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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada y regulada que se caracteriza por
no causar ningun tipo de respuesta inflamatoria [1]. Es esencial durante el desarrollo de
organismos multicelulares y también en el mantenimiento de la homeostasis en los
tejidos adultos. Por eso, un aumento o disminucién de la frecuencia de apoptosis puede

desencadenar enfermedades tales como el cancer o patologias neurodegenerativas [2].

Existen dos vias que activan la apoptosis, segun el agente inductor: la via extrinseca y la
via intrinseca, también llamada via mitocondrial [3]. La via extrinseca comienza con la
unién de factores extracelulares (p. ¢j. FasL y TNF-a) a sus receptores de membrana y
provoca la activacion de diversas caspasas en cascada (caspasas 3, 7 y 8, entre otras),

que son necesarias para ejecutar la muerte celular por apoptosis.

La via mitocondrial, en cambio, es causada por estimulos intracelulares como el dafio
irreversible al DNA o el exceso de estrés oxidativo, que causan la permeabilizacion de
la membrana mitocondrial externa (PMME). Consecuentemente, se liberan factores
apoptogénicos al citosol, como el citocromo ¢, AIF y Smac/DIABLO que desencadenan
la formaciéon de un complejo proteico llamado apoptosoma. Este estd compuesto por
algunos de los factores mencionados y otras proteinas como APAF1, y es capaz de
reclutar y activar una caspasa iniciadora: la caspasa 9. A continuacion, ésta activa en
cascada a otras caspasas ejecutoras, tales como las caspasas 3 y 7, que llevaran a cabo la

apoptosis [4].

La PMME se considera el punto de no retorno en la cascada apoptotica [3,4] y esta
mayoritariamente regulada por la familia de proteinas BCL-2 (B-cell lymphoma-2).
Estas se localizan sobre todo en la membrana mitocondrial externa y se clasifican en
tres grupos segun su funcidon y su contenido en dominios de homologia con BCL-2
(dominios BH) [5], proteina que dio nombre al grupo: i) las proapoptéticas
multidominio (BAX, BAK y BOK), ii) las proapoptoticas “BH3-only” (BIM, BID,
BAD, etc.) y iii) las antiapoptéticas multidominio (BCL-2, BCL-XI1, BCL-B, BFL-1,
etc.). Todos los miembros multidominio, tanto los proapoptdticos como los
antiapoptdticos, adoptan una conformacidon globular similar [2], con una hélice
hidrofobica central (a5) rodeada por siete hélices anfipaticas (al-4 y a6-8). Se
denominan asi porque poseen entre tres y cuatro dominios BH (BHI-BH4) y un
dominio transmembrana (TM) mediante el cual se pueden anclar a la membrana
mitocondrial externa (MME). En cambio, las proteinas “BH3-only” s6lo contienen el
dominio BH3 aparte del dominio TM [6].



Las proteinas BCL-2 forman una red de interacciones que regula la PMME [7]. Los
miembros “BH3-only” son activados por los estimulos apoptoticos mencionados
anteriormente [8]. Entonces, los miembros “BH3-only” activadores (p. €j. BID y BIM)
se pueden unir directamente a los proapoptdticos multidominio (BAX y BAK). Esto
permite a los segundos anclarse a la MME, oligomerizar y formar poros que efectiian la
PMME. Los miembros antiapoptoticos bloquean este proceso secuestrando tanto a los
“BH3-only” activadores como a las propias proteinas proapoptdticas multidominio.
Asimismo, hay otros miembros “BH3-only” denominados sensibilizadores que
posibilitan la PMME de forma indirecta, uniéndose a los miembros antiapoptéticos y
evitando que secuestren a los “BH3-only” activadores o a los proapoptoticos

multidominio.

Se ha observado que la mayoria de las interacciones de esta red ocurren mediante el
mecanismo “BH3-in-groove” [9,10], es decir, una proteina inserta su dominio BH3 en
un bolsillo hidrofébico presente en la otra. Hay 5 residuos hidrofébicos esenciales en
esta union (hO a h4) y también se forma un puente salino entre un residuo de Asp

conservado en el dominio BH3 y un residuo de Arg en el bolsillo de la otra proteina [2].

La proteina antiapoptdtica BCL-B

BCL-B fue el altimo miembro antiapoptotico identificado de la familia BCL-2 [11].
Esta proteina destaca porque su secuencia comparte un nivel bajo de identidad (25%)
con la del resto de miembros de su grupo y apenas ha sido caracterizada. Se ha
observado que su expresion es ubicua en los tejidos humanos [12] y esta sobreexpresada
en varios tipos de céancer, tales como el de colon, pancreas y algunos tipos de leucemia.
Ademas, un aumento en el nimero de copias del gen de BCL-B ha sido relacionado a

una mayor resistencia a los firmacos antineoplésicos [11].

En estudios previos se ha comprobado que esta proteina es capaz de bloquear la
apoptosis inducida por BAX, pero no BAK [11, 13]. Sin embargo, el mecanismo que

subyace a esta inhibicion queda todavia por dilucidar.

Por esta razon, en este trabajo se ha disefiado un mutante de BCL-B (R86D) que
provoca la disrupcion del puente salino Arg-Asp, esencial para la interaccion “BH3-in-
groove” con miembros proapoptoticos. De esta manera, se desea analizar si BCL-B
gjerce su accion antiapoptotica por el mecanismo mencionado. Al mismo tiempo, dado
que todavia ningin grupo ha conseguido expresar y purificar de forma eficiente este
miembro de la familia BCL-2, otro objetivo de este trabajo es la optimizacién de ambas

etapas.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1. GENERACION DEL MUTANTE BCL-B R86D
2.1.1. Mutagénesis de BCL-B

Se parti6 del plasmido pGEX-6p con el constructo de 48 kDa que contiene el gen de la
proteina BCL-B con una etiqueta de GST N-terminal y otra etiqueta de 6 histidinas en el
extremo C-terminal (Figura 1). La secuencia posee sitios de corte para la proteasa del
rinovirus humano (HRV) y la proteasa del virus del grabado del tabaco (TEV) para
cortar la etiqueta de GST y la cola de polihistidinas, respectivamente. El gen de BCL-B
carece de la secuencia codificante para los 20 aminoécidos C-terminales, ya que en
anteriores trabajos se habia descrito que estos disminuyen mucho la solubilidad de la

proteina y la eficiencia de purificacion [11].

PGEX-6p— 3 TM—;:.Glz:-c-sp

HRV TEV

Figura 1. Esquema del constructo utilizado para la mutagénesis y expresiéon de BCL-B. Las flechas sefialan
lugares de corte para las proteasas indicadas.

El plasmido pGEX-6p-BCL-B fue sometido a mutagénesis dirigida por PCR usando
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies). El mutante R86D
se consiguid utilizando los siguientes cebadores: forward 5’-GTCCGACCTGG
GGTGATGTGGTGACCCTG-3’ y reverse 5’-CAGGGTCACCACATCACCCCAGGT
CGGAC-3’. Ambos fueron sintetizados por Sigma Aldrich y tenian una temperatura de
fusion (Tm) de 82,7°C y un contenido en GC de 65,5%. Las muestras para PCR se
prepararon siguiendo el manual del propio kit (1 ng/uL del pladsmido molde, 2,5 ng/uL
de cada cebador, 5 uL 10x tampon de reaccion, 10 mM mezcla de dNTPs, 2,5 U de
DNA polimerasa Pfu Turbo y ddH>O hasta 50 pL). Las condiciones en que se realizo la

PCR se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de cada etapa de la PCR.

Paso Temperatura (°C) | Tiempo (min) | N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 1
Desnaturalizacion 95 1
Hibridacion 55 1 30
Extension 72 10
Extension final 72 12 1




El producto de la PCR fue incubado durante 90 min a 37°C con la endonucleasa Dpnl,
que degrada el DNA molde metilado por Escherichia coli. De esta forma, se aisld la

forma mutada del plasmido que después se uso para transformar E. coli DH5a.
2.1.2. Transformacion de bacterias competentes

Se incubaron 50 pL de bacterias E. coli DH5a con 100 ng de DNA plasmidico durante
30 min en hielo. Entonces se realizd un choque térmico a 42°C durante 60 s y se
volvieron a incubar en hielo durante 10 min. Después se afiadi6 1 mL de medio Luria
Broth (LB) a las células y se mantuvieron en agitacion suave a 37°C durante 1 h. A
continuacion, se centrifugaron a 8000x g durante 1 min y las células sedimentadas
fueron resuspendidas en 100 uL. de LB. Por ultimo, se sembraron en placas de agar con
antibidtico y se cultivaron a 37°C durante toda la noche para permitir inicamente el

crecimiento de las colonias con el plasmido de interés.
2.1.3. Extraccion del DNA plasmidico

Se seleccionaron aleatoriamente varias colonias de la placa y se cultivaron por separado
en 10 mL de medio LB con antibiotico (ampicilina, 100 ug/mL). A partir de ahi, la
purificacion del DNA plasmidico se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del kit
comercial QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). La concentracion final de DNA y su
pureza se determinaron midiendo la absorbancia a 260 nm y el ratio Azso/Axso,
respectivamente. Finalmente, se secuencid (Secugen) cada colonia para verificar la

presencia de la mutacion.
2.2. EXPRESION Y PURIFICACION DE BCL-B SILVESTRE (WT) Y R86D
2.2.1. Ensayos de expresion de BCL-B WT

Para testar la expresion de BCL-B WT, se transformaron células E. coli como se
describe en la seccidon anterior, se seleccionaron varias colonias de la placa y se
inocularon en 10 mL de medio liquido con antibiotico. Los cultivos se incubaron en
agitacion a 37°C durante toda la noche y al dia siguiente se escalaron inoculando 500
puL en 15 mL de medio fresco con el antibiotico correspondiente. Estos cultivos se
incubaron de la misma forma que los anteriores hasta que llegaron a una densidad 6ptica
a 600 nm (ODsoo) especifica. Entonces se indujo la expresion de proteina mediante la
adicion de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). El cultivo se mantuvo en
agitacion durante 18 h a 18°C. Finalmente, las bacterias se recogieron por

centrifugacion a 8000x g durante 1 min y se analizaron mediante SDS-PAGE al 15%.



También se realizO un Western Blot para verificar la presencia de BCL-B usando

anticuerpos monoclonales anti-GST y anti-histidinas (Santa Cruz Biotechnology).

Este ensayo se realizd en diez cepas distintas de la bacteria y también se prob6 en dos
medios de cultivo diferentes (Luria Broth y Terrific Broth), varias ODgoo de induccion
(0,4 a 1,6) y dos concentraciones de IPTG (0,1 mM y 0,5 mM).

Las cepas de E. coli testadas fueron las siguientes: BL21, habitualmente usada para la
expresion de todo tipo de proteinas recombinantes; BL21CodonPlus (BL21C+) y
Rosetta, que contienen copias adicionales de genes de tRNAs poco comunes en E. coli
para mejorar la expresion de proteinas heterdlogas; Rosetta-gami, que permite una
mejor formacidén de puentes disulfuro en las proteinas que expresa; C41, C43 y sus
variantes con pLys, especializadas en la sintesis de proteinas toxicas para E. coli; y por
ultimo, M15 y SG, que contienen multiples copias del plasmido pREP4 con el gen lacl,

el cual permite un control mas restrictivo de la expresion basal de la proteina de interés.
2.2.2. Purificacion de GST-BCL-BAC-6His WT y R86D

La expresion se realizd en E. coli BL21C+, inoculando varias colonias en 250 mL de
LB con antibidtico e incubando el cultivo en agitacion a 37°C durante la noche. A
continuacion se hizo el escalado a 1 L de medio de cultivo para realizar la induccion tal
y como se ha descrito anteriormente. Finalmente, las células se recogieron por
centrifugacion a 5000x g durante 15 min a 4°C usando una centrifuga Beckman Coulter
con el rotor JLA-9.100. El sedimento de bacterias se almacendé a -80°C hasta el

momento de la purificacion.

Los sedimentos de bacterias se resuspendieron en tampén A (150 mM NaCl, 50 mM
Na;HPO4, 1 mM EDTA, 1 mM TCEP, 10% glicerol a pH 7,4) suplementado con 1
mg/mL de lisozima, inhibidores de proteasas bacterianas (cOmplete™ EDTA-free,
Sigma-Aldrich) y 2,5 pg/mL de DNasa. Las células fueron lisadas con un
homogeneizador Emulsiflex-C5 a 17000 psi y el lisado fue centrifugado a 30000x g
durante 30 min a 4°C. Se desechd el sedimento y el sobrenadante se hizo pasar por

filtros Millex-GP de tamafio de poro 0,45 pum.

Para el primer paso de purificacion se utilizé una columna de Glutation Sepharosa 4B.
Por cada 2 L de cultivo se us6 1 mL de microesferas de la columna preequilibradas con
tampon A, que conformaron el lecho de la columna de afinidad. Los sobrenadantes
fueron incubados durante 2 h a 4°C con las microesferas para permitir una unién
eficiente de GST a las mismas. A continuaciéon se empaco la columna con la proteina

unida a las microesferas, se lavd con 20 volumenes de columna (CV) de tampon A y se



eluyd en 5 mL de tampon B (150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO4, 1 mM TCEP, 10 mM
imidazol, 10% glicerol a pH 7,4) suplementado con 20 mM glutation.

En el siguiente paso, el volumen eluido fue incubado con 2 mL de microesferas de
agarosa con Ni-NTA lavadas y preequilibradas con tampon B durante 2 h a 4°C. A
continuacion las microesferas con la proteina unida se empacaron y se lavaron dos
veces con 20 CV de tampon B y se eluyeron con 1 mL de tampén B con 400 mM

imidazol.

Finalmente, la proteina se cargd en una columna Superdex 75 (GE Healthcare) de
tamizado molecular para retirar el imidazol y testar la naturaleza monomérica de BCL-
B. En todos los pasos de la purificacion se tomaron muestras para analizarlas por SDS-

PAGE al 15% y tincion azul de Coomassie.
2.3. ENSAYOS EN SISTEMAS RECONSTITUIDOS

2.3.1. Preparacion de vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles,
LUVs) con ANTS-DPX

Los LUVs fueron preparados con una mezcla de cuatro lipidos en proporciones molares
45:30:10:15 (PC:PE:PI:CL), mimetizando la composicion de la membrana mitocondrial
externa [14,15]. Los lipidos disueltos en cloroformo se mezclaron en las proporciones
mencionadas y el disolvente organico fue retirado por evaporaciéon con nitrégeno
gaseoso y una posterior incubacion en vacio durante 1h 30 min. Los lipidos secos se
resuspendieron en tampon KHE (100 mM KCI, 10 mM HEPES, 0,1 mM EDTA a pH 7)
con 12,5 mM 4cido 8-aminonaftaleno-1,3,6-trisulféonico (ANTS) y 45 mM bromuro de
p-xileno-bis(piridinio) (DPX). A continuacion se realizaron 10 ciclos de
congelacion/descongelacion y después se sometieron 10 pasos de extrusion a través de
dos membranas de policarbonato con tamafio de poro de 0,2 um [15,16]. Asi se
obtuvieron LUVs que finalmente se hicieron pasar por una columna PD-10 para
separarlos del ANTS-DPX libre.

2.3.2. Ensayo de liberacion de ANTS-DPX

Los LUVs de 200 nm encapsulados con ANTS y DPX se incubaron con BAX, ¢BID y
BCL-B en diferentes proporciones proteina:lipido. La concentracion total de lipido fue
de 100 uM en todos los experimentos. La liberacion de ANTS-DPX se sigui¢ a 25°C
mediante un espectrofluorimetro AMINCO-Bowman Series 2 usando Aex = 350 nm y
Aem = 530 nm, con 8 nm de paso de banda en ambos. Las intensidades de emision se

registraron durante 10 min. Se tomo6 como valor minimo la intensidad de emision de la



suspension de LUVs antes de afadir las proteinas y el valor méximo fue la intensidad de

fluorescencia tras la ruptura total de los LUVs por la adicion de 0,5% Tritén X-100.
2.4. ENSAYO DE PERMEABILIZACION DE MITOCONDRIAS

Se cultivaron fibroblastos embrionarios de raton (MEF) doble “knock-out” de delecion
para BAX y BAK [15] hasta llegar a la confluencia, momento en que se recogieron y
resuspendieron en tampon de aislamiento mitocondrial (MIB) (210 mM manitol, 70
mM sacarosa, | mM EDTA, 10 mM HEPES a pH 7,5) con inhibidores de proteasas.
Luego se homogeneizaron sometiéndolos a 2 ciclos de 30 pulsos en un homogeneizador
de células eucariotas (Potter-Elvehjem). El homogeneizado se centrifugd primero a
600x g durante 10 min a 4°C, tras lo cual se descart6 el sedimento y el sobrenadante se
volvio a centrifugar a 7000x g para obtener un sedimento enriquecido en mitocondrias.

Estas fueron resuspendidas en tampdn MIB, isosmotico para las mitocondrias.

Para cada condicion experimental se usaron 30 pg de proteina total de la fraccion
enriquecida en mitocondrias, que se midid por el método de Bradford (BioRad). Las
mitocondrias se incubaron con concentraciones variables de BAX, ¢BID y/o BCL-B
WT/R86D en tampodn de reaccion (125 mM KCI, 5 mM KH>PO4, 2 mM MgCl, 1 mM
DTT y 10 mM HEPES a pH 7,2). Todos los experimentos se llevaron a cabo a 30°C
durante 30 min, tras los cuales las mezclas de reaccion se centrifugaron a 14000x g
durante 10 min. Los sobrenadantes y sedimentos se analizaron por separado a SDS-
PAGE al 15% y posteriormente se realizaron Western Blots utilizando anticuerpos anti-

citocromo c y anti-TOM20 (BD Biosciences).

3. RESULTADOS

3.1. OBTENCION DEL MUTANTE BCL-B R86D

El plasmido pGEX-6p-BCL-B se mutd6 por PCR para

obtener la forma de BCL-B que contiene la mutacién R86D 5k

del bolsillo hidrofébico. Posteriormente, el producto de PCR

se migrd en un gel de agarosa al 1% (Figura 2) y se observo

una banda intensa de 5 kb, cercana a la longitud del 2k

plasmido (5,5 kb). Finalmente, se secuencioé para constatar

que la mutacion habia tenido lugar.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa (1%) del producto de la PCR mutagénica. La primera calle
contiene los marcadores de peso molecular y en el centro se muestra el control negativo (-), que corresponde a
la PCR realizada sin la DNA polimerasa Pfu. A la derecha esta el plasmido amplificado (5,5 kb) que porta la
mutacion de interés, sefialado por la flecha.



3.2. EXPRESION HETEROLOGA DE BCL-B

Para optimizar la expresion heterologa de BCL-B WT en E. coli, se testd su expresion
en varias cepas y se modificaron las condiciones de expresion: la ODsoo a la que se

indujo con IPTG, la concentracion de IPTG y los medios de cultivo (LB y TB).

En primer lugar se hizo el test de expresion en diferentes cepas. Tras inducir la
sobreexpresion de BCL-B WT, se realizo6 una SDS-PAGE (15%) y tincion azul de
Coomassie para analizar los niveles de expresion de la proteina (Figura 3). La
sobreexpresion dio como resultado la aparicion de varias bandas nuevas respecto al
control. Una de ellas correspondia a un peso molecular de aproximadamente 45 kDa,
cercano al del constructo GST-BCL-BAC-6His. Finalmente, se confirmo por Western
Blot (WB) que esta banda correspondia al constructo de interés (Figura 4). Las bandas
de menor peso molecular que también eran detectadas en el WB se atribuyeron a

productos de degradacion de la proteina.

BL21 BL21C+ c41 C41 plys
45 kDa-
31 kDa-
04!3 C43 .pLys F\’ps
+ o+ -+ o+ - + +
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Ros-gami M15 SG
I- + +I I - + + e - -I: + ‘
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Figura 3. Analisis de la expresion de BCL-B WT en diferentes cepas de E. coli. Se muestra el control sin
inducir (-) y los dos cultivos de cada cepa inducidos con IPTG (+). La flecha sefiala la banda control utilizada para
calcular el nivel de sobreexpresion de BCL-B.

A continuacion, para analizar en cual de las cepas se consigue un mejor rendimiento de
expresion de BCL-B, se midio la intensidad de la banda correspondiente a BCL-B y se
compar6 con un control- una banda cuya intensidad era constante tanto en los cultivos
inducidos como en los no inducidos (flechas de la Figura 3). De esta forma se observo

que la cepa BL21C+ expresa mayores niveles de BCL-B que el resto.

En el siguiente experimento se compararon los niveles de expresion de BCL-B WT en

BL21C+ modificando la ODsoo a la que se indujo con IPTG. Como se muestra en la



Figura §, la cantidad de proteina expresada disminuye conforme la ODgoo de induccion

aumenta. Por tanto, los resultados sugieren que la mejor opcion es inducir con IPTG a
una ODgoo de 0,4.

BL21 BL21C+  CAf C41 plys
T oy -;- + ﬁ-—+
WD [T e @aper wwws> e | GSTBCL-B
A 25¢0a .
BL21 BL21C+  CAf C41 plys
50kD T+ .+ + -+ + - + 4
= - e e—em o — | .GSTBCLB
B  25kDa — e =

Figura 4. Deteccion de la sobreexpresion de BCL-B WT en diferentes cepas bacterianas mediante WB. Se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti-GST (A) y anti-histidinas (B). A diferencia de los controles sin inducir (-),
BCL-B se detecta en los cultivos inducidos (+) de todas las cepas, si bien los mayores niveles de expresion se
consiguen mediante la cepa BL21CodonPlus.

04 0,6 08 1,0 13 1,6

45 kDa- ———— e ———— — - — GST-BCL-B
31 kDa-

Figura 5. Estudio de la expresion de BCL-B WT en la cepa BL21C+ inducida con IPTG a diferentes ODgoo. Se
observa como la intensidad de la banda correspondiente a la proteina completa decrece gradualmente cuanto
mayor es la ODsoo de induccion.

Finalmente, se realizo el ensayo de expresion de BCL-B WT en BL21C+ usando dos
medios de cultivo distintos (LB y TB) e induciendo con concentraciones de IPTG
diferentes (0,1 mM y 0,5 mM). Los resultados sugieren que los niveles de expresion son
similares en los dos medios de cultivo testados, y ademas, el uso de 0,5 mM de IPTG

tampoco supone una gran mejora de la expresion de la proteina.

Tras obtener estos resultados, se procedido a expresar la version mutante de BCL-B
(R86D) en BL21C+ y se observo que los niveles de expresion se asemejaban mucho a

los conseguidos con la version silvestre.
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3.3. PURIFICACION DE BCL-B

La purificacion de se llevo a cabo en tres pasos que consisten en cromatografias de
afinidad a i) glutation, ii) a metales inmovilizados (Ni** en este caso) y iii) un paso de
tamizado molecular final. El seguimiento de cada una de las etapas se realizé por SDS-

PAGE al 15% (Figura 6A).
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Figura 6. A) Analisis de cada etapa de purificacion de BCL-B. GST es la columna de Glutatién Sepharosa 4B y
His indica la columna de agarosa Ni-NTA. Las calles de cada una corresponden a las siguientes fracciones: L
corresponde al lisado celular, NB a la fraccién no unida a la columna, W al paso de lavado, E al volumen eluido y B
a la fraccién que permanece unida. La Ultima alicuota (F) proviene de la fraccion 8 del cromatograma de la columna
de tamizado molecular. La flecha sefiala la banda correspondiente a GST-BCL-B. B) Cromatograma de la
columna Superdex 75 de tamizado molecular. Los marcadores de peso molecular (flechas azules) sugieren que
el pico principal corresponde a GST-BCL-B monomérica.

Se puede observar que mediante la columna de Glutation Sepharosa 4B se elimina la
mayoria de contaminantes. En la fraccion eluida de esta columna hay tres bandas
principales que corresponden a la proteina completa (indicada con una flecha en la
figura) y a posibles productos de degradacion. En el siguiente paso de purificacion, la
columna de Ni-NTA consigue aumentar notablemente la proporcion de BCL-B respecto
a los otros dos fragmentos contaminantes, aunque no consigue deshacerse

completamente de ellos.

Finalmente, la columna de tamizado molecular Superdex 75 se us6 para separar la
forma monomérica de BCL-B de los agregados proteicos y de los productos de
degradacion detectados en el gel de poliacrilamida. Tal y como se muestra en el
cromatograma de la Figura 6B, la mayoria de la proteina se encontraba en estado

monomérico, aunque también se observa una pequefa fraccion que probablemente sea
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la proteina en estado oligomérico o agregado. Las fracciones que contenian la proteina

pura (n° 6 a 9) fueron recogidas para realizar los siguientes experimentos.
3.4. ENSAYOS FUNCIONALES CON BCL-B
3.4.1. Ensayos de liberacion de ANTS-DPX en LUVs

En el siguiente experimento se analizo la capacidad de las proteinas proapoptdticas
BAX y cBID para generar poros en la membrana de LUVs con una composicion
lipidica que imita la MEM, tanto en presencia como en ausencia de BCL-B silvestre y
R86D.

Para ello, los LUVs fueron encapsulados con el fluor6foro ANTS y el atenuador DPX,
que es capaz de apagar la fluorescencia del primero cuando se encuentra a una distancia
suficientemente cercana. Solo al provocar disrupciones en la membrana de las vesiculas
lipidicas por accion de BAX y cBID se liberarian ambos al exterior, alejandose y

permitiendo la emision de fluorescencia por parte del ANTS [14-16].

A 70 B 70
X< 60 > 60
Q i
9 50 o 50
= =
j"fg 40 3 40
S 30 S 30
8 g2
= 10 = 10
0 o rd
0 200 400 600 0 200 400 600
Tiempo (s) Tiempo (s)
70 Figura 7. Ensayos de permeabilizacién de LUVs. A)
C Cinéticas de liberacion de ANTS-DPX mediada por
> 60 BAX y cBID (ambas a 150 nM) en ausencia (azul) y
0':‘,.) 50 presencia (verde) de BCL-B WT en proporciones
= equimolares. La linea amarilla corresponde a BCL-B
< 40 WT 150 nM en ausencia de proteinas proapoptoticas.
g 30 B) Mismo experimento realizado con BCL-B R86D.
k= C) Cinéticas de liberacion de ANTS-DPX con BAX'y
g 20 ¢BID (ambas a 150 nM) en ausencia (azul) y presencia
la_;_ 10 de diferentes proporciones de BAX/cBID:BFL-1 (1:1 en
gris, 1:2 en rojo y 1:3 en morado). La linea naranja
0 corresponde a BFL-1 450 nM en ausencia de
0 200 400 600 proteinas proapoptéticas. Todas las cinéticas son el
Tiempo (s) promedio de dos experimentos independientes.

Tras incubar los LUVs con BAX, c¢BID y/o con BCL-B WT y R86D en las mismas

proporciones proteina:lipido, se obtuvieron las cinéticas de liberacion de las Figuras 7A
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y 7B. Se observa que la liberacion de ANTS-DPX por parte de BAX y cBID es
sustancialmente inhibida por BCL-B WT en proporciones equimolares. Sin embargo, el
mutante de BCL-B no tuvo apenas efecto sobre BAX y ¢BID. También se constatd que
BCL-B WT y R86D, al ser incubadas en ausencia de las proteinas proapoptoticas,

apenas provocaban la permeabilizacion de los LUVs.

Por otra parte, el efecto de BCL-B se compardé con el de BFL-1, otro miembro
antiapoptotico mejor caracterizado de la familia BCL-2 (Figura 7C). En este caso, la
grafica muestra que BFL-1 inhibe con menor potencia la liberacion de ANTS-DPX, ya
que para conseguir el mismo porcentaje de permeabilizacion que BCL-B a 150 nM,
BFL-1 debe encontrarse a una concentracion aproximadamente 3 veces mayor.
Asimismo, se puede observar que la cinética de liberacion tiene una forma totalmente
distinta a la de BCL-B.

3.4.2. Ensayos de permeabilizacion de mitocondrias

Finalmente, se testd la capacidad de ambas formas de BCL-B para inhibir la
permeabilizacion de mitocondrias aisladas por la accion conjunta de BAX y cBID. Para
ello, las mitocondrias se trataron con estas dos proteinas proapoptoticas en presencia y

ausencia de BCL-B (tanto WT como R86D) a diferentes concentraciones (Figura 8).

[BCL-B] (nM) 0 1000 100 200 1000 1000 100 300 1000
BAX + - + + + - + " .
cBID + - + + + - + + +
17 kDa- | 7
(s)
~ Citocromo ¢
17 kDa-
(p)
- TOM20

Figura 8. Ensayo de permeabilizacion de mitocondrias aisladas. La liberacion de citocromo ¢ se detectd
realizando un WB con anticuerpos anti-citocromo ¢ del sobrenadante (s) y el sedimento (p) por separado. También
se usaron anticuerpos anti-TOM20 como control de la cantidad de mitocondrias analizada. La concentracién de
BAX'y ¢BID fue de 50 nM y 20 nM respectivamente en todas las condiciones testadas.

Se puede observar como BAX y cBID producen una permeabilizacion completa en
ausencia de BCL-B, ya que todo el citocromo c estd presente en el sobrenadante.
Asimismo, ni BCL-B WT ni la forma mutada producen la permeabilizacion de las

mitocondrias en ausencia de proteinas proapoptodticas.
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Sin embargo, cuando estan presentes, BCL-B WT es capaz de inhibir parcialmente la
liberacion de citocromo ¢ cuando su concentracion es alta (1000 nM), mientras que el

mutante R86D no lo hace en ninguna de las condiciones ensayadas.
4. DISCUSION

En primer lugar, se han conseguido expresar eficientemente tanto la forma silvestre de
BCL-B como la mutante en el bolsillo hidrofobico (R86D), haciendo uso de la cepa
BL21CodonPlus de E. coli. Los ensayos de expresion han mostrado que se consiguen
mejores niveles de produccion cuando la induccion se realiza a una ODgoo de 0,4. Esto
puede deberse a que ninguna de las formas de BCL-B resulta toxica para la bacteria,
observacion que estd apoyada por el hecho de que el uso de cepas especializadas en la
expresion de proteinas toxicas para E. coli (C41 y C43) no supone una ventaja (Figura
3). También se ha concluido que no hay apenas diferencias entre el uso de LB y TB,
ademas de que la adicion de una concentracion de IPTG mayor de 0,1 mM no supone

una gran mejora en el rendimiento de expresion de esta proteina.

En cuanto a la purificacion, cabe destacar que usando el constructo GST-BCL-BAC-
6His, los dos pasos de cromatografia de afinidad y el paso final de tamizado molecular
han conseguido aislar la forma monomérica de la proteina con un alto grado de pureza.
Aun asi, todavia hay lugar para la mejora, ya que la cantidad de proteina pura que se

obtiene al final es relativamente baja.

Los ensayos de liberacion de ANTS-DPX han mostrado que, tal y como se ha descrito
en estudios anteriores [15,16], los experimentos con LUVs que mimetizan la
composicion natural de la MME pueden ser utiles a la hora de caracterizar y cuantificar
el efecto de las proteinas de la familia BCL-2. Las pruebas realizadas en este trabajo
sugieren que BCL-B silvestre inhibe la accion de BAX y cBID en sistemas
reconstituidos, confirmando su funcién antiapoptdtica. Al mismo tiempo, el mutante
R86D no presenta actividad inhibitoria alguna sobre la permeabilizacion de los LUVs,

lo cual apoya la hipotesis inicial de este trabajo.

Por otra parte, el hecho de que la cinética de liberacion de BFL-1 tenga una forma
diferente a la de BCL-B y ademas su efecto inhibitorio sea menor puede deberse a que
BCL-B es capaz de unirse tanto a BAX como a c¢BID para efectuar su accion inhibitoria,
mientras que BFL-1 se une preferentemente a cBID (es un antagonista selectivo de
BAK, no de BAX) [17].



14

Finalmente, los ensayos con mitocondrias parecen sugerir de nuevo que la accidén
antiapoptdtica de BCL-B tiene lugar mediante la interaccion “BH3-in-groove” con
miembros proapoptoticos, tal y como efectiian su accion otras proteinas antiapoptoticas
multidominio [2,7]. Ademas, estos experimentos muestran que la proporcion BCL-
B:BAX/cBID necesaria para inhibir la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa es mas alta que la de los experimentos en LUVs. Esta diferencia puede deberse
a que las mitocondrias contienen otras proteinas antiapoptoticas de la familia BCL-2, a
diferencia de los LUVs. Ademas, la composicion de la membrana mitocondrial externa
es mucho mas compleja y la distribucién de los lipidos no es uniforme. De hecho,
algunos trabajos sugieren la existencia de microdominios con alto contenido de
cardiolipina en la membrana mitocondrial externa [18,19] —ausentes en los LUVs—, los
cuales podrian promover la oligomerizacion de BAX y la posterior permeabilizacion de
la MME.

5. CONCLUSIONES

En resumen, mediante este trabajo se ha conseguido mejorar el rendimiento de la
expresion heterologa y purificacion de BCL-B, si bien la cantidad de proteina que se
obtiene es todavia baja. Por otra parte, los resultados experimentales obtenidos tanto en
sistemas reconstituidos como en mitocondrias aisladas apoyan la idea inicial de que
BCL-B se une directamente a proteinas proapoptdticas mediante una interaccion “BH3-

in-groove” para ejercer su accion antiapoptotica.

De cara al futuro, la interaccion “BH3-in-groove” de BCL-B con las proteinas
proapoptoéticas podria caracterizarse mejor realizando experimentos con mutantes de la
proteina en otros residuos del bolsillo hidrofobico (p. €j. los residuos h0O a h4). Ademas,
también seria interesante realizar mds experimentos en sistemas reconstituidos y
mitocondrias aisladas con otras proteinas proapoptoticas “BH3-only”, con el fin de
analizar la selectividad que tiene BCL-B hacia cada miembro, de forma que se pueda

tener una idea mejor de su funcidn en el organismo.
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