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SARS-CoV-2 y proteina Spike Introd
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Sistemas de expresion

Sistemas de expresion
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Desarrollo de bioprocesos en E. coli BL21
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(Rosano et al., 2019), (Mikami et al., 2008).

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
eduadon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Justifi
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Objetivos e Hipotesis

Objetivo general Objetivos especificos

1 |
. ) Expresion heterdloga de la proteina Spike de SARS-Cov-2 en
Obtener y purificar la proteina . . . . -
i Escherichia coli BL21 aplicando el sistema pET que utiliza un
Spike de SARS-Cov-2. — . . o
promotor inducible por IPTG para controlar la biosintesis de

Spike.

] Purificacidon de la proteina Spike mediante cromatografia de W
— afinidad de niquel con el fin de facilitar la eliminacién de toxinas |

0% 37
o/ 0 & y residuos innecesarios.
g
Lk

Aplicar la técnica de electroforesis SDS-PAGE a fin de verificar la = . = '

-~
= -

- ™

presencia de Spike producida por Escherichia coli BL21.

El sistema procariota Escherichia coli BL21 es capaz de producir la proteina
Hipotesis —> recombinante Spike del SARS-CoV-2 vy su purificacion se puede realizar mediante

cromatografia de afinidad de niquel.
7 ESPE
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Verificacion del plasmido pGBW-m4046865
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Purificacidon de plasmido a partir de E. coli JIM109
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Electroforesis

120 v, 300 mAm,
t=35min




Transformacion de plasmido pGBW-m4046865 en E. coli BL21
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Estandarizacidn de induccion para E. coli BL21

Induccién de Spike mediante IPTG (0.5-0.6 0.D.600)
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Estandarizacion de lisis para E. coli recombinante
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Verificacion de producto de lisis E. coli BL21 mediante
Western Blot
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Purificaciéon mediante cromatografia de intercambio idnico (IEX) y
de afinidad de niquel (AC) para producto de lisis de E. coli BL21

Metodologia

Combinacion de IEX y AC para la purificacion de Spike E. coli BL21
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Verificacion del plasmido pGBW-m4046865 Res
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Estandarizacién de induccién por IPTG en E. coli BL21

recombinante

Cinética de crecimiento E. coli recombinante aplicando IPTG

2.0

1.5

1.0

0.D.600

0.5

0 10 20 30
Tiempo (h)

Nota. La cinética de crecimiento fue evaluada cada hora hasta 24h,
las repeticiones tuvieron los siguientes tratamientos a 1ImM [IPTG] y
37° C(A), ImM [IPTG] y temperatura ambiente (B), 0.5mM [IPTG] y
37°C(C), 0.1 mM y [IPTG] 37°C (D). La grafica fue realizada con
GraphPad Prism 8.

(Dvorak et al., 2015)

O 0 ® >

Resultados y Discusion

SDS-PAGE de cinética de crecimiento E. coli BL21

kDa

1801f——
115

82~
64-

49+
37

26+

19
154 |—

Nota. Expresion transitoria de RBD (35kDa) y S2 (62kDa) del
tratamiento C con 0.5mM [IPTG], 37°C, 210rpm. Se cargo 10uL de
muestra con tampon de carga 2X (4%SDS) (1:2), el marcador utilizado
fue Bench Marck (180kDa), el gel de poliacrilamida
(%concentracion:4%, %concentracién:8%)
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Estandarizacion de lisis celular para
biomasa de E. coli BL21 recombinante Result

1 6 7 8 9
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49 4 - i {149
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15 v : -15
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o
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Nota. Las repeticiones del tratamiento Ay B se aplicé un tampén lisis 5%v/v (20mM TrisHCI, Tritén X-100 (1%
v/v)), 137mM NaCl, 50uM EDTA pH 7.4). Se realizé una incubacién de 30 min en hielo (A y C) y sonicacién 5
min (1 min pulso/paro) solo para B. Se determind S1 (82kDa), S2 (62kDa) y RBD (35kDa). Se cargd 10ulL de

muestra con tampdn de carga 2X (4%SDS) (1:1). ?f E S p E

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

3), (Wingfield, 2014)



Western Blot para producto de lisis de E. coli BL21 _ .
recombinante Resultados y Discusion

kDa

180 -
115-

Spike (S2) 62kDa

Std  isis
Nota. La expresion heterdloga de E. coli BL21 se verificd mediante Western Blot después de realizar la lisis, utilizando un suero de ratén
(inmunizado con Spike) como anticuerpo primario mientras que se usé un antimouse IgG (Ref. ab197780) como anticuerpo secundario. Spike

(S2) mostré un tamafio de 62kDa. E S p E
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Purificacion mediante cromatografia de intercambio ionico y

de afinidad de niquel para producto de lisis de E. coli BL21

Cromatografia de intercambio anidnico (IEX)
para producto de lisis.
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Resultados y Discusion

Cromatografia de afinidad de niquel (AC)

[Proteina] (mg/mL)

0.20

0.19 4
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0.17 =

0.16 =

0.154

para el producto de IEX

Fracciones positivas aplicando AC

I 1 I L] 1
F1 F2 F3 F4 F5

Fracciones

Concentraccion de fracciones AC, purificacion final

Proteina (mg/mL)

c1 c2 c3 ca CcT

Concentrado de fracciones

Nota. Las fracciones positivas se puede observar en (1.3-1.8mg/mL) Ay (0.15-0.19mg/mL) C para IEX y AC
respectivamente, estas fracciones se concentraron mediante dispositivos Amicon 50K, la concentracién de cada
columna se encuentra en B y D para IEX y AC respectivamente, finalmente se obtiene una concentracion de
2.53mg/mL de Spike (D-CT).

(Abdulrahman & Ghanem, 2018), (Vanni et al., 2023).

& ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
£¢uADoR INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por cromatografia de

afinidad de niquel para la purificacion de Spike RESUItadOS V DiSCUSién
1 2 3 4 5

kDa

180 -
1154}

82-‘ ——

64 =
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6

< A\ 9 o
Std Q N & £ Q v

Nota. El producto de cromatografia por intercambio aniénico (P_IEX) se pasé a través de la columna de niquel donde las fracciones de lavado
eliminaron las proteinas que no tenian afinidad con niquel (Fr. Lavado 1 y Fr Lavado 2), por ende la proteina Spike se obtiene de la purificacion

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
CAMINO A LA EXCELENCIA

cromatografica de niquel (P_AC) mostrando a Spike (S2) de un tamafio de 62kDa. !@E E S P E

(Schaub et al., 2021)



Conclusiones

Se expreso Spike con un tamafio de 62kDa en E. coli
BL21 a una concentracion final de 2.53mg/mL.
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Caracterizacion de la
funcion de Spike
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(Mannar et al., 2022)
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