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Clonado, expresión y purificación del gen ie-1 del virus de la poliedrosis nuclear múltiple de Anticarsia gemmatalis (AgMNPV) 

Uno de los principales objetivos de la Ingeniería Genética es la búsqueda, aislamiento y caracterización de genes específicos, o regiones genómicas  pertenecientes a diferentes organismos. Para tal propósito es crucial tener algún tipo de información relacionada con lo que se desea encontrar, como disponer parcialmente de secuencias nucleotídicas o proteicas equivalentes, del organismo en estudio u organismos filogenéticamente relacionados, poder medir la actividad, o detectarlo mediante métodos inmunológicos. En general, la manera más sencilla de afrontar el problema consiste en la generación de una biblioteca genómica (a partir del DNA genómico) o de cDNA (a partir de los mRNA), para luego buscar mediante sondas, anticuerpos o  actividad, dependiendo de la estrategia elegida, la secuencia deseada. Como vemos, el punto de partida puede ser muy heterogéneo, pero es necesario conocer algo de lo que buscamos para poder hallarlo específicamente. 

Por otro lado, resulta de mucha utilidad, una vez encontrado el gen de interés, expresar su producto proteíco con el fin de realizar ensayos de caracterización, generación de anticuerpos, estudiar su actividad o desarrollar sistemas de interés biotecnológicos. 

Introducción

La familia Baculoviridae está formada por un centenar de virus que infectan escencialmente insectos. En las primeras etapas del ciclo viral se transcriben los genes inmediatly early (muy inmediatos) entre ellos ie-0 e ie-1. Estos dos genes son imprescindibles para el comienzo del ciclo viral. Ie-1 es un gen transregulador de otros genes virales e interviene en el proceso de replicación. 

En nuestro laboratorio se está caracterizando el baculovirus de la oruga desfoliadora de la soja Anticarsia gemmatalis (AgMNPV), con el fin de modificarlo y utilizarlo como bioinsecticida. Para esto se ha diseñado una estrategia en la cual el gen ie-1 cumple un rol importante, debido a sus características de activación muy temprana. 

Teniendo en cuenta esto se ha secuenciado y caracterizado el gen de ie-1. Con el objetivo de estudiar la función de la proteína IE-1 y generar anticuerpos policlonales se pretende expresarlo en un sistema heterólogo  y purificar  su producto mediante un sistema de afinidad.

A manera de Trabajo de Laboratorio de la asignatura Ingeniería Genética, procederemos a generar las construcciones necesarias para el clonado, expresión y posterior purificación de IE-1 mediante columna de niquel (Ni-NTA). 

Debido a que no se cuenta con primers adecuados,  plantearemos 2 estrategias diferentes para el clonado del orf de ie-1 en un vector de expresión de manera de fusionar el fragmento por su N terminal al péptido de direccionamiento a periplasma pelB y por su C terminal a un tag de 6  histidinas de manera de facilitar la purificación de la proteína. 

Como material de partida se cuenta con el plásmido pBF1 que contiene clonado el locus completo de ie-1 (esto incluye orf y regiones reguladoras). En una primera estrategia se clonará un fragmento parcial del orf de ie-1, obtenido por digestión del plásmido pBF1, en el vector pZErO, de manera de eliminar el codón de stop del orf y por otro lado generar sitios de restricción provenientes del MCS de pZErO, para luego poder liberar el inserto y clonarlo dirigido en el vector pET22b (vector de expresión que contiene el promotor del fago T7).

En una segunda estrategia se intentara clonar un fragmento del orf ie-1 directamente en el vector de expresión pET22b a partir del plásmido PBF1, sin pasar por pZErO. Para ello habrá que digerir el vector y modificar uno de sus extremos para poder compatibilizar con los extremos generados de la digestión de ie-1.
1) Preparación de los plásmidos


El primer paso consiste en purificar todos los plásmidos que van a ser utilizados en este trabajo mediante una miniprep por lisis alcalina.

Miniprep a partir de cultivo líquido 

a) Inocular una colonia en 5 ml de medio LB con ampicilina* (solución stock 100 mg/ ml, se considera como 1000x), crecer overnight (a saturación) en shaker (37(C, 200-220 rpm).

b) Colocar 1,5 ml del cultivo en un tubo tipo Eppendorf de 1500 (l, centrifugar 30 seg a 14000 rpm. Retirar el sobrenadante. Repetir hasta bajar 4,5 ml del cultivo.

c) Resuspender el pellet obtenido en 200 (l de solución I, (con RNAsa 5ul de solución 10 mg/ml)  (agitar suavemente con el vortex hasta resuspensión total). 

d) Agregar 300 (l de solución II preparada fresca, mezclar por inversión hasta que la solución quede transparente.

e) Incubar durante 5’ a Temp. ambiente.

f) Agregar 300 (l de solución III. Mezclar por inversión (se debe formar un precipitado blanco).

g) Centrifugar 10’ a 14000 rpm, a temperatura ambiente para que la RNAsa siga actuando. 

h) Retirar el sobrenadante (( 700 (l) cuidando de no tomar el precipitado (Opcional: al sobrenadante agregar 5 ul mas de RNasa si la muestra es para secuenciar e incubar a 37ºC  10 min.) 

Agregar de 0,5 vol de cloroformo: isoamilico, mezclar c/vortex 5 segundos.

Centrifugar 5 min. a 14000 rpm (a 4ºC o a temperatura ambiente, es igual), y tomar la fase acuosa.

Agregar 0,8 volumenes  de isopropanol. Mezclar por inversión.

i) Incubar durante 20’ a –20º o 5´ a –80ºC .

j) Centrifugar 15’ a 14000 rpm a 4 ºC. Volcar el isopropanol cuidando de no perder el pellet.

k) Lavar el precipitado con 400 ul de etanol 70%. Centrifugar 3’ a 14000 rpm a 4ºC.

l)  Extraer  con p200 el etanol 70% y secar el pellet, 5 min a 55 ºC. No dejar que se reseque el pellet!!!

m) Disolver el pellet en 20 ul de agua bidestilada estéril.

* Concentración de uso de la ampicilina: 35- 50 (g/ml

Medio LB: disolver 10 gr de triptona, 10 gr de NaCl y 5 gr de extracto de levadura en un litro de agua bidestilada. Para preparar medio sólido incorporar 15 gr de agar por litro de medio.
Estrategia 1

2) Digestión de los plásmidos

A. Digestión del plásmido pBF1
El vector pBF1 será digerido totalmente con las enzimas SpeI y HincII. Se incubará entre 60 a 90 minutos a 37 ºC. Se inactivará la enzima a 75 ºC durante 15 minutos y se correrá una alícuota de la digestión en un gel de agarosa 0,8 %, se deberían ver 2 bandas, una de 3400 pb correspondiente al vector y otra de 1880 pb correspondiente al fragmento ie-1.
	pBF1 (   (g/(l)
	

	Buffer 10X
	

	BSA 100X
	

	E1........................ (10 U/(l)
	

	E2........................ (10 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


B. Digestión del plásmido pZErO
El vector pZErO será digerido totalmente con las enzimas SpeI y EcorV. Se incubará 15 minutos a 37 ºC. Se inactivará la enzima a 75 ºC durante 15 minutos y se correrá una alícuota de la digestión en un gel de agarosa 0,8 % para determinar la linealidad del vector. 
	pZErO (   (g/(l)
	

	Buffer 10X
	

	BSA 100X
	

	E1........................ (10 U/(l)
	

	E2........................ (10 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


En todos los casos tener en cuenta compatibilidad de buffers. En caso de no ser compatibles habrá que agregar un paso de precipitación.
3) Ligación


Ligaremos los fragmentos obtenidos a partir de las digestiones de pZErO y pBF1. No será necesario purificar el fragmento generado de ie-1. Porque?
	Digestión pBF1 ( ........ ng/(l)
	

	pZEro  digerido  ( ..... ng/(l)
	

	Buffer 5X
	

	Ligasa (1 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


Incubación: 1 hora a 22ºC. Luego diluir la mezcla de ligación 1:2

Inactivación: 15 minutos a 70ºC.

Las ligaciones pueden almacenarse a –20ºC.

A. Transformación de bacterias competentes por electroporación

La introducción de DNA en Escherichia coli puede realizarse por shock térmico (transformación química) o mediante la aplicación de pequeños voltajes (electroporación). En ambos casos las bacterias deben prepararse para que sean susceptibles o competentes a tal evento. Nosotros transformaremos la cepa Top 10 de E. coli (Lac I -) mediante electroporación. 

	Cepa de E. coli
	Top 10
	75   (l

	Mezcla de ligación
	.......................
	(l

	Medio
	LB
	900 (l

	(au
	------
	


Luego de electroporar colocar la mezcla en un tubo estéril de 1,5 ml e incubar 1 hora a 37ºC con agitación (180-200 rpm). Finalizado este período, plaquear 200 (l en placas de medio LB sólido con Kanamicina e incubar a 37 ºC. Al resto de la mezcla se le agrega glicerol hasta una concentración final del 15% y se congela a –80ºC.

4) Screening de los clones para encontrar pZ-ie1ct.


Se analizarán los clones obtenidos mediante eckard y mini prep, también se analizarán mediante PCR utilizando primers diseñados sobre ie-1 y los universales del vector.

5) Digestión de los plásmidos segunda parte

A. Digestión del plásmido pZ-ie1ct
El vector pZ-ie1ct será digerido totalmente con las enzimas BspHI y NotI. Se incubará entre 60 a 90 minutos a 37 ºC. Se inactivará la enzima 15 minutos a 75 ºC y se correrá una alícuota de la digestión en un gel de agarosa 0,8 % y se deberían ver 3 bandas, una de 1400 pb correspondiente al fragmento ie-1, y de 1600 y 2100 pb  correspondientes al vector.
	pZ-ie1Dct (   (g/(l)
	

	Buffer 10X
	

	BSA 100X
	

	E1........................ (10 U/(l)
	

	E2........................ (10 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


B. Digestión del plásmido pET22b
El vector pET22b será digerido totalmente con las enzimas NcoI y NotI. Se incubará entre 60 a 90 minutos a 37 ºC. Se correrá la digestión en un gel de agarosa 0,8 % para determinar la linealidad del vector. Inactivar 15 minutos a 75 ºC luego de la digestión.

	pET22b (   (g/(l)
	

	Buffer 10X
	

	BSA 100X
	

	E1........................ (10 U/(l)
	

	E2........................ (10 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


6) Ligación y electroporación


Ligaremos los fragmentos obtenidos a partir de las digestiones de pET22B y pZ-ie1ct para obtener el vector pET-ie1ct y luego electroporaremos utilizando el mismo protocolo anteriormente descripto.

7) Screening de los clones para encontrar pET-ie1ct.


Se analizarán los clones obtenidos mediante eckardt y mini prep, también se analizarán mediante PCR utilizando primers diseñados sobre ie-1 y los universales del vector.

Estrategia 2

2) Digestión de los plásmidos 

A. Digestión del plásmido pBF1
El vector pBF1 será digerido totalmente con las enzimas BspHI y HincII. Se incubará entre 60 a 90 minutos a 37 ºC.  Se correrá una alícuota de la digestión en un gel de agarosa 0,8 % y se deberían ver las siguientes bandas: 437pb, 1000pb, 1200pb, 1250pb y 1446pb. Esta última es la que contiene el fragmento ie-1, la cual se cortará para luego purificar el fragmento.

	pBF1 (   (g/(l)
	

	Buffer 10X
	

	BSA 100X
	

	E1........................ (10 U/(l)
	

	E2........................ (10 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


B. Purificación del  fragmento ie-1 por gene clean.

Luego de corridos los geles se cortarán las bandas correspondientes a los fragmentos deseados y se purificaran los mismos de los tacos mediante un kit comercial.

1- Agregarle 2 volúmenes de Buffer QXI a 1 volúmen de gel. 200 ul por taco de agarosa.

DNA< 100 pb 6 volúmenes de de Buffer QX I

DNA> 4 Kb   3 vol de de Buffer QXI + 2 vol de agua

2- Vortex 30 segundos. Luego agregarle 5 ul de QIAEX II y mezclar.

< 2 ug DNA 5 ul

2-10 ug DNA 15 ul

cada 10 ug adicionales de DNA agregarle 15 ul más de resina.

3- Incubar a 50ºC 10 minutos. Mezclando cada 2 minutos. El color de la mezcla debe ser amarillo, si es naranja o púrpura agregar 10 ul de AcNa 3M pH 5.0

4- Centrifugar 30 seg., descartar el sobrenadante

5- Lavar el pellet con 500 ul de Buffer QX I (vortex y centrifugar 30 seg.)

6- Lavar el pellet con 500 ul de Buffer PE (vortex y centrifugar 30 seg.)

7- Secar el pellet 10-15 minutos, hasta que tome color blanco. Si se usaron 15 ul de suspención QIAEX II, secar 30 minutos.

8- Eluir el DNA adicionando 20 ul de agua o Tris-HCl 10mM pH 8.5 y resuspender con vortex.

9- Incubar

DNA< 4 Kb
T.A 5 minutos

DNA 4-10 Kb
50ºC 5 minutos

DNA > 10 Kb
50ºC 10 minutos

10- Centrifugar 30 seg. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio.

C. Digestión del plásmido pET22b
El vector pET22b será digerido totalmente con la enzima NotI. Se incubará entre 60 a 90 minutos a 37 ºC. Se correrá una alícuota de la digestión en un gel de agarosa 0,8 % para determinar la linealidad del vector. Se inactivará la enzima 15 minutos a 75 ºC

	pET22b (   (g/(l)
	

	Buffer 10X
	

	BSA 100X
	

	E1........................ (10 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


D. Modificación de los extremos del plásmido pET22b

En el mismo tubo donde se realizó la digestión se agregaran 0,75 ul de dNTPs y 0,15 ul de Klenow y se incubará 15 minutos a 37 ºC. Luego se inactivará la mezcla a 75 ºC durante 15 minutos. Posteriormente se realizará la segunda digestión de pET22B con NcoI. Inactivar la mezcla a 75 ºC durante 15 minutos. Realizar el control de digestión por gel de agarosa

3) Ligación

Ligaremos el fragmento purificado de ie-1 con el vector pET22b digerido y modificado. 

	Digestión pBF1 ( ........ ng/(l)
	

	pET22b  digerido y modif..  ( ..... ng/(l)
	

	Buffer 5X
	

	Ligasa (1 U/(l)
	

	H2O
	

	Vf
	


Incubación: 1 hora a 22ºC. Luego diluir la mezcla de ligación 1:2

Inactivación: 15 minutos a 70ºC.

A. Transformación de bacterias competentes por electroporación

El protocolo y las cepas de E. coli utilizados son los mismos que los  descriptos para la estrategia 1.

	Cepa de E. coli
	Top 10
	75   (l

	Mezcla de ligación
	.......................
	(l

	Medio
	LB
	900 (l

	(au
	------
	


Luego de electroporar colocar la mezcla en un tubo estéril de 1,5 ml e incubar 1 hora a 37ºC con agitación (180-200 rpm). Finalizado este período, plaquear 200 (l en placas de medio LB sólido con Kanamicina e incubar a 37 ºC. Al resto de la mezcla se le agrega glicerol hasta una concentración final del 15% y se congela a –80ºC.

4) Screening de los clones para encontrar pET-ie1ctfin.


Se analizarán los clones obtenidos mediante eckardt y mini prep, también se analizarán mediante PCR utilizando primers diseñados sobre ie-1 y los universales del vector.

Ensayos de expresión

Ensayos de inducción

Inocular 5ml de medio LB (Luria-Bertani)-ampicilina 1X con cada uno de los clones conteniendo los plásmidos pET-22b recombinantes, incubár over night a 37ºC (250 rpm). A partir de ese cultivo madre se realizaran al día siguiente diluciones 1/100 en medio fresco y al llegar el cultivo a 
DO600 = 0.5  separar el cultivo en 2 alícuotas e inducir 1 de ellos con IPTG (isopropil-(-D-tiogalactopiranósido) a concentracione final 1mM. El otro cultivo se mantendrá como control. Tomar muestras cada 30 minutos de ambos cultivos (300 ul).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para corroborar la existencia de expresión proteica, realizaremos electroforesis en geles de poliacrilamida 10% utilizando el sistema Tris-glicina. Centrifugar cada muestra 1 minuto a 14.000 rpm en una microcentrífuga y guardar el pellet celular a –20 ºC hasta el momento de la electroforesis. Previo a la siembra agregar 10 (l de buffer de muestra (2X: bromophenol blue 0,2%, glicerol 20%, SDS 4%, DTT 200mM, Tris pH 6,8 100mM) y 10 (l de agua, hervir durante 10 minutos y se sembrar los 20 (l. La tinción de los geles se realizará con Coomasie brilliant blue R250 durante 30 minutos a 60 ºC. 

Purificación por columna de afinidad Ni-NTA

1 - De acuerdo al nivel de expresión obtenido en el gel SDS-PAGE, inocular entre  1-10 ml de medio LB (Luria-Bertani)-ampicilina 1X y repetir el procedimiento de expresión .

2 - Centrifugar el cultivo 1 minuto a 14.000 rpm 

3 - Resuspender el pellet en 200 ul de buffer B, resuspender mediante vortex.

4 - Centrifugar 10 minuto a 14.000 rpm 

5 - Agregar 50 ul de resina Ni-NTA, mezaclr 30 min a temperatura ambiente.

6 - Centrifugar el cultivo 10 segundos a 14.000 rpm, guardar 10 ul del sobrenadante

7 – Lavar la resina (el pellet) con 250 ul buffer C

8 - Centrifugar el 10 segundos a  14.000 rpm y descartar suavemente el sobrenadante

9 – Eluir tres veces la proteína con 25 ul de Buffer E (Centrifugar 10 seg. Entre cada paso de elusión y guardar el sobrenadante para sembrar en un SDS-PAGE)

Buffer  B: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris.Cl, 8M urea, pH=8

Buffer  C: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris.Cl, 8M urea, pH=6,3

Buffer  E: 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris.Cl, 8M urea, pH=4,5
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