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RESUMEN

La proteina E3 ubiquitina-ligasa HAK AI fue el primer regulador post-traduccional
descrito para la estabilidad de la E-cadherina. La E-cadherina es una proteina
transmembrana con un papel destacado en funciones de especial relevancia como el
mantenimiento de la morfologia, polaridad y diferenciacion celular, por lo que su pérdida
en los contactos celulares conduce a un aumento en la capacidad migratoria e invasiva de
las células. Tanto es asi, que la expresion disminuida de E-cadherina es un marcador que
se asocia a la transicion de adenomas (tumores benignos) a carcinomas (tumores
malignos). Mecanisticamente, HAKAI media la ubiquitinizacioén de la E-cadherina que
conduce a su internalizacion y posterior degradacion y, en consecuencia, induce la
invasion y la metéstasis en algunos tipos de cancer. HAKAI reconoce la E-cadherina
fosforilada en tirosina y lo hace a través de un dominio de unién atipico, denominado
HYB. El dominio HYB forma un homodimero coordinado en zinc, que ha sido propuesto

como una diana terapéutica prometedora dado su papel en cancer.

El presente trabajo se planted con el objetivo de disefiar una estrategia para la
obtencion del dominio HYB de HAKAI. Para ello, primero se describe el disefio
experimental basado en el clonaje de la secuencia codificante para el dominio de interés,
HAKALI (106aa-206aa), en un vector de expresion que incluye la proteina GST como
etiqueta. Esta etiqueta nos permitird posteriormente proceder a la purificacion de la
proteina de fusiéon por cromatografia de afinidad e, incluso, alcanzar un grado de
purificacion ain mayor si hace un uso combinado con cromatografia de exclusion
molecular. En resumen, estos resultados permitiran explorar mas a fondo el potencial del
dominio HYB como diana terapéutica en el cancer al proporcionar un modelo para probar

la interaccion con sustratos especificos de HAKAL

Palabras clave: HAKAI, dominio HYB, E3 ubiquitina-ligasa, Cbll-1, cancer,

transicion epitelio-mesénquima.



RESUMO

A proteina E3 ubiquitina-ligasa HAKATI foi o primeiro regulador post-traducional
descrito para a estabilidade da E-cadherina. A E-cadherina é una proteina transmembrana
cun papel destacado en funcion de especial relevancia como o mantemento da morfoloxia,
polaridade e diferenciacion celular, polo que a stia perda nos contactos celulares conduce
a un aumento da capacidade migratoria e invasiva das células. Tanto € asi, que a expresion
diminuida de E-cadherina ¢ un marcador que se asocia coa transicion de adenomas
(tumores benignos) a carcinomas (tumores malignos). Mecanisticamente, HAKAI media
a ubiquitinizacion da E-cadherina que conduce 4 sua internalizacién e posterior
degradacion e, en consecuencia, induce a invasion e a metastases nalgins tipos de cancro.
HAKAI recofiece a E-cadherina fosforilada en tirosina e faino a través dun dominio de
union atipico, denominado HYB. O dominio HYB forma un homodimero coordinado en
zinc, que foi proposto como unha diana terapéutica prometedora dado o seu papel en

cancro.

O presente traballo planeouse c6 obxectivo de desefiar unha estratexia para a
obtencion do dominio HYB de HAKAI. Para elo, primeiro describese o desefio
experimental baseado na clonaxe da secuencia codificante para o dominio de interese,
HAKAI (106aa-206aa), nun vector de expresion que inclie a proteina GST como
etiqueta. Esta etiqueta permitird posteriormente proceder 4 purificaciéon da proteina de
fusion por cromatografia de afinidade e, incluso, alcanzar un grado de purificacién ainda
maior se se fai un uso combinado con cromatografia de exclusion molecular. En resumo,
estos resultados permitirdn explorar méis a fondo o potencial do dominio HYB como
diana terapéutica en cancro ao proporcionar un modelo para probar a interacciéon con

sustratos especificos de HAKALIL

Palabras chave: HAKAI, dominio HYB, E3 ubiquitina-ligasa, Cbll-1, cancro,

transicion epitelio-mesénquima.



ABSTRACT

E3 ubiquitin-ligase HAKAI was the first described post-translational regulator of
E-cadherin stability. E-cadherin is a transmembrane protein with a prominent role in
highly relevant functions such as maintenance of morphology, polarity, and cellular
differentiation. For this reason, its loss at cell contacts leads to an increase in the
migratory and invasive capacity of cells. Indeed, that a decreased expression of E-
cadherin is a marker associated to the transition of adenomas (benign tumors) to
carcinomas (malignant tumors). Regarding the molecular mechanism, HAKAI is
responsible of the ubiquitination of E-cadherin leading to its internalization and
subsequent degradation. This in turn leads to invasion and metastasis in some kind of
cancer. HAKAI recognizes tyrosine-phosphorylated E-cadherin through an atypical
binding domain, named HYB. The HYB domain forms a zinc-coordinated homodimer,

proposed as a promising therapeutic target due to its involvement in cancer.

The present work has been proposed with the objective of designing a strategy to
obtain HAKAI’s HYB domain. For that purpose, the experimental design is first
described with the cloning of the coding sequence for the aforementioned domain,
HAKAI (106aa-206aa) in an expression vector that includes the GST protein tag. This
tag will allow us to subsequently purify the fusion protein through affinity
chromatography and even reach a higher degree of purification if combined with
molecular exclusion chromatography. To summarize, these results will allow us to further
explore the potential of the HYB domain as a therapeutic target in cancer by providing a

model to test the interaction of HAKAT with specific substrates.

Keywords: HAKAI, HYB domain, E3 ubiquitin-ligase, Cbll-1, cancer, epithelial-

mesenchymal transition.



1. INTRODUCCION

1.1 Plasticidad epitelial y metastasis.

1.1.1. Importancia de la metéstasis.

La metastasis se considera la principal causa de muerte asociada al cancer, siendo
responsable de alrededor del 90% de los fallecimientos provocados por esta patologia.
Por esta razon, su prevencion y tratamiento se presentan como unos de los retos mas

importantes para la innovacion e investigacion oncoldgicals2.

La metastasis se entiende como la diseminacion de las células cancerosas desde el
punto en el que se formaron originalmente (tumor primario) a otras partes del cuerpo
donde son capaces de asentarse y proliferar, dando lugar a tumores secundarios. La
mayoria de tumores malignos surgen de la transformacion de células epiteliales, razon
por la cual el carcinoma es el tipo de cancer mas frecuente y representa hoy en dia el 90%

de los casos diagnosticados®.

1.1.2. Transicion epitelio-mesénguima.

El tejido epitelial es un tejido que presenta un elevada tasa de renovacion celular,
lo que favorece la aparicion de mutaciones que, en algunos casos, pueden dar lugar a la
formacion de tumores. Las células epiteliales tienen la capacidad de iniciar un proceso
reversible conocido como transicion epitelio-mesénquima (TEM) en el que pierden la
polaridad apico-basal y las uniones célula-célula que las caracterizan, dando lugar a un
fenotipo mesenquimal con una mayor capacidad migratoria e invasiva (Figura 1)*. Este
proceso se encuentra altamente conservado y esta implicado en funciones basicas como
el desarrollo embrionario, la reparacion tisular o la cicatrizacion de heridas. Sin embargo,
su aparicion también se asocia con diferentes tipos de patologias como la fibrosis o el
céancer, estando en este ltimo relacionada con procesos como la progresion tumoral, la
metéstasis y la resistencia a farmacos. Hechos que ponen en evidencia la relevancia

clinica de este proceso”".



Durante la progresion del carcinoma las células epiteliales adquieren un alto grado
de plasticidad. Cuando se inicia la TEM las células se vuelven maés invasivas y son
capaces de extravasarse y metastatizar desde el tumor primario, pero una vez alcanzan
organos distales secundarios y establecen metastasis, son capaces de recuperan su
fenotipo epitelial, iniciando el proceso inverso de transicion mesénquima-epitelio (TME).
En la actualidad se utiliza el término de plasticidad epitelial (PEM) para hacer referencia
a la capacidad de las células epiteliales de cambiar reversiblemente su fenotipo y adoptar

caracteristicas intermedias (Figura 1)3°.

Posiblemente el marcador mas establecido y mejor descrito del proceso de TEM es
la pérdida de E-cadherina en los contactos celulares, que viene acompafiada de la
adquisicién de marcadores mesenquimales, como la N-cadherina o la Vimentina. La E-
cadherina es una proteina transmembrana con un papel destacado en el mantenimiento de
la morfologia, polaridad celular y diferenciacion celular, por lo que su pérdida en los
contactos celulares conduce a un aumento de la capacidad migratoria e invasiva. Cambios
que también se asocian con la transicion de un adenoma (tumor benigno) a un carcinoma
(tumor maligno) y que ponen en evidencia el importante papel de la E-cadherina como

supresor tumoral®?,
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Figura 1. Cambios moleculares y fenotipicos que sufren las células epiteliales durante la transicion epitelio-
mesénquima. Se produce una pérdida de la polaridad apico-basal y de las uniones célula-célula, junto con
una reorganizacion del citoesqueleto de actina que conllevan a la adquisicion de caracteristicas
mesenquimales. Imagen adaptada de Dongre & Weinberg, 2019.



1.2. La E3 ubiquitina-ligasa HAKAI como diana farmacoldgica.

La E3 ubiquitina-ligasa HAKAI (también conocida como Cbl-like-1 o Cbll-1) fue
el primer regulador postraduccional descrito para la estabilidad de la proteina E-cadherina
en un trabajo llevado a cabo por Yasayuki Fujita y sus colaboradores en 2002, y su
importancia durante la progresion tumoral ha sido reconocida en diferentes estudios a lo
largo de los ultimos afios!®!!. HAKAI (que en japonés significa destruccion) reconoce a
la E-cadherina fosforilada en un residuo de tirosina para mediar su internalizaciéon por
endocitosis y su posterior degradacion ubiquitina-dependiente o reciclaje a la membrana

plasmatica (modelo propuesto por Pece y Gutkind en el afio 2002)!112,

1.2.1 Ubiquitinizacién.

La ubiquitinacién de proteinas es una modificacion postraduccional con una gran
relevancia biologica que implica la union covalente de ubiquitina o UBLs (del inglés,
ubiquitin-like proteins) a proteinas dianas. La conjugacion de ubiquitina puede afectar a
diferentes propiedades entre las que se incluye: la vida media de las proteinas, la actividad
enzimatica, la localizacion celular o la interaccion con otras proteinas. Por tanto, se
considera un mecanismo regulador celular predominante implicado en el control de la
divisién celular, la transduccion de sefiales, el desarrollo embrionario, el trafico

endocitico y la respuesta inmunitaria, entre otros 3.

La conjugacion de ubiquitina a un sustrato involucra una cascada de al menos tres
reacciones enzimaticas diferentes. En primer lugar, una El, enzima activadora de
ubiquitina, forma un enlace tioéster de alta energia a través de una cisteina activa que
reacciona con la glicina C-terminal de la ubiquitina. A continuacién, la ubiquitina es
transferida de forma transitoria a una E2, la enzima conjugadora de ubiquitina, y,
finalmente, es conjugada con su sustrato especifico a través de una reaccion mediada por

una E3 ubiquitina-ligasa'4.

La gran ventaja terapéutica que presentan las E3 ubiquitina-ligasas, como HAKAI,
frente a otros miembros de la via ubiquitina-proteasoma es su elevada especificidad de
sustrato, de forma que actuar sobre ellas reduce en gran medida la posible aparicién de

efectos secundarios!'>:!6,



1.2.2 E3 ubiquitina-ligasas.

Las E3 ubiquitina-ligasas muestran caracteristicas estructurales distintivas que
determinan tanto su especificidad de union a sustrato como su capacidad para reconocer
y acoplarse a las proteinas de conjugacién de ubiquitina'®. Esta dltima funciéon puede
establecerse a través de tres dominios diferentes que definen las tres clases de E3
ubiquitina-ligasas que se conocen; el dominio HECT, el dominio RING y el dominio U-
box. HAKAI pertenece al segundo grupo por presentar un dominio RING (del inglés,
really interesting new gene) que lo relaciona con la superfamilia proteica c-Cbl, con la
que también comparte la presencia de un dominio minimo de unién a fosfotirosina (pTyr)
y una region rica en prolina en el extremo C-terminal (Figura 2). Es por estas semejanzas
que a HAKAI también se la conoce como Cbll-1 (del inglés, Cbl-like-1). Sin embargo, a
pesar del leve grado de homologia que muestran los tres dominios de HAKAI con los de
la familia ¢-Cbl (~20% para el dominio RING, menos de un 8% para el dominio minimo
de unién pTyr y ~14% para la region rica en prolina), estan ordenados de forma distinta
como se refleja en la Figura 2'7. De hecho, algunos autores ya proponen que HAKAI y
otras E3 ubiquitina-ligasas con dominio HY B, se consideren una nueva familia dentro de

las RING-finger, independientes de la familia c-Cbl'®.

c-Cbl
pTyr RING Regién rica en prolina
- E = . oo
1 47 353 906
HAKAI
RING pTyr Region rica en prolina
o, — B coos
1 106 148 206 491

Figura 2. Diagrama comparativo de los dominios presentes en HAKAI y la familia c-Cbl. A pesar de tener
un leve grado de homologia de secuencia el orden en el que aparecen los dominios difiere.

1.2.3 HAKAI y el dominio HYB.

Estructuralmente, HAKAI forma un homodimero en el que cada uno de los
monomeros, constituido por 491 aminoacidos, se disponen espacialmente de forma

antiparalela. Como se adelantaba en el apartado anterior, cada monémero de HAKAI



cuenta con tres dominios diferentes: un dominio RING, una secuencia de reconocimiento

de pTyr corta con respecto a la familia c-Cbl, y un dominio rico en prolina’!.

Sin embargo, el reconocimiento y la unién a la E-cadherina fosforilada tiene lugar
a través de un dominio de unién a pTyr atipico, que aparece como resultado de la
homodimerizacion, y que difiere estructuralmente con otros dominios de unién a
fosfotirosina conocidos, como el dominio SH2 o el dominio PTB. Es por esto que
HAKALI y especificamente su dominio HYB (del inglés, HAKAI pTyr-binding domain),
se considera una diana terapéutica prometedora de cara al desarrollo de nuevas estrategias

contra el cancer!?.

El dominio HYB se describi6 por primera vez en la E3 ubiquitina-ligasa HAKAI,
como parte del homodimero coordinado por zinc?’. Cada monémero presenta dos
dominios con dedos de Zn: un dominio RING del extremo N-terminal (106aa-148aa),
comun a otras proteinas, y un dominio minimo de unién a pTyr (148aa-206aa) atipico,
que aporta un nuevo motivo de coordinacion de Zn con un papel clave en la dimerizacion
(Figura 3A). De esta forma, cada mondmero proporciona los residuos necesarios para
coordinar tres iones Zn”* a través de tres sitios de union diferentes. Dos iones a través del
dominio RING N-terminal y un ion adicional gracias a la disposicion espacial adoptada
por el dominio minimo de unién a pTyr, que da lugar a un motivo de dedo de Zn
constituido por dos residuos de histidina y un residuo de cisteina (H185, H190 y C172)
de un mondmero, y un segundo residuo de cisteina (C166) perteneciente al segundo de

los monémeros (Figura 3B)".

A) HYB
1
RING pTyr H190 j H190 ?
NH, _- _ _ l— COOH H185
coon—{ | -~
-w, £
pTyr RING sz/( c1ss C”% \mea
I | : #

(-

Figura 3. A) Representacion esquematica del dominio HYB como parte del homodimero antiparalelo
coordinado por zinc comprendido por los dos dominios RING (uno aportado por cada monomero) y el
dominio minimo de unién a pTyr que aporta un nuevo dominio de unién a Zn con un papel clave en la
dimerizacion. B) Representacion de la disposicion espacial adoptada por los dos residuos de histidina (H185
y H190) y el residuo de cisteina (C172) de uno de los monémeros (azul) y el segundo residuo de cisteina
que conforma el dominio de unién a Zn aportado por el otro de los monoémeros del homodimero (amarillo),
imagen tomada de Mukherjee et al., 2012.
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Por tanto, se trata de la disposicion espacial C2Hz clasica de los dedos de Zn, pero
que aparece como resultado del plegamiento generado en la homodimerizacion. De esta
forma, el dominio HYB en su conjunto (106aa-206aa) esta compuesto por cuatro motivos
de union a zinc, capaces de coordinar un total de seis iones, y que se unen de forma
especifica a residuos de pTyr rodeados de aminoacidos acidos. Por ultimo, cabe
mencionar que con el trabajo de caracterizacion estructural desarrollado por el Dr.
Mukherjee y sus colaboradores, publicado en el afio 2012, se pudo dilucidar la estructura
cristalina del dominio HYB. Con ella se observo que los dos mondémeros se entrelazan
durante la dimerizacién en un tramo de residuos comprendido entre os residuos F164 y
Y176, dando como resultado la formacién de 3 laminas-B mantenidas a través del2
enlaces de hidrogeno (Figura 4). Tanto los dos motivos de coordinacion de Zn atipicos
como esta configuraciéon entrelazada son caracteristicas distintivas de la estructura

homodimérica atipica'®.

A)

Figura 4. A) Representacion de la disposicion espacial de los dos ménomeros del homodimero establecido
a través de la coordinacion de dos iones Zn®" por el dominio minimo de unién a pTyr, asi como las 3
laminas-B que se forman en el tramo de entrelazamiento (las 1aminas-8 se representan como flechas y las
hélices-a como bucles), imagen tomada de Mukherjee et al., 2012. B) Representacion esquematica del
tramo en el que tiene lugar el entrelazamiento de los dos monémeros, imagen tomada de Mukherjee et al.,
2012.
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2. ANTECEDENTES

El presente Trabajo de Fin de Master se desarrolld en el grupo de Plasticidad
Epitelial y Metastasis (EpMet) adscrito al Instituto de Investigacion Biomédica de A
Coruiia (INIBIC) que dirige la Doctora Angélica Figueroa Conde-Valvis.

Una de sus lineas de investigacion se centra en el desarrollo de una estrategia
efectiva que bloquee de forma eficiente la metastasis en cancer colorrectal a través de
inhibidores de molécula pequefia disefiados especificamente contra el dominio HYB de
HAKAL Con su trabajo han demostrado que el inhibidor de HAKAI (Hakin-1) no solo
reduce la ubiquitinizacion de E-cadherina, sino que muestra un efecto antitumoral tanto
in vitro como in vivo, siendo por tanto un prometedor agente terapéutico para el

tratamiento del cAncer mediante la inhibicion de la TEM?2!,

Siguiendo esta linea, este trabajo se planted con el fin ultimo de disefiar una
estrategia para la obtencion del dominio HYB de la proteina E3 ubiquitina-ligasa HAKAI
y poder, de esta forma, utilizar el homodimero puro para estudiar su comportamiento in

vitro.
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3. OBJETIVOS

Este Trabajo de Fin de Master se propuso con el fin de disefiar y desarrollar una
estrategia experimental que permita la obtencion del dominio HYB de la E3 ubiquitina-
ligasa HAKAI como un homodimero puro. No obstante, aunque se incluye un apartado
donde se describe el disefio experimental completo, para ajustarse al tiempo limitado del
que se dispone, se establecié como objetivo general el clonaje de la secuencia codificante
para el dominio HYB en un vector de expresion que incluya a la proteina GST como
etiqueta para la posterior purificaciéon por cromatografia de afinidad. Para ello se

plantearon los siguientes objetivos especificos:

1- Disefiar una estrategia experimental general para la obtencion del dominio HYB de
HAKAL

2- Amplificar la secuencia que codifica para el dominio HYB con unos cebadores que
incluyan las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccién adecuadas.

3- Digerir y ligar el fragmento amplificado y el vector de expresion seleccionado para
obtener una construcciéon que permita la expresion heterdloga de la proteina de
fusion con la etiqueta GST.

4- Amplificar la construccion generada mediante la transformacion de bacterias

competentes y analizar si la insercion del fragmento tuvo lugar correctamente.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material biolégico.

4.1.1. Plasmidos.

El inserto correspondiente a la secuencia codificante del dominio HYB (106aa a
206aa) se tomd del plasmido pcDNA-FLAG-HAKAI cedido por Yasuyuki Fujita
(Hokkaido University, Japan) y el vector plasmidico utilizado para generar la
construccion de expresion fue el p-GEX-6P-1 (GE Healthcare, Reino Unido) [amp® ori

tac promoter GST-Nterm PreScrission protease site].

4.1.2. Cepas bacterianas.

Para la propagacion de la construccion de expresion se empled la cepa de
Escherichia coli quimicamente competente OneShot™ MaxEffiency™ DHS5a-T1R
(Invitrogen, EE. UU.) [genotipo: F- ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rx” mx*) phoA supE44 \- thi— 1 gyrA96 relAl tonAl].

4.1.3. Medios de cultivo.

Las bacterias se cultivaron en el medio Luria-Bertani (LB; 1% bactotriptona, 0.5%
extracto de levadura, 0.5% NaCl) suplementado con ampicilina (Sigma-Aldrich, EE.
UU.) a una concentracion final de 100pg/mL. Para el cultivo en placa el medio sélido se
suplemento con BactoAgar (BD, EE. UU.) al 1.5%.

4.2. Técnicas y Métodos.

4.2.1. Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion de PCR fue optimizada para la amplificacion de la secuencia
codificante del dominio HYB (106aa-206aa) utilizando dos ADN polimerasas diferentes;
la Tag DNA polymerase (New England Biolabs, EE. UU.) y la polimerasa de alta
fidelidad con actividad exonucleasa 3’-5° Phusion™ Plus DNA Polymerase
(ThermoFisher Scientific, EE. UU.).
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Lamezcla de reaccion estandar utilizada para las amplificaciones con la polimerasa
Taq DNA Polymerase fue: ThermoPol Reaction Buffer (1X), mezcla de ANTPs (200uM),
cebadores (1uM), ADN molde (~1pg) y Tag DNA Polimerasa (0.025U/uL). Para la
Phusion™ Plus DNA Polymerase la mezcla consisti6 en: Phusion™ Plus Buffer (1X; 1.7
mM MgClz), mezcla de dNTPs (200uM), cebadores (1pM), ADN molde (~1ug) y
Phusion™ Plus DNA Polymerase (0.1uL/uL de mezcla de reaccion).

El programa de temperaturas estandar utilizado para la Taq pol fue el siguiente: (1)
una etapa de desnaturalizacién inicial a 95°C durante 1min; (2) 35 ciclos que comprenden
una fase de desnaturalizacion de 15s a 95°C, una fase de hibridacion de 1 min en la que se
evalu6 un gradiente de temperaturas de 58°C a 75°C, una fase de extension a 68°C de 30s;
(3) una etapa de elongacion final a 68°C durante 5Smin. En el caso de la Phusion™ Plus
DNA Polymerase el programa estandar de temperaturas consistio en: (1) una etapa de
desnaturalizacion inicial a 98°C durante 1min; (2) 35 ciclos que comprenden una fase de
desnaturalizacion de 10s a 98°C, una fase de hibridacion de 10s en la que se evalu6 un
gradiente de temperaturas de 50°C a 72°C, una fase de extension a 72°C de 15s; (3) una

etapa de elongacion final a 72°C durante Smin.

Los cebadores utilizados para la amplificacion del fragmento (HYB-Fw y HYB-
Rv) flanquean la secuencia del dominio HYB e incluyen unas secuencias adaptadoras con
secuencias diana de las enzimas de restriccion BamHI y Sall, asi como cuatro nucle6tidos
adicionales que permiten que las enzimas escindan la secuencia (Tabla 1). Los cebadores
externos utilizados para evaluar la presencia del inserto en el vector de expresion hibridan
con secuencias situadas a ambos lados del sitio de clonaje multiple del vector p-GEX-6P-
1 y amplifican un fragmento de 188pb en el vector vacio (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores empleados en las reacciones de PCR. Los simbolos (+) y () hacen referencia a la hebra
paralela y antiparalela, respectivamente.

Nombre Secuencia Hebra
HYB-Fw 5"TTTTG*GATCCCATTTCTGTGACAAGTGTGGATTGCCTAT 3° +
HYB-Rv 5°ATAT CRATGAACATTTTCAAGTGRAAGCACGGG 3~

pGEX-Fw 5’ GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3° +
PGEX-Rv 5 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 3°
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4.2.2. Cuantificacion y evaluacion de la pureza de acidos nucleicos.

Las muestras de ADN se cuantificaron a través de medidas de absorbancia a 260nm
empleando el espectrofotometro Nanodrop ND 1000 (ThermoFisher Scientific, EE. UU.).
Para evaluar la pureza se consideraron los parametros A260/A280 y A260/A230 que
miden la contaminacion con proteinas (maximo de absorbancia a 280nm) y sales
caotropicas (maximo de absorbancia a 230nm), en relacién con el maximo de absorbancia

de los acidos nucleicos que aparece a 260nm.

4.2.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

El analisis de muestras de ADN se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% preparado en tampon TAE (Tris 40mM, EDTA 1mM, acetato sédico 20mM,
acido acético 30mM). El tampon de carga empleado fue el Gel Loading Dye (New
England Biolabs, EE. UU.) y para la visualizaciéon del ADN se utilizo el fluoréforo
intercalante SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, EE.UU.). Los marcadores de peso
molecular utilizados como referencia fueron DirectLoad™ PCR 100bp Low Ladder
(Sigma-Aldrich, EE. UU.) y 1kb DNA Ladder (Promega, EE. UU.). El revelado se realizo
exponiendo los geles a luz UV en una camara de revelado Amersham Imager 600 (GE
Healthcare, Reino Unido).

4.2.4. Digestion con enzimas de restriccion y ligamiento

Para la digestion del fragmento correspondiente con el dominio HYB de HAKAI
amplificado por PCR y el vector p-GEX-6P-1 se emplearon las endonucleasas de
restriccion Sall y BamHI de las casas comerciales New England Biolabs, EE. UU. y
ThermoFisher Scientific, EE.UU.

Con las enzimas de la casa comercial New England Biolabs la reaccion de doble
digestion se llevo a cabo en el tampén universal para enzimas de restriccion NEBuffer™
3.1 (1X), utilizando 1.5ug de producto de PCR no purificado y 0.5pg del vector comercial
respectivamente junto con 10U de cada enzima para un volumen final de reaccion de
25uL (New England Biolabs, EE. UU.). Las condiciones de la digestion fueron una

incubacion a 37°C durante 1h seguida de una inactivacion térmica a 65°C durante 20min.
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En el caso de las enzimas de restriccion de la casa comercial ThermoFisher
Scientific se utiliz6 el tampon FastDigest Green 1X, que incluye un reactivo de densidad
y dos colorantes de seguimiento para la carga directa, 10U de cada enzima para 20uL de
volumen final de reaccién y 10uL de producto de PCR no purificado o 1pg del vector
comercial. Las condiciones de la digestion fueron una incubacién con Sall a 37°C durante
lhy otros Smin a esta temperatura tras la adiciéon de BamHI, seguidos de una inactivacién

térmica a 80°C durante 10min.

Para la reaccion de ligamiento se empled la ADN ligasa T4 (New England Biolabs,
EE. UU.) y se probaron diferentes proporciones de inserto/vector (3:1, 5:1, 10:1). La
mezcla de reaccion para un volumen final de 20uL consistié en: 1uL de la ADN ligasa
T4, 2pL de NEBuffer 10X y el volumen correspondiente de los productos de digestion
para cada una de las proporciones inserto/vector. Las condiciones establecidas para el
ligamiento fueron 10min a temperatura ambiente y una inactivacién de la enzima por

choque térmico a 65°C durante 10min.

4.2.5. Transformacion de bacterias por choque térmico.

La mezcla de ligamiento se us6 directamente para transformar Escherichia coli
quimicamente competente OneShot™ MaxEffiency™ DH5a-T1R (Invitrogen, EE. UU.)
Para la transformacion, las células se descongelaron en hielo y se incubaron con 1pL de
la mezcla de ligamiento durante 30 minutos en hielo. El choque térmico se realiz6 a 42°C
durante 30 segundos e inmediatamente después, el tubo se colocd de nuevo en hielo
durante 2 minutos. Tras ello, se permiti6 que las células se recuperaran incubandolas con
agitaciéon a 37°C en medio SOC (Invitrogen, EE. UU.) durante 1 hora. Finalmente, las
células recuperadas se sembraron en placas de medio LB suplementado con ampicilina y

se incubaron hasta el dia siguiente a 37°C.

4.2.6. Aislamiento v purificacion de ADN de lisados bacterianos.

Se probaron dos métodos diferentes para la extraccion de ADN plasmidico de
bacterias transformadas. En ambos casos se establecié un cultivo fresco a partir de una
sola colonia de las placas de transformacion, usando medio LB suplementado con
ampicilina y se recupero el precipitado bacteriano por centrifugacion. Por un lado, se

utilizd un método basado en extraccion por fenol-cloroformo que ofrece un mayor
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rendimiento en el aislamiento, pero en el que se utilizan sales que reducen la pureza del
ADN extraido y pueden interferir en las reacciones de PCR o de secuenciacion. Por otro,
se empled el kit comercial GeneJet Plasmid Miniprep (ThermoFisher Scientific, EE. UU.)

que compensa la menor recuperacion de ADN plasmidico con un mayor grado de pureza.

Con el método basado en fenol-cloroformo el precipitado bacteriano se resuspendio
en un tampon de resuspension en frio (Tris-HC1 25mM, glucosa 50mM y EDTA 10mM).
A continuacion, se afiadié una solucion de desnaturalizacion (NaOH 0.2N, y SDS al 1%)
y se incubd en hielo durante Smin. Transcurrido ese tiempo, se afiadié una solucion de
acetato potasico que permite la renaturalizacion (acetato potasico 3M y é4cido acético
glacial al 11.5%) y se mezcl6 por inversion hasta observar la formacion de un precipitado
blanco que contiene proteinas bacterianas y el ADN gendmico. Se incub6 en hielo durante
5min y se centrifugd durante Smin a 12.000g. Se recupero el sobrenadante con el ADN
plasmidico separado de los cromosomas bacterianos y se llevo a cabo una extraccion
liquido-liquido con fenol-cloroformo con la que se eliminan los restos proteicos (fase
fenolica). Tras recuperar la fase acuosa, se precipité el ADN plasmidico adicionando 2
volimenes de etanol puro y 1/10 parte del volumen recuperado de acetato de sodio 3M
(pH 4.8). Por altimo, tras una incubacion de 30min a -80°C para favorecer la precipitacion
del ADN, se centrifugd durante 30min a maxima potencia y 4°C, y se lavo el precipitado
obtenido con etanol al 70% para eliminar el exceso de sales antes de su resuspension en
agua libre de DNAsas.

Con el kit comercial el precipitado bacteriano se resuspendio utilizando la solucion
de resuspension suplementada con RNasa A, y se someti6 a una lisis SDS/alcalina para
liberar el ADN plasmidico. El lisado resultante se neutraliz6 para generar las condiciones
apropiadas para la adhesién del ADN a la membrana de silica de la columna. A
continuacion, los restos celulares y el precipitado de SDS se separaron por centrifugacion
a unas revoluciones de al menos 12000g, y el sobrenadante con el ADN plasmidico se
transfirid a la columna. Finalmente, se lavo el ADN adsorbido para eliminar los
contaminantes con una solucién de lavado y se eluy6 con un pequefio volumen (50pL)

de agua libre de ADNasas.
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4.2.7. Purificacidon de ADN a partir de un gel de agarosa.

Para recuperar el ADN de una banda separada por electroforesis en gel de agarosa
se utilizo un el Kit comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Cytiva, EE.
UU.). Siguiendo las instrucciones del fabricante se tomo la banda del gel con ayuda de
un transiluminador UV a una longitud de onda de 365nm y reduciendo al maximo el
tiempo de exposicion para evitar dafios en el ADN. Se afiadié el tampon de captura
(tampon tipo 3, azul), que contiene un indicador de pH para evaluar si la muestra se
encuentra en las condiciones adecuadas para la adsorcién a la columna, y se incubd
durante 15-30min a 60°C hasta que la agarosa se disolvié por completo. Una vez disuelta
la agarosa y comprobado que la solucién presenta un color entre amarillo y naranja claro,
se transfiri6 el volumen a una columna GFX MicroSpin y se incubd a temperatura
ambiente durante 1 minuto para permitir la adsorcién del ADN plasmidico a la membrana.
Transcurrido ese tiempo, se centrifugd a 16000g durante 30s y se descart6 el volumen
eluido en el tubo colector. Finalmente, se llevaron a cabo dos lavados con la solucion de
lavado (tampon tipo 1, amarillo) para eliminar las sales y otros contaminantes de la
membrana y se eluyd el ADN plasmidico purificado con un pequefio volumen (20uL) de

agua libre de nucleasas (tampon tipo 6, rosa).

4.2 8. Secuenciacion de ADN.

La comprobacion de la secuencia correspondiente con el dominio HYB de HAKAI
del producto de PCR se externaliz6 a la plataforma de gendmica del Instituto de
Investigacion Biomédica de A Coruifia (INIBIC). La técnica de secuenciacion empleada
fue la electroforesis capilar (dideoxi-terminal) con el equipo automatico ABI 3130XL
(Applied Biosystems, EE. UU.), y utilizando los mismos cebadores HYB-Fw y HYB-Rv

con los que se amplificé el fragmento por PCR.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Disefio de una estrategia experimental para la obtencién del dominio

HYB de HAKAL

La expresion heterdloga de proteinas es una técnica que permite la produccion de
cantidades significativas de proteinas puras, solubles y biologicamente activas de una
forma sencilla, répida y barata. Para la obtencioén de una proteina por via recombinante el
primer punto es la seleccion de un sistema de expresion, esto es, un organismo hospedador
adecuado y un vector de expresion que contenga los elementos génicos necesarios para

que pueda tener lugar la transcripcion y traduccion del gen de interés en el mismo?2,

Pese a la gran variedad de organismos hospedadores disponibles en la actualidad,
la bacteria Escherichia coli sigue siendo la mas utilizada a nivel de laboratorio debido al
amplio conocimiento sobre su fisiologia y genética, su alta velocidad de crecimiento y
rendimiento celular en medios de cultivo poco costosos y su capacidad para expresar
elevados niveles de proteinas heter6logas?. Por ello, en este trabajo se seleccioné como
organismo hospedador la cepa de E.coli manipulada genéticamente BL21(DE3), una cepa
disefiada para maximizar la expresion de proteinas de fusion de longitud completa. Esta
cepa deriva de la BL21 por lo que es deficiente en las proteasas Ion y OmpT y carece de
la ARN polimerasa T7 de E.coli, si bien como caracteristica distintiva contiene el profago
ADE3 portador del gen de la ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5
inducible por isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Esto permite mantener una
actividad minima del promotor hasta alcanzar una alta densidad de crecimiento celular, e
inducir en ese momento la expresion del promotor /acUV5 con la adicion del sustrato

sintético analogo a la lactosa IPTG, que se une al represor /acl liberando el operon.

En cuanto a los vectores de expresion, para sistemas procarioticos suelen utilizarse
vectores plasmidicos obtenidos por manipulacion genética que presentan como
componentes esenciales un origen de replicacion, un promotor que regula la transcripcion
del gen de interés, un sitio de unién al ribosoma, la secuencia codificante para el gen de
interés, terminadores de la transcripcion, un sitio de clonacion miltiple y marcadores de
resistencia a antibidticos que facilitan la seleccion de los recombinantes y garantizan la
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estabilidad del plasmido?2. El vector seleccionado para llevar a cabo el clonaje fue el p-
GEX-6P-1 (Figura 5) que se caracteriza por presentar: el promotor fac, un promotor
hibrido generado mediante la combinacién de los promotores de los operones #rp y lac
UVS, que permiten conseguir unos niveles de expresion muy altos pero controlados
gracias a la capacidad de induccidon de la expresion por IPTG, el gen lacl que codifica
para una proteina represora que se une al operén del promotor fac, un gen de resistencia
a ampicilina como sistema de seleccion y una etiqueta GST N-terminal seguida de un

sitio de corte reconocido por proteasas de PreScission.
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Figura 5. Mapa de la secuencia del plasmido pGEX-6P-1 en la que se indican sus componentes principales
asi como las dianas de restriccion reconocidas por diferentes endonucleasas de restriccion, imagen generada
con SnapGene.

El sistema de fusion de genes de glutation S-transferasa (GST) se basa en la
expresion de genes o fragmentos de genes como fusiones con la secuencia codificante de
la GST de Schistosoma japonicum. Las proteinas de fusion generadas conservan la
actividad GST lo que permite su purificacion a partir de lisados bacterianos por

cromatografia de afinidad con glutatién inmovilizado. Ademas, su presencia aumenta la
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solubilidad de las proteinas de interés al tiempo que facilitan su deteccion mediante

métodos colorimétricos o inmunoldgicos?.

La elucion de la proteina de fusion puede llevarse a cabo en condiciones suaves y
no desnaturalizantes que conservan la funcionalidad de la misma por adicion de glutation
reducido. No obstante, una alternativa que evita el paso adicional de escindir la etiqueta
después de la elucion, consiste en digerir la proteina de fusién con una proteasa de
PreScission de forma que la fraccion GST permanezca unida a la columna mientras que
la proteina clonada es eluida con tampén de lavado. La proteasa de PreScission es una
proteina de fusion de GST y la proteasa 3C del rinovirus humano que reconoce
especificamente la secuencia de aminoacidos Leu-Glu-Val-Leu-Phe-Gln-Gly-Pro,
dividiéndola entre los residuos Gln y Gly. La fusion con GST permite eliminarla de forma

sencilla de las reacciones de escision utilizando glutatién sefarosa?.

Finalmente, en funcion de la pureza alcanzada con el disefio experimental descrito,
puede ser conveniente introducir una segunda etapa de purificacion por cromatografia de
exclusion molecular. La cromatografia de exclusién molecular permite separar los
componentes de una mezcla en funcién de su radio hidrodinamico (determinado por su
forma y tamafio) mediante su exclusion o inclusién diferencial en una matriz porosa

empaquetada en una columna®*.

5.2. Obtencién del inserto correspondiente a HAKAI (106aa-206aa).

La amplificacion del fragmento correspondiente con la secuencia codificante del
dominio HYB de HAKAI, comprendida entre el aminoacido 106 y el aminoécido 206 de
la proteina de longitud completa (491aa), se llevo a cabo mediante PCR utilizando como
molde el plasmido pcDNA-Flag-HAKAI cedido por Yasuyuki Fujita. Las condiciones
Optimas de la reaccion se determinaron modificando los diferentes parametros que se
indican a continuacion, y los resultados fueron analizados por electroforesis en gel de

agarosa tal y como se describe en el apartado de material y métodos.

En primer lugar, la PCR se preparé empleando la Taq polimerasa y se evaluaron

dos concentraciones de cebadores diferentes (1uM y 0.1uM), la adicion de DMSO (1.5%)
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a la mezcla de reaccion, y un gradiente de temperaturas de 58°C a 75°C en la etapa de

hibridacion.
Temperatura (°C) 58 61 64 67 70 75
DMSOQ15%) =+ -+ - . L
Cebadores (uM) 1011011011011 011 011 011 011 01 1 011011 01
—_—

Figura 6. Resultados derivados de la primera prueba de amplificacion de la secuencia codificante para el
dominio HYB. En la imagen se presenta el gel de agarosa al 1.5% en el que se cargaron los productos de
PCR de cada una de las condiciones evaluadas siguiendo el esquema de carga que se muestra en la parte
superior. Las flechas negras indican la posicion de la banda del marcador que se asocia a un tamafio de
300pb, aproximadamente el tamafio esperado para el fragmento de interés (323pb).

Los resultados obtenidos, que se reflejan en la Figura 6, evidenciaron la presencia
de bandas inespecificas y un exceso de ADN molde en todas las condiciones. Asimismo,
la banda correspondiente con el tamafio esperado para el fragmento de interés (~300pb)
solo pudo observarse a muy baja intensidad con una concentracion de cebadores de 1puM,
un 1.5% de DMSO y a las temperaturas de 67°C y 70°C.

Teniendo esto en cuenta, se decidid repetir la prueba con la Tag polimerasa
reduciendo la concentracion de ADN molde a la mitad y con una temperatura de
hibridacion de 60°C para tratar de evitar una posible inhibicion de la reaccion a causa del
exceso de ADN molde observado. Al mismo tiempo, se comprobd si los resultados
mejoraban con la ADN polimerasa Phusion de alta fidelidad, utilizando nuevamente un
gradiente de temperaturas para la etapa de hibridacion, pero esta vez de 50°C a 72°C. Los
resultados, que se reflejan en la Figura 7, indicaron que la amplificaciéon mejord de forma
significativa con la polimerasa Phusion, observandose la banda correspondiente al
tamafio de fragmento esperado en todas las condiciones de temperatura evaluadas excepto
a 72°C.
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Figura 7. Resultados derivados de la segunda prueba de amplificacién de la secuencia codificante para el
dominio HYB. En la imagen se presenta el gel de agarosa al 1.5% en el que se cargaron los productos de
PCR de cada una de las condiciones evaluadas siguiendo el esquema de carga que se muestra en la parte
superior de la imagen. La flecha indica la banda del marcador que se asocia con un tamafia de 300pb,

Taq pol Phusion pol

2pg lpg 50°C  55°C  60°C  63°C 67.3°C 72°C

aproximadamente el tamafio esperado para el fragmento de interés (323pb).

Finalmente, se selecciono el producto de PCR amplificado con una temperatura de
hibridacién de 60°C para llevar a cabo un rescate de la banda del gel y, mediante
secuenciacion, se comprobo su identidad de secuencia con el dominio HYB de HAKAI

(Figura 8).

Homo sapiens Cbl proto-oncogene like 1 (CBLL1), transcript variant 1, mRNA
Sequence ID: NM _024814.4 Length: 3987 Number of Matches: 1

Range 1: 362 to 610 GenBank Graphics

Score

460 bits(249)

Expect Identities Gaps Strand
3e-125 249/249(100%) 0/249(0%) Plus/Minus

Query
Shjct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct

Figura 8. Alineamiento del resultado de la secuenciacion del producto de PCR con la secuencia de ARNm
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5.3. Obtencion de la construccién p-Gex-6p-1-HYB.

Una vez obtenido el fragmento correspondiente con el dominio de interés, el
siguiente paso consistio en la digestion del producto de PCR y el vector de expresion con
las endonucleasas de restriccion BamHI y Sall de la casa comercial New England Biolabs.
Ambas enzimas reconocen una secuencia palindromica de ADN especifica y generan
extremos cohesivos no compatibles, lo que facilita el ligamiento al tiempo que reduce la

probabilidad de recircularizacion del vector.

A continuacion, con los productos de digestion generados se llevo a cabo una
reaccion de ligamiento mediada por la ADN ligasa T4 en la que se probaron diferentes
proporciones de inserto/vector (3:1, 5:1 y 10:1). Tras ello, se transformaron bacterias
competentes de la cepa de E.coli One Shot™ por choque térmico, siendo la proporcién
de inserto/vector 5:1 la que dio lugar un mayor nimero de colonias transformantes. Sin
embargo, dado que el sistema de expresion empleado solo presenta como método de
seleccion el gen de resistencia a ampicilina, el crecimiento de un mayor nimero de
colonias en el medio selectivo es indicativo de que el plasmido ha sido incorporado, pero
no es posible discriminar la presencia del inserto de forma directa. Por esta razon, para
evaluar la presencia del inserto se extrajo el ADN plasmidico de 6 cepas candidatas de
cada una de las condiciones y se utiliz6 como ADN molde en una reacciéon de PCR en la
que se emplearon los cebadores que hibridan con el dominio HYB y las condiciones
optimizadas para la polimerasa Phusion (temperatura de hibridacion de 60°C).
Desgraciadamente, no se obtuvo producto de amplificaciéon para ninguno de los

candidatos evaluados.

Tras repetir las reacciones de digestion y ligamiento y analizar la presencia del
inserto en 7 nuevos candidatos derivados de una proporcion de ligamiento 5:1 y otros 7
de una 10:1, y obtener de nuevo un resultado negativo, se decididé modificar las

condiciones de digestion para tratar de optimizar esta etapa.

Las nuevas condiciones evaluadas fueron una doble digestion durante 16h a 16°C y
una digestion secuencial que se llevo a cabo de la siguiente forma; una incubacion inicial
con Sall a 37°C durante 1h seguida de una inactivacion térmica a 65°C durante 20min y

una segunda incubacion tras la adicion de BamHI durante 1h a 37°C seguida de una nueva
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inactivacion térmica a 80°C durante 20min. Las condiciones de ligamiento no se variaron
y se utiliz6 una proporcion inserto/vector 5:1. Tras la transformacion, solo se observo
crecimiento en la digestion secuencial y se analiz6 la presencia del inserto por PCR en 12
candidatos. En este caso, se utilizaron los cebadores externos p-Gex que hibridan con
secuencias flanqueantes al sitio de clonaje multiple donde deberia haberse insertado el
fragmento. De esta forma es posible confirmar que la PCR transcurre correctamente pues
independientemente de que el vector est¢ o no vacio se obtiene un producto de
amplificacion, diferenciandose la presencia o ausencia del inserto en funcion del tamafio
de la banda obtenido (473pb y 188pb respectivamente). Sin embargo, como se observa
en la Figura 9, los productos de PCR obtenidos presentan un tamafio de aproximadamente
200pb que se corresponden con la secuencia sin inserto que amplifican los cebadores
externos y se confirma asi que todos los candidatos derivan de una transformacioén con

un plasmido vacio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 9. Resultados derivados de la amplificaciéon por PCR de la secuencia codificante para el dominio
HYB a partir del ADN plasmidico extraido de los 12 candidatos evaluados (carriles 2 a 13). En la imagen
se muestra el gel de agarosa al 1.5% en el que se cargaron los productos de PCR amplificados con los
cebadores externos. La flecha indica la banda del marcador (carriles 1 y 14) que se asocia con un tamafio
de 500pb, aproximadamente el tamafio esperado para el fragmento de interés (473pb).

Teniendo en cuenta que la probabilidad de recircularizaciéon del vector al ser
digerido por dos enzimas que generan extremos no compatibles deberia ser baja, y que el
numero de colonias crecidas tras la transformacion fue relativamente alto, se sospechd

que alguna de las enzimas utilizadas no estaba teniendo la actividad esperada. Esto
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explicaria la elevada frecuencia de recircularizacion observada, pues los extremos
cohesivos generados en la digestion del vector con una Gnica enzima no solo son
compatibles, sino que tienen una elevada tendencia a rehibridar debido a su proximidad

al formar parte de la misma molécula.

Para comprobarlo, se realizd una prueba de digestion del vector circular con cada
una de las enzimas por separado y los productos se corrieron en un gel de agarosa al 1.5%
utilizando el vector sin digerir como referencia. Con este ensayo se espera que, si las
enzimas de restriccion reconocen su diana y cortan el ADN plasmidico, se genere un
fragmento lineal del mismo tamafio molecular que el vector circular pero con diferente
forma, que ocupa un volumen efectivo distinto y avanza a mayor velocidad en el gel. El
resultado obtenido, que se refleja en la Figura 10A, muestra como la actividad de Sall da
lugar al producto linealizado esperado que migra mas rapido en el gel y como, sin
embargo, no ocurre lo mismo con BamHI, donde se observa el mismo patron de bandas
que con el vector circular, lo que indica que esta enzimano es capaz de reconocer y digerir

su diana de restriccion.

Con el fin de solventar este problema se decidio repetir la prueba con una pareja de
enzimas de la casa comercial ThermoFisher y, en esta ocasion, si se obtuvo el resultado
esperado que permitié confirmar que tanto BamHI como Sall reconocen su diana de

restriccion y digieren el ADN de forma especifica en un tnico punto (Figura 10B).

Figura 10. Prueba de digestion del vector circular con las parejas de enzimas de cada casa comercial. A)
En la imagen se muestra el gel de agarosa al 1.5% en el que se cargaron los productos de la digestién con
BamHI (carril 1) y Sall (carril 2) de la casa comercial New England Biolabs, asi como el vector circular
utilizado como referencia para evaluar transcurso de la reaccion de digestion (carril 3). B) En la imagen se
muestra el gel de agarosa al 1.5% en el que se cargaron los productos de la digestion con BamHI (carril 1)
y Sall (carril 2) de la casa comercial ThermoFisher, asi como el vector circular utilizado como referencia
para evaluar transcurso de la reaccion de digestion (carril 3).
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Una vez confirmada la actividad de la pareja de endonucleasas de restriccion se
repitio la digestion del fragmento y del vector con las condiciones indicadas en el apartado
de material y métodos y, seguidamente, se llevo a cabo la reaccion de ligamiento con unas
proporciones inserto/vector 3:1 y 5:1. El nimero de colonias crecidas tras la
transformacion fue mucho menor y se seleccionaron 5 candidatos de cada condicion para
analizar la presencia del inserto por PCR. Desafortunadamente, como se observa en la
Figura 11, todos los productos de amplificacién se asocian con un tamafio de banda

mucho menor al esperado para el fragmento de interés.

Figura 11. Resultados derivados de la amplificacién por PCR de la secuencia codificante para el dominio
HYB a partir del ADN plasmidico extraido de los 10 candidatos evaluados tras la nueva reaccioén de
ligamiento (carriles 2 a 11). En la imagen se muestra el gel de agarosa al 1.5% en el que se cargaron los
productos de PCR amplificados con los cebadores externos. La flecha indica la banda del marcador (carril
1) que se asocia con un tamafia de 500pb, aproximadamente el tamafio esperado para el fragmento de interés
(473pb).

Llegados a este punto y dada la duracion limitada de este Trabajo de Fin de Master,
no se pudo continuar la puesta a punto del método para la obtencién del dominio HYB
de la E3 Ubiquitina-ligasa HAKAI. No obstante, se presentan las siguientes propuestas

como posibles estrategias de cara al futuro.

En primer lugar, a pesar de haber confirmado que la pareja de enzimas de la casa
comercial ThermoFisher corta de forma especifica y eficiente el vector de expresion, es
posible que el reconocimiento de las dianas de restriccion en el fragmento amplificado
por PCR no esté teniendo lugar. Aunque los cebadores disefiados para la amplificacion

de la secuencia correspondiente al dominio HYB incluyen tanto la diana de restriccion
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para cada una de las endonucleasas, como 4 nucledtidos adicionales, puede que sea
necesario aumentar el nimero de nucledtidos hasta 6 o incluso 8 para facilitar el
reconocimiento. Por tanto, la primera propuesta de cara a la continuidad del proyecto
seria redisefiar los cebadores y probar de nuevo el clonaje siguiendo el procedimiento

planteado hasta el momento.

No obstante, otra opcioén que se puede tener en cuenta pasa por variar la técnica de
clonaje y probar un método basado en el uso de recombinasas en lugar de enzimas de
restriccion como la tecnologia Gateway. La tecnologia Gateway® es un método de
clonaje universal que utiliza la recombinacién especifica de sitio del bacteriéfago lambda
para facilitar la transferencia de secuencias de ADN heterdlogas entre multiples
vectores?. Con este método, el vector de expresion se consigue gracias a dos reacciones
de recombinacién secuenciales que se basan en el reconocimiento de secuencias att (sitio
de reconocimiento especifico del bacteriofago lambda) modificadas que se describen

brevemente a continuacion.

La reaccion BP (Figura 12) facilita la recombinacion de un sustrato attB flanqueado
por sitios attB, como puede ser un producto de PCR con las secuencias adaptadoras
adecuadas, con un sustrato attP (vector donante) para crear un vector de entrada que
contiene las secuencias attL. En esta reaccion el gen letal ccdB del vector donante se

sustituye por gen de interés evitando asi la aparicion de falsos positivos.

attR cedB  attR

ccdB HYB
5 7N = y & N
& @ & o
I +
attB HYB attB
Vector donante Vector de entrada

Figura 12. Esquema de la reaccion BP mediante la que se obtiene el vector de entrada.
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La reaccion LR (Figura 13) facilita la recombinacion del sustrato attL (vector de
entrada) con un sustrato attR (vector de destino) para generar un vector de expresion que
contiene las secuencias attB. Nuevamente, el gen ccdB que codifica para un subproducto
toxico presente en el vector de destino es sustituido en esta reaccion por el gen de interés

evitando asi la aparicion de falsos positivos.

ccdB
§ %

HYB ccdB U HYB
E?A?' & %‘ é’?"A“}'
& < v ) z & @

Vector de entrada Vector de destino Vector de expresion

Figura 13. Esquema de la reaccion LR mediante la que se obtiene el vector de expresion.
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CONCLUSIONES

En vista de los resultados obtenidos y atendiendo a los objetivos propuestos, pueden

extraerse las siguientes conclusiones:

- Se avanzd en la puesta a punto del clonaje llegando a obtener la secuencia
codificante del dominio HYB de HAKAI (106aa-206aa) con las dianas de
restriccion adecuadas para llevar a cabo la digestion y el ligamiento con el vector
de expresion p-GEX-6P-1, portador de la etiqueta GST que permite su posterior

purificacion por cromatografia de afinidad.

- No fue posible obtener la construccion p-GEX-6P-1-HYB de ninguna de las
colonias transformantes candidatas analizadas por PCR a pesar de probar la
digestion con enzimas de restriccion de diferentes casas comerciales y el

ligamiento con distintas proporciones de fragmento/vector.
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