Coomassie.

Cromatografia de afinidad por metales
inmovilizados empleando diferentes
concentraciones de aminoacidos

Se estudio6 el efecto de arginina a 50 mM y se analizaron
diferentes concentraciones de lisina y de glutamato de
sodio (ver tabla 1). La purificacién fue con la solucién
amortiguadora control Tris-HCl 100 mM y KCl 100 mM
(pH 8.2).

Tabla 1. Soluciones amortiguadoras preparadas para realizar
la purificacion en un paso de la proteina humana Gpn2
recombinante por el método IMAC.

Solucién | Tris-HCl1 KCl Lisina Glutamato
Tampon (mM) (mM) (mM) de Sodio
(mM)
Control 0 0

1 0 25

2 0 50

3 0 100

4 0 200

100

5 0 300

6 50 0

7 100 0

8 200 0

9 100 100

Cuantificacion de proteina

Se cuantific6la concentraciéon de proteinahGpn2 obtenida
al final del protocolo de purificacion empleando el
método de Bradford (Bio-Rad), midiendo la absorbancia
a 595 nm.
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Resultados y discusion

Purificacion de la proteina Gpn2 humana expresada
en E. coli BL-21 (DE3)

La adicién del agente inductor IPTG a la cepa de E. coli BL-
21/DE3 transformada con el vector de expresion de hGpn2
resultd enlaproduccién de una proteina del peso molecular
predicho para hGpn2. Una vez comprobada la eficacia del
vector de expresion para dirigir la producciéon de hGpn2
como proteina recombinante se procedié a realizar la
purificacién de esta proteina por afinidad a niquel unido
a la resina. Para esto, 1 ml del sobrenadante obtenido en
el proceso de purificaciéon descrito anteriormente, fue
colocado en contacto con la resina con el niquel unido y
rotado durante 40 minutos. La resina se lavo con la misma
solucién amortiguadora agregando una concentracion
de 80 mM de imidazol, posteriormente el material que
permanecié unido se eluyé de la resina con imidazol a 300
mM. Las muestras se colocaron en una solucién de carga
con SDS y se calenté a 95°C durante 5 min. Las proteinas se
separaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida y
se visualizaron con la técnica de azul de Coomassie (figura
1A). Aunque la sefial de mayor intensidad en estos geles
corresponde a una proteina con un peso molecular cercano
al esperado para hGpn2 también se puede observar la
presencia de numerosas proteinas contaminantes.

Figura 1. Expresion y purificacion de la proteina Gpn2 humana.
SDS-PAGE con deteccion de las proteinas con azul de Coomassie.
(A) En solucién tampoén control (Tris-HCl 100 mM y KCI 100
mM a pH 8,2) eluida con imidazol a 300 mM. (B) La solucién
control con arginina (C). Misma solucién amortiguadora
agregando diferentes concentraciones de lisina. Marcadores
de peso molecular de proteinas (MP); controles de expresion
positivo y negativo de la proteina hGpn2 respectivamente
(lineas 1-2); purificacién de un paso IMAC de la hGpn2 (linea
3); purificacién con arginina a 50 mM (linea 4); purificaciéon con
lisinaa 200 mM (linea 5),a 100 mM (linea 6) y 50 mM (linea 7).

Purificacion de la proteina Gpn2 humana con
arginina

Se realiz6 la purificaciéon de la proteina humana Gpn2
en presencia de arginina a una concentracién menor
(50 mM) de la maxima permitida reportada por Abe
y colaboradores (2009) de 120 mM y se determiné su
efecto en la pureza de la proteina obtenida. En la figura
1B se observa una remocion total de los contaminantes
pero también una baja retencién de la Gpn2 humana.

Purificacion de la proteina Gpn2 humana a
diferentes concentraciones de lisina

A continuacién, se examiné si la presencia del
aminodcido lisina durante el protocolo de purificacién
resultaba en una disminucién en el nimero de proteinas
contaminantes. Con este fin se determiné el efecto de
la presencia de lisina a las concentraciones de 50, 100
y 200 mM en la pureza de hGpn2. En la figura 1C se
observa que el nimero de proteinas contaminantes al
final del proceso de purificacién de hGpn2 disminuy6
notablemente en presencia de lisina 50 y 100 mM. Sin
embargo, la presencia de lisina a una concentracién de
200 mM disminuy6 también la cantidad de hGpn2 unida
alaresina de afinidad.

Purificacion de la proteina Gpn2 humana a
diferentes concentraciones de acido glutimico

El proceso de purificacién se realiz6 con la solucién
amortiguadora control y glutamato de sodio a
concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 300 mM. Los
lavados se realizaron con un volumen de 1 ml repitiendo
este proceso 10 veces con la misma solucién (figura 2A).
El andlisis de hGpn2 purificada en presencia de acido
glutamico a las concentraciones de 25, 50 6 100 mM
elimin6 efectivamente las proteinas contaminantes sin
disminuir el rendimiento de hGpn2. Sin embargo, el
acido glutdmico a una concentracién de 200 6 300 mM
disminuy6 significativamente la cantidad de hGpn2
unida a la resina de niquel al final del proceso de
purificacion.

Purificacion de la proteina Gpn2 humana en una
solucion equimolar de glutamato de sodio y lisina

El proceso de purificacién fue realizado con la solucién
amortiguadora constituida de Tris-HCI, KCl, lisina y
glutamato de sodio a 100 mM y pH de 8.2. Se realizaron
lavados como se menciond anteriormente con un
volumen de 10 ml de la misma solucién amortiguadora
equimolar y se verificé su concentracién (figura 2B).
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Se buscé un sistema econdémico que no involucrara
diferentes tipos de cromatografia ni el uso de diferentes
solventes para producir hGpn2 recombinante de alta
pureza. Se realiz6 la purificacién en un paso y se utiliz6
solamente la cromatografia de afinidad de metales
inmovilizados (IMAC).

De un estudio de diferentes soluciones con distintos
aditivos para mantener las proteinas de la familia hGpn
solubles y que pudiera facilitar su purificacion, se eligi6
la solucién amortiguadora Tris-HCl 100 mM (pH 8.2) y
KCl 100 mM (Lindwall, 2000), que permitié la expresion
de las proteinas recombinantes pero no se consigui6
obtenerlas de forma pura (figura 1A).

MP1 2 3 4 5 6 7 8

)N' —

Figura 2. Purificaciéon de la proteina hGpn2 expresada en
bacterias E coli BL-21/DE3. Las proteinas fueron separadas
por medio de geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) y detectadas
con azul de Coomassie. (A) En solucién tampén Tris-HCI 100
mM (pH 8.2) y KCl 100 mM a diferentes concentraciones de
glutamato de sodio. (B) Purificacion final de la hGpn2 a una
concentraciéon de 2 mg/ml. Marcadores de peso molecular de
proteinas (MP); controles de expresion negativo y positivo de
la proteina hGpn2 respectivamente (lineas 1-2); purificaciéon
de un paso IMAC de la hGpn2 con glutamato de sodio a 25 mM
(linea 3), 50 mM (linea 4), 100 mM (linea 5), 200 mM (linea 6)
y 300 mM (linea 7). Purificacién con lisina 100 mM y Glutamato
de sodio 100 mM (linea 8).

Los resultados muestran que las construcciones
moleculares fueron efectivas para dirigir la sintesis
de la proteina Gpn2 humana. Después de realizar la
purificaciéon como se describié previamente, se hicieron
lavados con la misma solucién amortiguadora agregando
una concentracién de 80 mM de imidazol a pH 8.2 (figura
1A). Sin embargo, no fue suficiente para poder eliminar

todos los contaminantes presentes al momento de
realizar la purificacién en un paso empleando el método
IMAC, esto es lo esperado cuando el sistema utilizado
para expresar la proteina recombinante es E. coli.
(Patwardhan, 1997).

Para liberar la proteina recombinante Gpn de la columna
se agregd una concentracién de 300 mM de imidazol a la
solucién amortiguadora.

Golovanov y cols. en 2004 incrementaron la solubilidad
de proteinas agregando una solucién equimolar
constituida de arginina (R) y acido glutdmico (E) a
la solucién amortiguadora, explicando que el uso de
aminoacidos se recomienda después de haber realizado
la purificacién y previo al proceso de concentracién de la
proteina. Estudios de Shukla y Trout realizando una
simulaciéon computacional de la solucién amortiguadora
demostraron que las proteinas incrementaron su
solubilidad cuando se agreg6 arginina y acido glutdmico
debidoaquelosaminoacidosseusaron como puente entre
la superficie de la proteina y la solucién amortiguadora
(Shukla y Trout, 2011). Por otro lado, Abe y su grupo en
el 2009 realizaron experimentos empleando arginina
como aditivo en la solucién amortiguadora y lo utilizaron
para realizar la purificaciéon de proteinas demostrando
que puede usarse solamente a bajas concentraciones
que no superen los 120 mM del aminoéacido (Abe, 2009).
Si se incrementa la concentracién de arginina entonces
se debilita el enlace entre la proteina recombinante y el
niquel presente en la columna.

Concentraciones mayores a 200 mM rompe el enlace
covalente existente entre el niquel y la resina de la
columna cromatografica impidiendo la purificaciéon de
proteinas.

Se realiz6 la purificaciéon de la proteina recombinante
agregando a la solucién tampén una concentracién de 50
mM de arginina (mucho menor de la tolerancia permitida
por la columna antes de que el aminoacido desprendiera
el niquel de la misma) y se logr6 una elucién total de los
contaminantes. Sin embargo, la proteina Gpn2 humana
fue eliminada de la columna en su mayoria al realizar los
lavados con la misma solucién (figura 1B).

Para incrementar la solubilidad de nuestra proteina
blanco (hGpn2) y mejorar su purificacién se cambié
la arginina por otro aminoacido que tuviera un efecto
similar. La mejor eleccién fue el aminoacido lisina (K)
porque aligual que la arginina es un aminoacido polar con
carga positiva, es mas hidrofébico y tiene menos fuerza
i6nica que la arginina (Betts, 2003). Cuando comparamos
la arginina con la lisina encontramos que el primer
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aminoacido tiene efectos diferentes (Sundlass, 2011).
Se utilizaron tres soluciones amortiguadoras con Tris-
HCI 100 mM, KCl 100 mM y variamos la concentracién
de lisina a 50, 100 y 200 mM a pH 8,2 y realizamos la
purificacion de la proteina recombinante Gpn2 humana.

La figura 1C muestra los experimentos realizados para la
purificaciéon de la hGpn2 empleando lisina como aditivo a
lasoluciénamortiguadora.Seinicié conunaconcentraciéon
de 50 mM y se verificd su efecto sobre la eliminacién de
impurezas. La adicién de este aminoacido a la soluciéon
amortiguadora elimind casi todas las impurezas dejando
solotrazasdealgunas proteinasnodeseadas.Sinembargo,
dos proteinas de aproximadamente 75 KDa no pudieron
eliminarse. Se increment6 la concentracién de la lisina
a 100 mM para optimizar la purificacién y se mejoro
el rendimiento de la proteina hGpn2 purificada pero
sin tener progreso en la eliminacién de contaminantes
que continuaron apareciendo con la misma intensidad
que cuando se utilizé lisina a menor concentracién.
Posteriormente se subié la concentracion de lisina a 200
mM logrando la eliminacién de todos los contaminantes
pero disminuyendo el rendimiento de la proteina Gpn2
humana purificada. Por otro lado, se realizé diferentes
purificaciones empleando glutamato de sodio como
aditivo a la solucién amortiguadora control. Cada una
de las purificaciones se realizé a las concentraciones de
25, 50, 100, 200 y 300 mM del aminodacido. Cuando se
incrementd la concentracién hasta 100 mM se observé
la misma intensidad de la banda de la proteina hGpn2
purificada, pero al incrementar la concentraciéon de
glutamato de sodio se observé una disminucién del
rendimiento de la proteina junto con la disminucién de
la intensidad de los contaminantes pero sin eliminarlos
completamente. La disminucién de los contaminantes no
fue tan efectiva con el empleo del glutamato de sodio como
cuando se utilizé elaminodacido cargado positivamente. Sin
embargo, las dos bandas que no pudo eliminar la lisina ya
no se observaron con el glutamato de sodio. Analizados
los resultados obtenidos con el empleo de aminoacidos
como agregados a la solucién amortiguadora control se
decidié6 mezclar ambos a la misma concentracién final
de 100 mM porque fue la concentracién de lisina efectiva
para despegar los contaminantes de hGpn2 (figura 1C)
y el glutamato de sodio removié las dos bandas que no
pudieron ser eliminadas por el otro aminoacido (figura
2A) ademas, esta concentracién mantuvo el mismo
rendimiento de la hGpn2.

La purificacién final se realiz6 con una solucién
amortiguadora de Tris-HCl, KCl, lisina y glutamato de
sodio equimolar a 100 mM y pH 8.2.

Conclusiones

El efecto de los aminoacidos combinados al momento de
realizar la purificacién fue notable.

Se logré la completa eliminacién de las impurezas y la
proteina Gpn2 humana se consiguié en forma pura.

La lisina eliminé la mayoria de los contaminantes y la
hGpn2 se retuvo eficientemente en la columna.

El glutamato de sodio por su parte logré limpiar del
sistema IMAC las dos bandas que la lisina no consigui6é
eliminar y el efecto combinado de ambos permiti6
conseguir la proteina recombinante de forma pura. Para
cuantificar la cantidad de la proteina expresada se realiz6
el andlisis de Bradford obteniendo una concentraciéon
de 2 mg/ml de proteina hGpn2 pura. Estos resultados
permitirdn el estudio de la GTPasa hGpn2 a un nivel
molecular en estudios bioquimicos y biofisicos in vitro.
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