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PALABRAS CLAVE: DGAT3, metabolismo lipidico, expresion de proteinas, interaccion

proteina-membrana, fluorescencia.
RESUMEN:

El triacilglicerol (TAG) es la forma predominante de almacenamiento de energia en la mayoria
de los organismos eucariotas y constituye el principal componente de los aceites vegetales. Su
biosintesis puede ocurrir por varias vias, una de las cuales esta catalizada por la diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT). En plantas se han identificado diferentes isoformas, entre ellas
DGAT1, DGAT2 y DGATS3. A diferencia de DGAT1 y DGAT2, que son proteinas integrales de
membrana, DGAT3 es una proteina soluble y poco estudiada, de la que se espera su interaccion
con lipidos para ejercer su funcion. En este trabajo se llevd a cabo la expresion heterdloga y
purificacion de DGAT3. Se compararon dos muestras de la proteina: una purificada en el
laboratorio y otra proporcionada por la empresa GenScript. Ademads, se estudid su interaccion
con lipidos mediante ensayos de fluorescencia (anisotropia, quenching y leakage). Los
resultados indican que DGAT3 puede interactuar con bicapas lipidicas, especialmente aquellas
compuestas por lipidos anionicos como POPG o presentes en la membrana de los tilacoides.
Este tipo de investigacion permite identificar posibles factores que podrian favorecer la

acumulacion de lipidos en microalgas.
ABSTRACT:

Triacylglycerol (TAG) is the predominant form of energy storage in most eukaryotic organisms
and is the main component of vegetable oils. Its biosynthesis can occur through several
pathways, one of which is catalysed by diacylglycerol acyltransferase (DGAT). Different
1soforms have been identified in plants, including DGAT1, DGAT2 and DGAT3. Unlike
DGAT1 and DGAT?2, which are integral membrane proteins, DGAT3 is a soluble and poorly
studied protein, which is expected to interact with lipids to exert its function. In this work,
heterologous expression and purification of DGAT3 was carried out. Two samples of the protein
were compared: one purified in the laboratory and the other provided by the company
GenScript. In addition, its interaction with lipids was studied by fluorescence assays
(anisotropy, quenching and leakage). The results indicate that DGAT3 can interact with lipid
bilayers, especially those composed of anionic lipids such as POPG or present in the membrane
of the thylakoids. This type of research makes it possible to identify possible factors that could

favour lipid accumulation in microalgae.



1. INTRODUCCION
1.1. TAG

El triacilglicerol (TAG) es el principal componente de los aceites vegetales y representa la
forma predominante de almacenamiento de energia en la mayoria de los organismos eucariotas.
Estd compuesto por tres dcidos grasos esterificados a una molécula de glicerol (Fig. 1A),
ocupando las posiciones sn-1, sn-2 y sn-3 del mismo (Fig. 1B) [1]. En las plantas, el TAG se
acumula principalmente en las semillas, donde actiia como una reserva energética esencial para
la germinacion y el desarrollo inicial de las plantulas. Ademas, sirve como fuente de precursores
para la biosintesis de membranas y la sefializacion lipidica, que son procesos fundamentales

para el crecimiento y el desarrollo vegetal [2].

La biosintesis de TAG puede ocurrir por varias vias [3]. La mas estudiada es la via de Kennedy
(Fig. 1C), una ruta dependiente de acil-CoA que implica una serie de reacciones de acilacion
secuencial sobre la molécula de glicerol-3-fosfato [4]. El paso final y limitante de la via es
catalizado por la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT), que transfiere un grupo acilo desde el
acil-CoA a la posicion sn-3 del diacilglicerol (DAG) para formar el TAG [1]. Esta reaccion es
clave en la acumulacion de lipidos de almacenamiento y esta catalizada por diferentes isoformas

de DGAT en plantas: DGAT1, DGAT2 y DGAT3, entre las mas conocidas [5].
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Figura 1. A: estructura molecular del glicerol. B: estructura molecular del triacilglicerol. C: esquema
explicativo de la via de Kennedy para la biosintesis y acumulacion de TAG; GPAT (glicerol-3-fosfato
aciltransferasa), AGPAT (1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa), PAP (4cido fosfatidico fosfatasas),
DGK (diacilglicerol quinasa), DGAT (diacilglicerol aciltransferasa).



1.2. DGAT

En eucariotas se han identificado al menos cuatro tipos de DGAT: DGAT1, DGAT2, DGAT3 y
una forma adicional conocida como Wax Ester Synthase/DGAT (WS/DGAT). A pesar de tener
escasa similitud de secuencia entre si, estos tipos presentan actividades cataliticas convergentes,
transfiriendo un grupo acilo al DAG para formar TAG [6]. Los analisis filogenéticos sugieren
que provienen de linajes evolutivos distintos, agrupandose en clados separados, lo cual indica

una evolucion convergente de la funcion en distintas familias de proteinas [7].

DGAT1 y DGAT2 son proteinas integrales de membrana localizadas en el reticulo
endoplasmatico (RE) [8], mientras que DGAT3, a diferencia de los anteriores, es una proteina
soluble que ha sido localizada en el citoplasma [9] y cuya presencia se ha sugerido en el
cloroplasto de Arabidopsis [10]. Esta diversidad en localizacion subcelular y estructura sugiere

funciones especializadas o complementarias en distintos contextos celulares y fisiologicos [11].

Desde un punto de vista funcional, DGAT no solo influye directamente en el contenido total de
TAG en los tejidos vegetales, sino también en la composicion de los acidos grasos, el contenido
de aceite en semillas y su peso durante el desarrollo [12]. Por tanto, la caracterizacion y
manipulacion de los genes que codifican las diferentes isoformas de DGAT constituye una
estrategia prometedora para mejorar el rendimiento y la calidad del aceite en cultivos

oleaginosos, como lo han evidenciado distintos estudios [13], [14].

1.3. DGAT3

Recientes andlisis filogenéticos identificaron una DGAT soluble, exclusiva de las algas verdes
y relacionada con un homologo de la planta, la llamada DGAT3 [15], [16]. Este clado tiene un
ancestro comun mas reciente con un grupo de polipéptidos no caracterizados de cianobacterias,
lo que sugiere un posible origen procariota, a diferencia de DGAT1 y DGAT2, que estan
exclusivamente relacionadas con proteinas eucariotas. Aunque DGAT3 ha sido estudiada en
pocas especies vegetales, se ha propuesto su participacion en rutas metabolicas especificas [17].
Ademas, se ha predicho que DGAT3 de algas verdes se localizan en el cloroplasto, lo cual fue
confirmado experimentalmente en el caso de Chlamydomonas reinhardtii [18]. La expresion
heter6loga de DGAT3 en Escherichia coli incrementa la acumulacion de TAG en presencia de
oleato, que es un acido graso monoinsaturado de 18 carbonos. El analisis de la secuencia de
aminoacidos de DGAT3 en C. reinhardtii revela la ausencia de segmentos transmembrana y un
bajo contenido de residuos hidrofébicos en comparacién con los miembros canodnicos de la

familia, caracteristicas compartidas con las isoformas de plantas. Estos datos sugieren que



DGAT3 podria participar en una via de sintesis de TAG soluble localizada en el cloroplasto

[17], [18].

Dado que tanto DGAT1 como DGAT2, enzimas integrales de membrana, interactuan
directamente con lipidos como parte de su funcién en el metabolismo lipidico [19], [20], se
podria esperar que DGAT3, a pesar de ser una proteina soluble, interaccione con lipidos,
considerando su implicacidon en este mismo proceso metabdlico. Estudiar la posible interaccion
con lipidos, asi como el tipo de lipido con el que interacciona DGAT3 en C. reinhardtii, puede
aportar informacién importante sobre su funcion dentro del metabolismo lipidico de esta
microalga. Este tipo de investigacion permite identificar posibles factores que podrian favorecer

la acumulacion de lipidos en microalgas.

La proteina DGAT3 presenta fluoréforos intrinsecos en su estructura, concretamente dos
residuos de triptofano (Trp216 y Trp218), lo que posibilita realizar estudios de interaccion con
membranas mediante técnicas de fluorescencia. Ademas, el estudio detallado de estas
interacciones no solo ampliara nuestro conocimiento sobre el metabolismo de lipidos en
microalgas, sino que también podria tener implicaciones biotecnoldgicas, dado el amplio uso a

nivel industrial de los aceites.



2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La busqueda de fuentes de energia vegetal sostenibles ha impulsado la investigacion sobre las
rutas metabolicas que conducen a la generacion de lipidos neutros, como los triacilglicéridos
(TAGs), debido al creciente reconocimiento del potencial de las microalgas para la produccion

de biodiésel [18].

En los ultimos afios, DGAT3 ha sido objeto de estudio dentro del metabolismo lipidico de
microalgas, particularmente en Chlamydomonas reinhardtii. Como se ha dicho anteriormente,
DGAT3 presenta diferencias con respecto a otras isoformas de DGAT, tanto en su localizacion
subcelular como en sus propiedades bioquimicas, lo que sugiere la existencia de rutas

alternativas de formacion de triacilglicéridos dentro del cloroplasto.

En estudios anteriores, DGAT3 fue expresada y purificada mediante el plasmido pET19b y su
expresion se caracterizo en Escherichia coli BL21. Estas aproximaciones experimentales
permitieron confirmar su capacidad para catalizar la formacion de TAGs en ausencia de

estructuras membranosas [17].

Ademas, se ha demostrado que la expresion génica de DGAT3 se induce en respuesta a la luz 'y
muestra una correlacion con el aumento de los niveles de TAGs. Por lo tanto, se sugiri6 que
DGAT3 cumple un papel funcional en el acoplamiento entre la fotosintesis y el almacenamiento

de lipidos [18].

Sin embargo, a pesar de estos avances, todavia no se han caracterizado en profundidad las
propiedades estructurales de DGAT3 ni su capacidad de union a lipidos en condiciones in vitro.

En este trabajo se tratara de abordar esta cuestion.

Por otro lado, se solicitd a una empresa (GenScript) la sintesis del plasmido pET30a (+) y la
purificacion heterodloga de la proteina, con el objetivo de comparar sus resultados con los

obtenidos en el laboratorio. Ademas, se discutirdn ambos procedimientos de purificacion.

2.1. Objetivos

Se expone el objetivo general que expresa el propodsito que se quiere alcanzar con el presente

trabajo:
e Estudiar la interaccion de DGAT3 con lipidos en modelos de membrana.

A continuacion, se enumeran los objetivos especificos que concretan el objetivo general

mencionado:



Expresar y purificar la proteina DGATS3.

Comparar los resultados obtenidos con los de la proteina obtenida por la empresa
GenScript.

Analisis de anisotropia, quenching de fluorescencia y leakage de la proteina con lipidos
en membranas modelo.

Discutir la relevancia de estos resultados con respecto a la funcion de DGAT3.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Biologia molecular

El gen dgat3 fue sintetizado con optimizaciéon de codones de E. coli y se le agregaron 6
histidinas (His) en el extremo N-terminal. Posteriormente, el fragmento génico fue insertado en
el vector pET30a (+), el cual presenta resistencia a kanamicina. La sintesis, produccion y

purificacion de esta construccion genética la llevo a cabo la empresa GenScript.

Utilizando la base de datos www.expasy.org y su herramienta ProtParam, se analizaron
distintos parametros de la proteina DGAT3 a partir de su secuencia de aminoacidos. Entre los
valores obtenidos se encuentran el peso molecular, el nimero de aminoacidos, el coeficiente de

extincion molar (g), el punto isoeléctrico (pl) y la carga neta, que resulta ser positiva a un pH

de 7.

e Secuencia de aminoacidos:
MHHHHHHDDDDKASFGLLGRVPTCGELPKCSARSPESLARSGRARAMVPSGF
PSVARASHMPTHALVDASRPPAVASPVLCSSLRKERKKLSKVLKSHRKVLERR
LSALTTSSVDVDSPLLTELLSELKTLRTSLEGQRSAALLCAADDSSDSDSDDDG
CDTRSAAALAAQRRAAATSALTAAASTSQAMTSPARMVVSGLGGQMELTVPE
LEEGWEWSEADFRAARFEGAPGRVMVCTGSKCQRKGAQQVLEAVSALADG
NTNIEVVPCKCVGKCSAGAALRVRPQGQACATYTQVRPAQLRDMFEEHFGAV
AAAAGAPSAACCVECKSPGSESQPHLHSHAEGAAVEQHVHQLVA

Se resaltan en rojo los residuos de triptofano (W216 y W218).

e Peso molecular: 37,5 kDa; nimero de aminoacidos: 357; coeficiente de extincion molar

(£): 12.490 M™! - em!; pl: 7,22.

3.2. [Expresion de las proteinas

3.2.1. Transformacion
La expresion de DGAT3 se llevd a cabo en la cepa E. coli BL21 después de una previa

transformacion realizada con el vector pET30a (+).

Las bacterias E. coli BL21 fueron transformadas mediante shock térmico. Para ello, se
mezclaron con 100 ng del plasmido pET30a (+), 1,7 uL de B-mercaptoetanol 12,8 My 1 mL de
medio de cultivo LB estéril. Después, se incubd en un agitador durante 1 hora a 37°C y 225
rpm. Pasado el tiempo de incubacion, se sembraron 30 pL de la reaccion en una placa LB agar

previamente suplementada con 50 pL de kanamicina (stock de 25 mg/mL) (Fig. 2B). Con el fin
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de obtener un control negativo, simultineamente, se realiz6 el mismo procedimiento de
transformacion de las bacterias E. coli BL21 con la diferencia de que el plasmido no fue

afladido. Estas bacterias fueron plaqueadas en una placa LB agar con kanamicina (Fig. 2A).

Finalmente, se dejaron crecer ambas placas durante toda la noche a 37°C en una estufa.

Figura 2. Placas LB Agar suplementadas con Kanamicina. A: placa control, células competentes sin
transformar. B: placa con células transformadas.

3.2.2. Prueba de induccion
Se llevo a cabo la transformacion de las bacterias E. coli BL21 de la misma manera que se
describe en el punto 3.2.1. Se seleccion6 una colonia de la placa de cultivo y se inocul6 en 30
mL de medio liquido LB. EI cultivo se incubo a 37°C con agitacion a 200 rpm hasta alcanzar
una densidad 6ptica de ~0,7 a 600 nm. Después, se tomaron 10 mL del cultivo y se transfirieron
a un tubo estéril. Se indujo la expresion de la proteina anadiendo IPTG (Isopropil-f-D-1-
tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0,5 mM Yy, posteriormente, el cultivo se
incubd a tres temperaturas distintas (20°C, 30°C y 37°C), dos tiempos de induccion diferentes
(3 h'y 24 h) y con agitacion a 200 rpm. Se comprobd que se obtenia una mayor cantidad de
proteinas cuando la induccion se realizaba durante toda la noche a 20°C (resultados no
mostrados). Una vez pasado el tiempo de incubacion, se tomd un volumen de 1 mL del cultivo
inducido y se transfirié a un tubo Eppendorf. La muestra se sometio a centrifugacion a 15.000
rpm durante 10 minutos en la microcentrifuga refrigerada Hermle Z 216 MK. Se elimin¢ el
sobrenadante y el pellet resultante se resuspendio en 150 pL de tampoén 1X de electroforesis
(25 mM Tris-Base, 200 mM Glicina y 3,5 mM SDS a pH 8§,3). La muestra se sometio a tres
ciclos consecutivos de congelacion y descongelacion para facilitar la lisis celular y, finalmente,
se calentd a 100°C durante 5 minutos antes de realizar la electroforesis (punto 3.3.3.) con el

objetivo de evaluar la induccion.
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3.2.3. Preinoculo
Se utilizé una sola colonia de células transformadas para la inoculacion del cultivo, el cual
contenia 100 mL de medio LB estéril liquido. Este cultivo fue suplementado por kanamicina
(25 pg/mL) y glucosa (0,4 pg/mL) (Fig. 3) y, posteriormente, se dejo a 30°C durante toda la

noche con agitacion de 200 rpm.

Figura 3. Matraz donde se introdujo la colonia seleccionada con 100 mL de
LB estéril liquido suplementado con kanamicina (25 pg/mL) y glucosa (0,4
ug/mL).

3.2.4. In6culo-induccion
Se prepararon dos matraces de 2 L de medio liquido 2xYT. Cada uno de ellos contenia un litro
de agua y 36 g de medio (16 g de Triptona, 10 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl).
Posteriormente, se llevaron a autoclavar. Una vez autoclavados, a cada matraz se le afiadio, en
condiciones estériles, 1 mL de kanamicina (stock de 25 mg/L) y 1 mL de glucosa (stock de 0,4
g/L). Después, se aniadio 50 mL de preindculo (Fig. 4) y se dejo crecer en el agitador a 37°C y

200 rpm hasta alcanzar un valor de ~0,7 de densidad Optica a una longitud de onda de 600 nm.

Figura 4. Matraces utilizados en la preparacion del inoculo.

Tras alcanzar la densidad optica adecuada, se realiz6 la induccion anadiendo 500 pL de IPTG
1 My se dejo incubar en agitacion durante toda la noche a 20°C y 200 rpm. Pasado este tiempo,

los cultivos se sometieron a un proceso de centrifugacion en una centrifuga refrigerada
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Beckman Coulter Avanti J26-XP con un rotor JA-10 durante 15 minutos, a 6.000 rpm y a una

temperatura de 4°C. Finalmente, se decant6 el sobrenadante y se congelaron los pellets.

Antes del proceso de induccion, se prepard un tubo de glicerol-stock mezclando 800 uL de
c€lulas con 200 pL de glicerol estéril (80%), con la finalidad de almacenar células ya

transformadas en nitrégeno liquido.

3.3. Purificacion de las proteinas

3.3.1. Resuspension
El siguiente paso fue la descongelacion de los pellets y eliminacion de cualquier resto de medio
que pudiera quedar en los tubos de centrifuga. Se prepararon 25 mL de tampon de lisis (20 mM
Tris-HCI, 0,1% Tritén, 500 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol y 5 mM imidazol a pH 8,0) por
cada litro de cultivo, al que se le afiadié un coctel de inhibidores de proteasas (Complete EDTA-
free ROCHE, 1 pastilla/200 mL). Una vez preparado el tampon, se resuspendieron todos los
pellets para, después, sonicar en hielo. En el sonicador Hielscher UP400St (Fig. 5) se realizaron
6 ciclos de 45 segundos a una potencia del 40%. Entre un ciclo y otro se dejo reposar en hielo

durante un minuto para evitar que la muestra se calentara.

Figura 5. Sonicador Hielscher UP400St, utilizado para romper las
células en el proceso de purificacion de la proteina.

Posteriormente, se realizé un proceso de centrifugacion en la ultracentrifuga Beckman Coulter

Optima L-90K con el rotor TFT-70 durante 30 minutos a 17.000 rpm y una temperatura de 4°C
(Fig. 6).
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Figura 6. Pellet obtenido tras la centrifugacion en la Beckman Coulter
Optima L-90K (rotor TFT-70, 30 min, 17.000 rpm, 4°C).

Tras la centrifugacion, el sobrenadante fue descartado y el pellet obtenido se resuspendi6 en
tampon de cuerpos de inclusion (20 mL por litro de cultivo), el cual contiene 20 mM Tris-HCI,

0,1% Triton, 500 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol, 5 mM imidazol y 7 M urea a pH 8§,0.

En el momento en el que el pellet ya habia sido resuspendido, fue traspasado a tubos Falcon
estériles y se termino la resuspension mediante una nueva sonicacion. Se realizaron 6 ciclos de
45 segundos cada uno y un minuto de reposo en hielo entre ellos. A continuacion, las muestras
se centrifugaron a 17.000 rpm durante 30 minutos a 4°C en una ultracentrifuga Beckman

Coulter Optima L-90K con rotor TFT-70 para eliminar residuos insolubles (Fig. 7).

Figura 7. Pellet obtenido tras la centrifugacion en la Beckman Coulter
Optima L-90K (rotor TFT-70, 30 min, 17.000 rpm, 4°C).

3.3.2. Cromatografia de afinidad
La cromatografia de afinidad se utiliz6 para separar las proteinas del resto de componentes de
la mezcla. El mecanismo se basa en el uso de una “cola” de histidinas en el extremo N-terminal
de la proteina durante la construccion del plasmido. Esta secuencia de histidinas permite la
unioén especifica a una matriz que contiene grupos quelantes de iones Ni?", el cual forma un
complejo de coordinacion entre los componentes de la fase estacionaria y el grupo imidazol

presente en los residuos de histidina de dicha cola (Fig. 8).
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Figura 8. A: esquema explicativo de la interaccion de los grupos imidazol de los residuos de la cola de
histidinas de la proteina a los grupos quelantes de Ni** de la resina durante la cromatografia de afinidad.
B: estructura del aminoacido histidina, formada por un grupo amino (-NH;), un grupo carboxilo (-
COOH) y un anillo imidazol.

La resina de Ni**-Sepharosa fue mezclada con el sobrenadante de la centrifugacion del punto

3.3.1. e incubada en noria durante 30 minutos a 4°C.

Una vez pasado el tiempo de incubacion, la mezcla fue traspasada a la columna cromatografica
(columna de vidrio de Bio-Rad) y se dejo decantar por gravedad sin que la resina llegue a
secarse. La resina se lavd con tampon de lavado, el cual contiene 50 mM Tris, 500 mM NacCl,

1 mM B -mercaptoetanol y 30 mM imidazol a pH 8,0 (Fig. 9).

Figura 9. Columna de cromatografia de afinidad durante el proceso
de lavado. Las proteinas con alta afinidad al ligando inmovilizado en
la columna (Ni*) quedaran retenidas, mientras que las demas

En el momento en el que el tampdn de lavado pasado por la columna tuvo una absorbancia
menor a 0,001, indicativo de que en la columna no han quedado restos de proteina no unida
especificamente, se procedio a eluir la proteina de interés mediante la adicion de ~20 mL de
tampon de elucidon, compuesto por 20 mM Tris, 500 mM NaCl, 1 mM B-mercaptoetanol y 500
mM imidazol a pH 8,0.

Para separar el imidazol de nuestra proteina, se utilizé un tubo Amicon Ultra-15 de 15 mL, con

un tamafio de poro de 10 kDa (Fig. 10). La separacion se realizd por centrifugacion del mismo
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en una centrifuga refrigerada Allegra X-15R, con el rotor SX-4750 a 3.500 rpm durante 40

minutos a 4°C.

A

i ,u =
L 30 wsl— Filter Device
8 ]
% ":; ’ Filter Membrane
1000~ s
i 5 =2
290~
] = Centrifuge Tube
1073

Figura 10. A: tubo Amicon Ultra-15 con un volumen de 15 mL. B: esquema explicativo de las partes
que componen el tubo Amicon Ultra-15, que son el tapdn, el dispositivo filtrante que contiene la
membrana y el tubo de centrifuga.

3.3.3. Electroforesis SDS-PAGE
Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en presencia de dodecilsulfato
sodico (SDS). El gel se llevo a cabo para confirmar la presencia de la proteina y determinar su
estado. Para una mejor visualizacion de las bandas de proteina, el gel fue posteriormente tefiido
con la solucion de tincion, la cual contiene metanol, dcido acético y agua en proporciones 5:1:5
y Azul de Coomassie 0,05%. Finalmente, el gel fue destefiido con solucion de destincion, que

contiene metanol, acido acético y agua en proporciones 5:1:5.

Las muestras que se cargaron en el gel se prepararon afiadiendo la cantidad adecuada de Sample
Buffer (SB) 4x con B-mercaptoetanol. A continuacion, se incubaron durante 5 minutos a 100°C
y, antes de la carga en el gel, se sometieron a centrifugacion durante 1 minuto a maxima

velocidad.

En este ensayo, las muestras utilizadas fueron las siguientes: marcador de peso molecular (MW,
8 uL), células BL21 sin inducir (7 puL + 2,35 puLL SB 4x), BL21 inducidas con IPTG (5 uL + 1,7
puL SB 4x), primer sonicado (1/10, 4 uL + 1,35 uLL SB 4x), sobrenadante (1/10, 7 uL + 2,35 uL
SB 4x), fraccion precipitada (1/10, 5 uL + 1,7 puLL SB 4x), fraccion no retenida en resina (1/10,
5 uL+ 1,7 uLL SB 4x), fraccion retenida en resina (1/5, 5 uL + 1,7 uLL SB 4x), proteina GenScript
(10 uL + 3,35 uLL SB 4x) y proteina GenScript con Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) (10 puL
+ 3,35 uL SB 4x).
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Las muestras de células BL21 sin inducir y con induccién se obtuvieron segun lo descrito en el
punto 3.2.2. El resto de las muestras corresponde a distintas diluciones de las fracciones

obtenidas durante los diferentes pasos del proceso de purificacion.

3.3.4. Western Blot
El Western Blot se llevé a cabo para la deteccion de la proteina DGAT3. Para ello se utilizo el
equipo de Bio-Rad Trans-Blot Turbo Transfer System. El gel, resultado de la electroforesis
SDS-PAGE anterior, fue transferido a una membrana de nitrocelulosa y esta fue bloqueada
utilizando una solucion de seroalbimina bovina (BSA) al 3% durante toda la noche en nevera
y en agitacion orbital. A continuacion, se hizo un lavado con 10 mL de TBST (50 mM Tris-
Base, 150 mM NaCl y 0,05% Tween 20 a pH 7,5) durante 15 minutos para eliminar el exceso
de bloqueador. Se incubd la membrana con 5 mL del anticuerpo primario Anti-His (Penta-His
monoclonal, Qiagen) realizado en raton, previamente diluido 1:2.000, durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion constante. Se realizaron dos lavados consecutivos con 10
mL de TBST durante 10 minutos cada uno. Posteriormente, se incubd la membrana con 5 mL
del anticuerpo secundario Anti-Mouse, previamente diluido 1:10.000, durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion constante. Se volvieron a realizar dos lavados consecutivos
con 10 mL de TBST durante 10 minutos cada uno. Después, la membrana se incub6 durante 15
minutos con buffer AP (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl y 5 mM MgCl; a pH 9,5) para activar la
reaccion de deteccion. Se afiadieron 5 mL de buffer AP con 165 pL de NBT (nitroazul de
tetrazolio) y 17 puL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) para permitir el revelado de la
proteina. Se dejo incubar la membrana en oscuridad hasta que la sefial se hizo visible vy,

finalmente, se lavo con agua destilada para detener la reaccion enzimatica.

3.3.5. Cuantificacion de la proteina
Se utiliz6 la espectroscopia UV-Vis, donde se hizo un barrido desde una longitud de 230 nm

hasta 340 nm en un espectrofotometro Varian Cary 50 BIO.

En espectroscopia UV-Vis, la luz atraviesa una muestra a una longitud de onda especifica dentro
del rango ultravioleta o visible del espectro. Si la muestra absorbe parte de esa luz, no toda la
luz serd capaz de pasar o transmitirse. La transmisién se define como la relacion entre la
intensidad de la luz que pasa a través de la muestra y la luz incidente, y estd vinculada a la

absorbancia [21], [22].

La absorbancia puede utilizarse de manera cualitativa para identificar un compuesto, teniendo

en cuenta que, por ejemplo, las proteinas absorben a una longitud de onda de 280 nm debido a
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la presencia de triptéfanos en su estructura. También se puede emplear de forma cuantitativa

para determinar la concentracion de una muestra, aplicando la ley de Lambert-Beer:
A=¢-1l-C Ecuacion 1

Donde 4 es la absorbancia medida a 280 nm, € es el coeficiente de extincion molar de la proteina
(12.490 M'-cm™), I es la medida del paso optico de la cubeta (1 cm en este caso) y C es la

concentracion molar de la proteina.

Resulta fundamental realizar el barrido y medir la absorbancia hasta 340 nm, ya que, en
principio, las proteinas no absorben a esta longitud de onda, por lo que se espera un valor de
absorbancia de 0. Si se detecta absorcion en esta region, podria indicar la presencia de turbidez
en la muestra, incluso después de haber sido centrifugada. Para corregir este problema, se podria
realizar una nueva centrifugacion o bien, se podria restar ese valor a la medida de absorbancia

de 280 nm.

A partir de este tipo de medidas se determin6 que el rendimiento de la purificacion de DGAT3

fue de 0,33 mg por cada litro de cultivo.

3.4. Preparacion de muestras para estudios en presencia de lipidos

Se colocaron alicuotas con la cantidad correspondiente de lipido en CHCIz/CH3OH (1:1, v/v)
en un tubo de ensayo. Ambos disolventes se eliminaron por evaporacion bajo una corriente de
nitrogeno libre de Oz y los posibles residuos se eliminaron posteriormente por vacio en
oscuridad durante mas de tres horas. A continuacion, se afiadid la solucion que contenia la

proteina al lipido seco para obtener la relacién molar especifica entre lipido y proteina.

La suspension resultante se agitd en un vortex para formar vesiculas multilamelares grandes
(MLVs). Después, la mezcla se sometio6 a dos ciclos de congelacion y descongelacion para una
completa homogeneizacion y maximizar la interaccion entre la proteina y el fosfolipido.
Finalmente, la muestra obtenida se incub6 durante diez minutos a una temperatura ~5°C por
encima de la temperatura de transicion del fosfolipido, con agitacién ocasional en vortex. Los
fosfolipidos que se utilizaron fueron DMPC (1,2-dimiristoilfosfatidilcolina) y POPC (1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina), que son zwitteridonicos y, por tanto, tienen carga
neutra al tener grupos con cargas tanto positivas como negativas; y DMPG (1,2-
dimiristoilfosfatidilglicerol) y POPG (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol), que son

anionicos, por lo que presentan carga neta negativa.
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Para los experimentos de anisotropia de fluorescencia utilizando las sondas 1,6-difenil-1,3,5-
hexatrieno (DPH) o 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), se
emplearon MLVs que contenian DGAT3 y controles sin proteina. El tampon utilizado contenia
50 mM de Tris, 100 mM de NaCl y 5 mM de TCEP a pH 8,0. Se afiadi6 a la suspension de
MLVs la cantidad adecuada de una solucion stock de DPH a una concentracion de 1,28 mM en
dimetilformamida o, en el caso de TMA-DPH, a una concentracion de 0,6 mM en
dimetilformamida. Después, la solucion resultante se incub6 a 55°C durante 60 minutos en el
caso del DPH y durante 20 minutos para TMA-DPH. La relaciéon molar entre lipido y proteina

fue de 100:1, mientras que la relaciéon molar entre el lipido y la sonda fluorescente fue de 500:1.

Para los ensayos de quenching en presencia de un modelo de membrana o para los experimentos
de leakage de vesiculas, se prepararon vesiculas unilamelares grandes (LUVs) mediante el
método de extrusion, utilizando una membrana con un tamafio de poro de 100 nm. Se mezclaron
las cantidades necesarias de lipidos disueltos en CHCI3 y se secaron con Na. Después, se elimind
el resto de CHCI3 colocando la muestra en un desecador al vacio durante mas de 3 horas. A
continuacion, en los experimentos de guenching, se anadi6 1 mL de tampon (50 mM Tris y 100
mM NacCl a pH 8) a la mezcla seca de fosfolipidos y se obtuvieron las MLVs mediante vortex
a temperatura ambiente.  Posteriormente, se realizaron cinco ciclos de
congelacion/descongelacion. La solucidon resultante se paso a través de una membrana con
poros de 100 nm utilizando el sistema LiposoFast, repitiendo el proceso hasta que la suspension
se volvio transparente, obteniendo asi LUVs. Para los experimentos de /eakage, las MLVs se
obtuvieron con el mismo procedimiento, pero utilizando un tampén de 10 mM Tris, 20 mM
NacCl, 40 mM carboxifluoresceina (CF) y 0,1 mM EDTA a pH 7,4 para resuspender la mezcla
seca de fosfolipidos. Posteriormente, para eliminar la CF no encapsulada, se utiliz6 una
columna de filtracion Sephadex G-75, que se lavo y eluy6 con un tampon que contenia 10 mM
Tris, 100 mM NaCl y 0,1 mM EDTA a pH 7,4. Las membranas con el fluor6foro encapsulado

salen primero, y mas tarde saldria el fluor6foro libre.

Las composiciones lipidicas de los modelos de membrana utilizados en los experimentos de
quenching, anisotropia de fluorescencia y leakage son las siguientes: la membrana de
Staphylococcus aureus estd compuesta por un 42% de 1',3'-bis[1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfo]-
glicerol (CL) y un 58% de L-a-fosfatidilglicerol (PG) [23]; la membrana plasmatica eucariota
esta compuesta por un 25% de L-a-fosfatidilcolina (PC), 18% de esfingomielina (SM), 13% de
fosfatidiletanolamina (PE), 8% de L-a-fosfatidilserina (PS) y 36% de colesterol (CHO) [24]; la
membrana de Escherichia coli esta compuesta por un 80% de PE, 15% de PG y 5% de CL [25];
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la membrana tilacoide, que es la membrana que estd dentro del cloroplasto donde se lleva a
cabo la absorcion de fotones y la transferencia de electrones hasta el receptor final (NADP™),
estd compuesta por un 40% de monogalactosildiacilglicerol (MGDG), 30% de
digalactosildiacilglicerol (DGDG), 16% de sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG) y 14 % de
POPG [26].

3.5. Anisotropia de fluorescencia

La anisotropia de fluorescencia es una técnica utilizada para caracterizar la movilidad rotacional
de moléculas en entornos moleculares complejos [27]. Al estar relacionada con la dindmica de
rotacion de un fluor6foro, ya sea intrinseco o unido a una biomolécula, este ensayo permite
detectar cambios en la conformacion, orientacion, fluidez del entorno y tamafio de las moléculas

[28].

La anisotropia de fluorescencia en estado estacionario de DGAT3, <r>, se midi¢ utilizando un
espectrofluorimetro PicoQuant F300 y se calculd segtn la siguiente ecuacion [29]:

IVV -G 'IVH

== — Ecuacion 2
IVV + ZG * IVH

r

Donde Ivv e Ivu representan las intensidades de fluorescencia (con el blanco sustraido) de la
emision polarizada vertical y horizontal, respectivamente, cuando la muestra es excitada con
luz polarizada verticalmente. El valor G corresponde al factor de correccion del instrumento,

definido como G = I,y /Iyy.

Las mediciones se realizaron a 340 nm tras la excitacion a 295 nm. Para los experimentos, se
empled una concentracion final de 5 uM de proteina en un tampon compuesto por 50 mM Tris,

100 mM NaCl y 5 mM TCEP a pH 8,0.

3.6. Quenching de fluorescencia

En las medidas de fluorescencia de muestras bioldgicas, el fluoréforo suele encontrarse en
disolucion. Esto implica la presencia de muchas otras moléculas que pueden interactuar con el
fluoroforo. En muchos casos, dichas interacciones provocan una disminucién de la emision de
fluorescencia. Este efecto se conoce con el nombre de quenching o desactivacion de
fluorescencia. Lo que sucede es un proceso de desexcitacion no radiactiva, provocado por una

molécula ajena al fluordéforo, que recibe el nombre de desactivador o quencher [30].

En este caso, el quencher utilizado fue el yoduro (I"), soluble en medio acuoso. El quenching

de fluorescencia por yoduro fue examinado en presencia de modelos de membrana. La
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concentracion de proteina utilizada fue de 5 uM, mientras que la concentracion de LUVs fue
de 0,1 mM. Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 280 y 320 nm,

respectivamente.

Los datos fueron ajustados a la siguiente ecuacion [29]:

F,
FO =1+ K, [X] Ecuacion 3

Donde K, es la constante de Stern-Volmer para el quenching colisional, Fy es la fluorescencia
en ausencia de KI (quencher) y F es la fluorescencia a cualquier concentracion de KI (entre 0

y 0,6 M).

3.7. Leakage

La ruptura de la membrana (leakage) y la consecuente liberacion de carboxifluoresceina (CF)
encapsulada en liposomas se evalud exponiendo los liposomas cargados con la sonda (con una
concentracion final de lipido de 0,125 mM) a cantidades especificas de DGAT3 en placas de
microtitulacion estabilizadas a 25°C. Las mediciones se realizaron utilizando un lector de

microplacas, donde cada pocillo contenia un volumen final de 170 pL.

El medio en las placas de microtitulacion se agitd de manera continua para garantizar una
mezcla homogénea entre DGAT3 y las vesiculas. La liberacion de CF se midié a una razon
molar aproximada de DGAT3 a lipido de 1:100 y 1:50. Los cambios en la intensidad de
fluorescencia se registraron con longitudes de onda de excitacion y emision de 492 nm y 517

nm, respectivamente.

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en tres etapas: primero con los liposomas
cargados con la sonda, luego tras la adicion de la solucion de DGAT3 y, finalmente, después de
agregar Triton X-100 para obtener la liberacion total de la sonda (100% de liberacion). La
liberacion de CF se cuantifico en términos de porcentaje (% de liberacion) utilizando la

siguiente ecuacion:

Fy — Fo

% liberacion = ( ) -100 Ecuacion 4

100 — Fo
Donde F: es el valor de fluorescencia en equilibrio 15 minutos después de la adicion de DGAT3,

Fo es la fluorescencia inicial de la suspension de vesiculas y Fioo es el valor de fluorescencia

tras la adicion de Triton X-100 a una concentracion final del 1% [31].
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis de la expresion y purificacion de DGAT3
Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE y un posterior Western Blot con el fin de evaluar la
expresion y purificacion de la proteina DGAT3. Para ello, se fueron obteniendo alicuotas de 1

mL de cada uno de los pasos de los procesos de purificacion (Fig. 11A).
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Figura 11. A: Esquema explicativo de la obtencion de las muestras utilizadas en la electroforesis SDS-
PAGE con cada uno de los pasos de purificacion explicados en materiales y métodos. B: gel de
electroforesis SDS-PAGE. C: Western Blot. Las muestras corresponden a: calle MW: marcador de peso
molecular; calle 1: células BL21 sin inducir; calle 2: BL21 inducido con IPTG; calle 3: primer sonicado;
calle 4: sobrenadante; calle 5: fraccion precipitada; calle 6: fraccion no retenida en la resina; calle 7:
fraccion retenida en la resina; calle 8: proteina GenScript; calle 9: proteina GenScript con TCEP.

En primer lugar, se llevd a cabo una electroforesis SDS-PAGE, en cuyo gel se observa una
banda proteica intensa alrededor de los 42 kDa en las calles de la2 ala 9 (Fig. 11B). Se sugiere
que dicha banda se trata de la proteina DGAT3, cuya masa molecular tedrica es de
aproximadamente 37,5 kDa. Para confirmar su identidad, se realiz6 un Western Blot utilizando

un anticuerpo Anti-His. Se observa la presencia de sefial especifica correspondiente a DGAT3

en todas las fracciones analizadas, a excepcion de la calle 1 (Fig. 11C).

En la calle 2 (BL21 inducido) se observa una clara sefial, lo que confirma la expresion de
DGATS3 tras la induccion. La presencia de sefal en la calle 3 (primer sonicado) indica que la
proteina se encuentra en la fraccion celular después de la lisis. En la calle 4 (sobrenadante) se
detectd una sefal ligeramente mas débil, lo que sugiere que una fraccion menor de la proteina

se mantiene en el sobrenadante soluble, mientras que en la calle 5 (precipitado) se observa una
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sefial un poco mas intensa. Esto podria deberse a la formacion de cuerpos de inclusion. Los
cuerpos de inclusion son agregados densos e insolubles de proteinas que se forman dentro de
las células. Se forman frecuentemente en bacterias como E. coli cuando se sobreexpresan
proteinas recombinantes. Para recuperar la proteina es necesaria la utilizacion de agentes

desnaturalizantes como la urea [32], [33].

La deteccion de sefial en la calle 6 (fraccion no retenida) indica que una proporcion de la
proteina expresada no se uni6 de forma eficiente a la resina de afinidad durante la
cromatografia. En cambio, en la calle 7 (fraccion retenida), la presencia de una sefial intensa

sugiere que parte de la proteina si se uni6 correctamente a la resina de afinidad.

Finalmente, las calles 8 y 9 (proteina de GenScript, sin y con tratamiento con TCEP,
respectivamente) también muestran sefial, permitiendo comparar y confirmar la presencia de

DGAT3 en el resto de las calles.

Estos resultados confirman que la proteina DGAT3 se expresa eficientemente tras la induccion,
y que se encuentra tanto en la fraccidon soluble como en los cuerpos de inclusion. Si bien en la
fraccion soluble se obtiene proteina, esta no presentaba estabilidad y precipitaba con el tiempo.

Por ese motivo, se continud trabajando con la fraccion de cuerpos de inclusion.

4.2. Resultados de GenScript

Ademas de la purificacion de DGAT3 realizada en el laboratorio mediante expresion en
Escherichia coli BL21, se solicit6 a la empresa GenScript la purificacion de la misma proteina.

A continuacion, se presentan los resultados correspondientes a esta tltima.

Se observa un gel SDS-PAGE y un Western Blot. La construccion utilizada fue pET30a, y las

condiciones de induccidn fueron dos: 16 horas a 15°C y 4 horas a 37°C.

En el gel SDS-PAGE (Fig. 12A) se analizaron distintas fracciones del cultivo: lisado celular
total (calles 1 y 2), sobrenadante del lisado celular (calles 3 y 4) y precipitado del lisado celular
(calles 5 y 6), en comparacidon con los controles negativos sin induccion (calles NC, NC; y
NC>). Las calles PCy y PCs corresponden a BSA, utilizada como referencia de concentracion

proteica y la calle M1, al marcador de peso molecular.

En el Western Blot (Fig. 12B), se detectd la proteina DGAT3 utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-His (Mouse-anti-His, GenScript, Cat.No. A00186). Se observaron bandas

definidas en las calles 3 y 4, correspondientes al sobrenadante tras induccion durante 16 horas
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a 15°C y 4 horas a 37°C, respectivamente, lo que indica que DGAT3 se expresa en su forma

soluble.

Por otro lado, las fracciones del precipitado del lisado celular (calles 5 y 6) también muestran
presencia de DGAT3 en el SDS-PAGE, aunque con una menor intensidad, lo que indica que

una parte de la proteina se podria encontrar en cuerpos de inclusion.
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Figura 12. Analisis de la expresion de DGAT3 en E. coli BL21 utilizando el vector pET30a. A: gel de
electroforesis SDS-PAGE con muestras de cultivo en diferentes condiciones de induccion: PC; y PC,
BSA (1 pgy 2 pg, respectivamente); M;, marcador de peso molecular; NC, lisado celular sin induccion;
calles 1 y 2, lisado celular tras induccion durante 16 h a 15°C y 4h a 37 °C, respectivamente; NC,,
sobrenadante del lisado celular sin induccion; calles 3 y 4, sobrenadante del lisado celular con induccion;
NC,, precipitado del lisado celular sin induccion; calles 5 y 6, precipitado del lisado celular tras
induccion. B: Western Blot de DGAT3 detectada mediante anticuerpo monoclonal anti-His. Se muestran
los sobrenadantes del lisado celular correspondientes a las condiciones de induccion 16 horas a 15 °C
(calle 3) y 4 horas a 37 °C (calle 4); M», marcador de peso molecular para Western Blot.

Ademas de los ensayos realizados experimentalmente, se recibieron datos de la evaluacion de
la expresion de DGAT3 en E. coli por parte de la empresa GenScript. Seglin este informe, la
condicion Optima de expresion fue una induccion durante 16 horas a 15°C, alcanzdndose una

produccion de 10 mg por litro de cultivo y una solubilidad del 50%.

4.3. Interaccion de DGAT3 con modelos de membrana

Uno de los objetivos del presente trabajo es evaluar si DGAT3 es capaz de interactuar con
lipidos, considerando que sus homdlogos, DGAT1 y DGAT2 (ambas enzimas integrales de
membrana), participan directamente en el metabolismo lipidico a través de este tipo de
interacciones. A pesar de que DGAT3 es una proteina soluble, su implicacion funcional en el
mismo proceso sugiere que también podria presentar alguna forma de interaccion con lipidos.
Para ello, se utilizan varios métodos: la anisotropia en estado estacionario, el quenching o la

desactivacion de la fluorescencia y la permeabilidad de los liposomas a DGAT3 (leakage).
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Por otro lado, se pretende analizar si DGAT3 adquiere una conformacion “nativa” tras el
proceso de renaturalizacion, ya que en este trabajo la proteina se ha expresado mayoritariamente
en forma de cuerpos de inclusion, lo que ha requerido su desnaturalizacion mediante urea y
posterior renaturalizacion en una columna de afinidad. Para comprobar si el replegamiento ha
sido exitoso, se ha comparado la proteina obtenida en el laboratorio con una muestra purificada
por la empresa GenScript, la cual fue producida a partir de la fraccion soluble del lisado celular,
lo que implica que no necesito ser renaturalizada. En este sentido, un primer indicio es que tanto
la proteina soluble purificada por GenScript como nuestra proteina purificada a partir de
cuerpos de inclusioén presentan el mismo espectro de dicroismo circular (CD) (resultado no

mostrado) [34].

4.3.1. Anisotropia de fluorescencia en estado estacionario
Para estudiar el efecto de DGAT3 sobre las propiedades estructurales y termotrdpicas de las
membranas modelo, se llevaron a cabo mediciones de anisotropia de fluorescencia en estado
estacionario utilizando las sondas DPH y TMA-DPH. Estas sondas fueron incorporadas en
modelos de membranas zwitterionicas de DMPC y anidnicas de DMPG, y los andlisis se

realizaron a lo largo de un rango de temperaturas (Fig. 13).

En cuanto a la localizacion de las sondas, DPH se situa en el centro de la bicapa actuando como
sonda interna, mientras que TMA-DPH se expande hacia el exterior de la bicapa lipidica,
concretamente entre las posiciones C-5/C-11 de las cadenas acilfosfolipidicas. De esta manera,
se obtiene informacion estructural sobre estas regiones y, por tanto, se precisa el uso de ambas

sondas para abordar el orden estructural en bicapas lipidicas [35], [36].

La anisotropia de fluorescencia de las sondas fluorescentes (DPH y TMA-DPH) permite evaluar
la fluidez de la membrana. Cuando la membrana presenta una mayor fluidez, la sonda puede
rotar mas facilmente. Esta mayor rotacién provoca una despolarizacion de la fluorescencia

emitida, lo que da lugar a una disminucion en el valor de anisotropia de ambas sondas [37].

Los resultados obtenidos con las membranas zwitterionicas de DMPC mostraron que la
presencia de DGAT3 no tuvo ningln efecto sobre la anisotropia tanto de DPH como de TMA -
DPH a temperaturas inferiores y superiores a la temperatura de transicion de la fase
fosfolipidica. Ademas, tampoco se observo una influencia de DGAT3 sobre la cooperatividad
de la transicion de fase gel a liquido cristalino del lipido (Fig. 13A'y 13B). Por otro lado, para
las membranas anidnicas formadas por DMPG, DGAT3 si provocd una disminucion en la

cooperatividad de la transiciéon de fase gel a liquido cristalino del lipido, ademés de un
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desplazamiento de la tyn (Fig. 13C y 13D). La curva de desnaturalizacion térmica sigue una
funcion sigmoidea, a cuyo punto de inflexién se le conoce como temperatura media de

desnaturalizacion, tm, que representa la transicion entre los dos estados [38], [39].
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Figura 13. Mediciones de la anisotropia de DGAT?3: la anisotropia en estado estacionario <r>, de TMA-
DPH (A y C) y DPH (B y D) incorporada en membranas modelo de DMPC (A y B) y DMPG (C y D)
en funcion de la temperatura. Los datos corresponden a vesiculas que contienen fosfolipido puro y
fosfolipido con DGAT3 [34].

Otra manera de evaluar la interaccion de DGAT3 con lipidos es mediante la medicion de la
anisotropia de fluorescencia, en este caso a partir de la fluorescencia intrinseca de la proteina,
atribuida a los residuos de triptofano presentes en su estructura. Dado que esta sefial depende

del entorno local y de la movilidad rotacional de la proteina, los cambios observados en la

anisotropia pueden reflejar su interaccion con lipidos.

En solucién acuosa (tampon), el valor de anisotropia de DGAT3 se situaba entre 0,075 y 0,08.
Sin embargo, cuando se anadieron vesiculas POPG anionicas, este valor <r> aument6 a medida
que se incrementaba la concentracion lipidica, indicando la interaccion de la proteina con la
membrana. Asi, a altas relaciones [lipido]/[proteina], la <r> se aproximé a un valor limite de
0,095 (Fig. 14). Este valor mas alto indicaba una reduccion de la movilidad de los triptéfanos
en presencia de membranas POPG y, por tanto, interaccion con este lipido [29].
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Aunque la variacion de la anisotropia del triptofano fue relativamente discreta en presencia de
POPG, no se observo ninglin cambio significativo en la anisotropia del triptéfano en presencia
de membranas modelo zwitterionicas de POPC (Fig. 14). Este resultado muestra que no hubo

interaccion DGAT3/lipido cuando se utilizo POPC.

0.09 -
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[Lipid]/[DGAT3]

Figura 14. Medidas de anisotropia dependientes de POPC y POPG: anisotropia en estado estacionario
de DGAT3 en funcion de la relacion [lipido]/[proteina] cuando el lipido es POPC (azul) y POPG
(purpura). Las longitudes de onda de excitacion y emision fueron 290 y 340 nm, respectivamente. La
linea continua para POPG es el ajuste de los datos. La linea de puntos se ha trazado como guia para el
ojo. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de tres mediciones independientes [34].

4.3.2. Quenching o desactivacion de la fluorescencia
La capacidad de los residuos de triptofano de DGAT3 para acceder a la bicapa lipidica se evalud
midiendo el quenching de fluorescencia mediante yoduro de potasio (KI). Si los triptofanos se
insertan en el nucleo hidrofébico de la bicapa, deberian ser menos susceptibles a los efectos de
un quencher soluble, como es el KI. Por lo tanto, una menor desactivacion de la fluorescencia

indicaria que el fluor6foro se encuentra enterrado en el nticleo hidrofobico de la bicapa [29].

Para este analisis, se utilizaron dos lipidos sintéticos, incluyendo zwitterionicos (POPC) y
anidnicos (POPQG), asi como membranas modelo con diversas composiciones lipidicas. Estas
incluian membranas plasmaticas de E. coli y células eucariotas, las cuales presentan un alto
contenido en lipidos zwitterionicos, y membranas de S. aureus y tilacoides de cloroplasto, que

tienen un alto contenido en lipidos anionicos.

Comparando con el control (DGAT3 aislada en tampdn), se observo una disminucion de la

relacion lo/Iq al mezclar la proteina con liposomas, lo que indica que los triptofanos estdn menos
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expuestos al quencher (KI) y que, por tanto, la intensidad de fluorescencia Iq es mayor en
presencia de lipido que en tampon. Este efecto fue evidente cuando DGAT3 estaba tanto con

liposomas de POPC como de POPG, aunque fue mas notable para POPG (Fig. 15A).

Cuando la DGAT3 se incubd con membranas modelo, se produjo una reduccion significativa
del quenching en presencia de liposomas que imitaban las membranas de los tilacoides (donde
se producen las reacciones de la fotosintesis dependientes de luz), y de membranas de S. aureus
(Fig. 15B). Por otro lado, no hubo ningun efecto sobre el quenching cuando la proteina estaba
en presencia de liposomas que imitaban las membranas plasmaticas de E. coli o de eucariotas

(Fig. 15B).
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Figura 15. Graficos de Stern-Volmer: quenching de triptofanos de DGAT3 por KI en tampdn o
incorporado en LUVs de POPC o POPG (A) o diferentes modelos de membrana (B). Las lineas de
puntos se han trazado para guiar la vista. Las barras de error indican la desviacion estdndar de tres
mediciones independientes [34].

4.3.3. Efecto de DGAT3 en la permeabilidad de los liposomas (leakage)
La capacidad de DGATS3 para alterar la permeabilidad de la membrana se analizo mediante la
observacion de leakage de carboxifluoresceina (CF), un fluoroforo encapsulado en vesiculas

unilamelares grandes (LUVs).

Los resultados obtenidos revelaron que la liberacion de CF de los liposomas dependia de la
composicion lipidica de las vesiculas, y que la DGAT3 inducia la liberacion con eficacia
variable. La figura 16 muestra los resultados de los experimentos realizados con cuatro
liposomas distintos: membrana plasmatica de eucariotas, E. coli, S. aureus y membranas de los

tilacoides de cloroplastos.

A una relacion [lipido]/[DGAT3] de 100, la liberacion de carboxifluoresceina fue de

aproximadamente un 20% en los liposomas de S. aureus y de tilacoides. Sin embargo, en los
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liposomas compuestos por lipidos de membrana plasmaética eucariota y de E. coli, el leakage se

mantuvo alrededor del 5%.

Cuando se afiadidé mas proteina, alcanzando una relacion [lipido]/[DGAT3] de 50, el porcentaje
de liberacion de carboxifluoresceina (leakage) aumento hasta aproximadamente un 40% en los
liposomas compuestos por lipidos de S. aureus y un 30% en los de tilacoides. En cambio, para
los liposomas formados a partir de lipidos de membranas plasmaticas eucariotas o de E. coli se

mantuvo una liberacion en torno al 5%.

Por lo tanto, se observo que el leakage fue mayor en los liposomas formados por S. aureus y
lipidos de tilacoides, mostrando una relacion dosis-respuesta, mientras que en los compuestos

por membranas plasmaticas eucariotas y de E. coli, el efecto fue mucho mas limitado (Fig. 16).

50 I S. aureus
I Thylakoids
‘ I E.Coii
40 - I Eukaryotic Plasma m.

% Leakage

50 100
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Figura 16. Experimentos de leakage: los datos de leakage para LUVs compuestas de diferentes modelos
de membrana se obtuvieron en presencia de DGAT3. El experimento se realizd a dos relaciones
diferentes de [lipido]/[proteina]. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres
mediciones independientes [34].
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5. DISCUSION

El analisis de la expresion y purificacion de DGAT3 mostrd que esta proteina no se expresa de
manera basal en E. coli BL21, ya que no se detecto sefial en la muestra no inducida (Fig. 11C,
calle 1). Esto confirma que su expresion es dependiente de la induccion, en este caso mediante
IPTG. Respecto a la presencia de sefial en la fraccion no retenida (Fig. 11C, calle 6), esta indica
que una parte de la DGAT3 expresada no se unid a la resina de la cromatografia de afinidad.
Esto podria explicarse por la acumulacion de la proteina en cuerpos de inclusion, lo cual puede
alterar la exposicion de la cola de histidinas, necesaria para la interaccion con la resina, de
manera que esta esté oculta o mal expuesta, impidiendo su interaccion. Por ello, la proteina
requiere de un tratamiento con agentes desnaturalizantes, como la urea, para ser solubilizadas
adecuadamente. A pesar de esto, la fraccion retenida (Fig. 11C, calle 7) mostré una sefal

intensa, lo que indica que la purificacion fue eficaz.

Cabe destacar que, aunque la mayor parte de la DGAT3 se recuperd a partir de los cuerpos de
inclusion, también se detectd proteina en la fraccion soluble (Fig. 11C, calle 4), sin embargo,
esta fraccion mostrdo una menor estabilidad, puesto que precipitaba con el tiempo. Se ha
demostrado mediante la técnica de dicroismo circular que tanto la fraccion soluble como la no

soluble de DGAT3 presentan la misma estructura secundaria [34].

Al analizar la diferencia entre la cantidad de DGAT3 obtenida por GenScript (~10 mg/L) y la
obtenida en este trabajo (0,33 mg/L), se podrian plantear varias explicaciones. En el caso de
GenScript, la empresa estimo la cantidad de proteina expresada usando un gel SDS-PAGE y
comparando la intensidad de la banda correspondiente a DGAT3 con una cantidad conocida de
proteina seroalbumina bovina (BSA). Este método podria ser til como referencia, pero puede
no ser preciso, ya que la intensidad de la banda puede variar dependiendo del tipo de proteina.
En nuestro caso, la cuantificacion se realizé mediante espectroscopia UV-Vis, utilizando la
absorbancia a una longitud de onda de 280 nm asociada a los residuos de triptéfano presentes

en la estructura proteica, y aplicando la ley de Lambert-Beer para calcular la concentracion.

Ademas, en nuestro gel SDS-PAGE se observan dos bandas en las dos muestras
correspondientes a la proteina purificada por GenScript (Fig. 11B, calles 8 y 9), lo que podria
indicar la presencia de impurezas o fragmentos de la proteina. Sin embargo, en nuestro Western
Blot, realizado con un anticuerpo Anti-His, solo se detecta una de esas bandas, sugiriendo que
unicamente esa banda corresponde a DGAT3. Por otro lado, en el Western Blot proporcionado
por GenScript se aprecian ambas bandas, lo que podria deberse a diversos factores que atin no

han sido determinados, como diferencias en las condiciones experimentales o en la sensibilidad

29



del anticuerpo utilizado, entre otros. Es importante destacar que, al analizar la proteina
purificada por GenScript con nuestro anticuerpo Anti-His, la banda de mayor peso molecular
no se detectd, lo que indicaria que esa banda es en realidad una impureza y no parte de la

proteina DGAT3.

Una vez obtenida la proteina, se procedid a evaluar su interaccion con membranas modelo

mediante diferentes técnicas biofisicas.

En primer lugar, los ensayos de anisotropia de fluorescencia en estado estacionario utilizando
las sondas DPH y TMA-DPH permitieron estudiar la organizacion estructural de las bicapas
lipidicas en presencia de DGAT3. Las curvas obtenidas con ambas sondas mostraron
alteraciones similares (Fig. 13), lo que indica que la interaccion de DGAT3 con los modelos de
membrana lipidica no se restringe a una unica region de la membrana. Ademads, mediante la
fluorescencia intrinseca de los residuos de triptéfano de DGAT3, también se evalud su
capacidad de interaccion con distintos tipos de lipidos. La grafica obtenida (Fig. 14) mostré que
DGAT3 interactua preferentemente con vesiculas formadas por POPG, un lipido aniénico,
mientras que no se detectd interaccion con los liposomas compuestos por POPC, de naturaleza

zwitteridnica.

Complementariamente, los estudios de quenching de fluorescencia con yoduro de potasio (KI)
permitieron evaluar el grado de exposicion de los residuos de triptofano de DGAT3 al medio
acuoso. En presencia de vesiculas lipidicas anionicas, como las formadas por POPG o lipidos
derivados de S. aureus y tilacoides, los triptéfanos de DGAT3 eran menos accesibles a I, 1o que
sugiere que Trp216 y Trp218 estaban protegidos del quencher por la asociacion con la
membrana (Fig. 15). Esto refuerza la hipdtesis de que DGAT3 interacciona con la membrana,

poniendo en contacto al menos parte de su estructura con la bicapa.

Por ultimo, se estudio el efecto de DGAT3 en la permeabilidad de los liposomas mediante
ensayos de leakage de carboxifluoresceina. Se observd una liberacion del fluordforo
dependiente de la composicion lipidica de las vesiculas, siendo mayor en los liposomas
compuestos por lipidos anidnicos (Fig. 16). Estos resultados concuerdan con los datos
obtenidos mediante mediciones de anisotropia de fluorescencia (<r>) y ensayos de quenching
con liposomas, sugiriendo que DGAT3 efectivamente interacciond con lipidos cargados
negativamente y que no interacciona o lo hace en menor medida con los zwitterionicos. Este

comportamiento concuerda con la composicion lipidica de los tilacoides, que constituyen el
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sistema de membranas internas del cloroplasto y estan formado por lipidos anidnicos. Por tanto,

estos datos demuestran la posible asociacion de DGAT3 con compartimentos cloroplasticos.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

En este trabajo, se logré expresar y purificar la proteina DGAT3 de Chlamydomonas reinhardtii
en Escherichia coli, permitiendo estudiar su interaccion con modelos de membrana. La
comparacion con la muestra purificada por la empresa GenScript reveld una notable
discrepancia en el rendimiento proporcionado por dicha empresa. A pesar de que nuestros datos
indicaron una cantidad de proteina obtenida menor a la estimada por GenScript, se ha
confirmado que la DGAT3 purificada en este estudio presenta una estructura similar a la de la

proteina soluble y es adecuada para distintos ensayos.

A diferencia de sus homologos DGAT1 y DGAT2, que son enzimas integrales de membrana
ancladas al reticulo endoplasmatico, DGAT3 carece de dominios transmembrana y actla como
proteina soluble. Esta diferencia estructural sugeria un mecanismo de accion distinto, basado
en interacciones transitorias con membranas especificas. A través de diferentes técnicas, se
demostré que DGAT3 puede asociarse con bicapas lipidicas, en particular con membranas
compuestas por lipidos anidnicos, ya que mostraba unién tanto a vesiculas cargadas
negativamente como a membranas que imitan la composicion lipidica de los tilacoides, que
contienen un alto porcentaje de lipidos anionicos. Esto refuerza la hipotesis de que DGAT3
participa en rutas alternativas de sintesis de triacilglicéridos dentro del cloroplasto,

posiblemente coordinadas con la actividad fotosintética.

Los resultados obtenidos contribuyen a comprender mejor el comportamiento de DGAT3 in
vitro, y sientan las bases para futuros estudios enfocados en su funcién en el metabolismo

lipidico de organismos fotosintéticos.

Como linea de trabajo futura, seria interesante optimizar el protocolo de expresion y
purificacion para aumentar el rendimiento de DGAT3, especialmente trabajando con la fraccion
soluble de la expresion bacteriana. Esto permitiria evitar el uso de agentes desnaturalizantes,

favorecer un correcto plegamiento de la proteina y estudiar su actividad.

Ademés, los resultados obtenidos pueden servir como punto de partida para el desarrollo de
estrategias mas efectivas orientadas a la produccion de TAG en microalgas u otros sistemas
fotosintéticos. Esta mejora podria convertirse en una herramienta prometedora para impulsar la

sostenibilidad en la produccion de biocombustibles.
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