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RESUMEN. OmpU es una proteina integral de membrana de la familia de las porinas que se ubica en la envoltura externa
de las bacterias del género Vibrio. Este manuscrito describe la obtencién de un pldsmido recombinante para expresar la
proteina OmpU fusionada a un dominio c-terminal myc-hexahistidina (myc-hexa-his) de 2 kDa. La proteina recombinante
resultante OmpU-myc-hexa-his codificada en el plasmido se expresa en la cepa Escherichia coli Top 10, acumuldndose en
forma insoluble en el interior celular. La recuperacién de la proteina a partir de los cuerpos de inclusiéon insolubles se realiza
en urea 7 mol/L. La forma desnaturalizada se purificé por cromatografia de afinidad a iones metélicos inmovilizados. El
andlisis por SDS-PAGE de las fracciones purificadas detecté una proteina de aproximadamente 40 kDa, en correspondencia
con la masa molecular reportada para el monémero natural de OmpU (38 kDa) en Vibrio cholerae y el dominio c-terminal
acoplado. La proteina recombinante obtenida reaccioné en inmunoblot con los anticuerpos monoclonales anti-OmpU y
anti-hexa-his. La deteccién de la misma banda con estos dos anticuerpos indica la coexistencia de la proteina OmpU y el
epitopo hexa-histidina en una misma especie. En las condiciones de estudio empleadas, la proteina se obtuvo en un solo
paso cromatografico, resultado del cual el grado de pureza se incrementé hasta el 90 %; con un rendimiento del 23 %. Se
dispone ahora del sistema vector hospedero necesario para expresar la proteina.

ABSTRACT. OmpU is an integral outer membrane protein belonging to the porine family, which is present in the outer
membrane of bacteria of the genus Vibrio. This manuscript describes the construction of a recombinant plasmid coding for
OmpU protein fused to a myc-hexa-histidine domain (myc-hexa-his) of 2 kDa. The plasmid encoded recombinant protein
OmpU-myc-hexa-his, is expressed at high levels in the E. coli Top 10 strain, which is accumulated insoluble in inclusion bodies
inside the cell. The recombinant protein is recovered in 7 mol/L urea from insoluble inclusion bodies. The denatured form was
purified by immobilized metal-chelate affinity chromatography. SDS-PAGE analysis of the purified fractions detected a band
of approximately 40 kDa, which is in correspondence with the molecular mass reported for the wild type monomer of OmpU
(38 kDa) in Vibrio cholerae strains coupled to the recombinant c-myc-hexa-his domain. The recombinant protein reacted with
anti-OmpU y anti-hexa-his monoclonal antibodies in western blotting. The detection of comigrating bands with these two
antibodies indicates the presence of OmpU protein fused to hexa-hystidine tag in the same peptide. The protocol described
allowed obtaining this protein in a single chromatographic step and increased the purity up to 90 %, yielding on average a 23 %
of the initial amount. Consequently, a host -vector system is available to express this protein.

porinas de membrana externa funcionan como canales
para el transporte de hierro, fosfato, azticares y para la

INTRODUCCION

OmpU es una proteina integral de membrana de la
envoltura externa de la bacteria Vibrio cholerae, agente
causal del célera en los humanos.! Pertenece a la familia
de las porinas y constituye el 30 % del contenido proteico
de la membrana externa de los vibriones de esta especie.
El crecimiento microbiano en ausencia de sales puede
exacerbar su contenido hasta un 60 %.2 OmpU se asocia
y forma trimeros en la bicapa lipidica; el poro o canal
formado entre los monémeros tiene permeabilidad selec-
tiva parala entrada y salida de moléculas hidrofilicas de
talla molecular menor que 600 Da. En el género Vibrio las

adherencia a superficies abiéticas.?

La estructura trimérica de membrana de OmpU es
termolabil a 100 °C en presencia de dodecilsulfato de sodio
se disocia la estructura y desnaturalizan los monémeros
peptidicos de masa molecular aparente igual a 38 Kda.??
La migracioén electroforética relativa de estos péptidos
se modifica por la temperatura de solubilizaciéon.>® En
Vibrio cholerae la expresion del gen ompU esta sujeta a
regulacién positiva por el activador transcripcional trans-
membrana ToxR, el cual controla también la expresién de
determinantes de la virulencia bacteriana como la toxina
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colérica y la pilina de expresién corregulada con la toxina
colérica (TCP). Ello sugiere que OmpU podria contribuir
ala patogénesis del célera. Las propiedades adhesivas de
OmpU a las células epiteliales, demostradas in vitro, no
son esenciales para la colonizacién intestinal de Vibrio
cholerae in vivo en ratones lactantes.’ Sin embargo, no
hay informes de evaluacioén de la capacidad colonizadora
en humanos de mutantes ompU. La proteina OmpU
estd involucrada en la resistencia a la bilis y a los deter-
gentes anidnicos y en la respuesta del microorganismo
para tolerar los acidos organicos de cadena corta y re-
sistir la accién de los péptidos microbicidas de origen
intestinal.”® La investigacion basica fundamental de
las funciones de OmpU es de gran interés, asi como su
posible implicacién en la virulencia y en la sobrevivencia
intestinal. Se justifica trabajar en la obtencién de una
construcciéon genética que permita expresar la proteina

a niveles que faciliten su posterior purificacion.

El vector pBAD/Myc-His (Invitrogene) es un plas-
mido util para la expresién controlada y abundante de
proteinas en Escherichia coliy en Vibrio cholerae. El pro-
motor araBAD (P, ) presente en este plasmido funciona
eficientemente en ambas especies solo en presencia de
arabinosa. Este plasmido codifica ademés para la proteina
reguladora AraC que fortalece la regulacién de los genes
controlados por P, .° Por otra parte, el sistema pBAD/
Myc-His permite crear una fusién génica entre el gen de
interés y el epitopo myc (Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-
Asp-Leu) unido a un brazo espaciador (Asn-Ser-Ala-Val-
Asp)y una cola de seis histidinas (-Hisy) por el extremo 3°
del gen de interés. Ello facilita la purificacién de la protei-
narecombinante resultante empleando la cromatografia
de afinidad a iones metalicos inmovilizados. Se justifica
evaluar si este vector es 1til para clonar y sobreexpresar

la proteina OmpU en Escherichia coli.

La sobreexpresién de las proteinas en un hospedero
bacteriano puede traer como consecuencia su insolubi-
lizacién en el interior celular a causa de la agregacion y
formacién de cuerpos de inclusién citoplasmaticos. La
formacién de cuerpos de inclusién estd influenciada por
la naturaleza de la proteina, el hospedero y el nivel de
expresion, que resulta a su vez de la seleccién del vector

y las condiciones de induccién y crecimiento.!?

En el caso de OmpU, proteina integral de membrana
de naturaleza hidrofébica, cabe esperar una tenden-
cia incrementada a la agregaciéon. La mayoria de las
proteinas de los cuerpos de inclusién se solubilizan
empleando detergentes o agentes caotrépicos como la
urea 6 a 8 mol/L o el hidrocloruro de guanidina 6 mol/L,
previo a su purificacién. La obtencién de las proteinas
en cuerpos de inclusién limita la utilidad de los pro-
cedimientos de purificacién estdndar que requieren
condiciones no desnaturalizantes. Sin embargo, la
purificacién de proteinas por cromatografia de afinidad
a iones metdlicos inmovilizados puede realizarse bajo

condiciones desnaturalizantes.

El presente manuscrito describe el trabajo realizado
con el objetivo de obtener un sistema vector-hospedero
para expresar la proteina OmpU controlada por un
promotor inducible por arabinosa, asi como la posterior
produccion a escala de laboratorio y la purificacién por
cromatografia de afinidad a iones metalicos inmoviliza-
dos. Este constituye el primer paso de un trabajo dirigido
a utilizar este sistema y esta proteina para la obtencién
de anticuerpos monoclonales y la realizacién de estudios
posteriores de estructura-funcién, que aporten nuevos
elementos, dirigidos a esclarecer el papel de OmpU en

la inmunopatogénesis de V. cholerae.

MATERIALES Y METODOS
Técnicas de trabajo con ADN

E1 ADN plasmidico se purificé con el sistema Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega)
y se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa acorde
con Sambrook y col.!! La purificacién de fragmentos de
ADN a partir de ellos, se realiz6 con el sistema GFX™
PCR DNA and gel Band Purification (Amersham Phar-
macia Biotech). La transformacién bacteriana se realiz6
mediante electroporaciéon, segin Dower y col.!?

Construcciones plasmidicas

E1 ADN de la cepa de V. cholerae N16961 se us6 como
molde para amplificar el gen ompU utilizando la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonu-
cle6tidos se compraron al Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia con las secuencias siguientes: oligo de
ompU directo (ompU?5’)-5’-CAT GCCATG GACAAT AAA
TTA GG-3’, oligo de ompU reverso (ompU3’)-5’- TTAAGA
TCT GTC GTA ACG TAG ACC G-3’. La PCR se hizo con
la polimerasa Pfu y a una temperatura de hibridacién
de 48 °C en los cinco primeros ciclos y 57 °C en los veinte
ciclos restantes. En todos los casos, se realizé la desna-
turalizaciéon a 94 °C y la extension a 72 °C.

El ADN amplificado del gen ompU se ligd al vector
pUCI19 cortado con EcoRI y tratado con T4 ADN polime-
rasa. El plasmido resultante se corté con las enzimas Ncol
y Sacl. El inserto escindido, codificante del gen ompU, se
ligé al vector de expresion pBAD/Myc-His (Invitrogene)®
digerido con las mismas enzimas, lo cual lo situé cuesta
abajo del promotor P, .. El pldsmido resultante se digirid
con la enzima Bgl I y se relig para eliminar el codén de
parada natural del gen y dejarle acoplado por el extremo
c-terminal el dominio Myc-hexa-his.

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

La cepa Esherichia coli Top 10 (mrr-hsdRMS-
mcrBC)®80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139
A(araAleu)7697 galU galK rpsL endAl nupQG) transfor-
mada con el plasmido de expresién se usé como hospe-
dero heterdlogo productor de la proteina recombinante
OmpU-myc-hexa-his. Esta cepa se cultivé en 5 mL de
caldo LBA (NaCl, 10 g - L}; triptona, 10 g - L'!; extracto
de levadura, 5 g - L' y ampicillina, 100 mg - mL?) en
una zaranda orbital termostatada (Newbrunswik, USA)
durante toda una noche a 37 °C a 200 r/min. Un mililitro
del cultivo se transfirié a 300 mL de caldo LBA y se cul-
tivé en zaranda en iguales condiciones hasta alcanzar
0,5 unidades de densidad 6ptica medida a una longitud
de onda de 600 nm. La expresion de OmpU se indujo a
continuacioén por adicién de arabinosa a una concentra-
cién de 0,002 % (p/v) e incubacién en zaranda orbital por
4 h adicionales a 200 r/m y 37 °C.

Cosecha de la biomasa

La biomasa del cultivo fue sedimentada por cen-
trifugacion durante 10 min a 6 000g y a 4 °C; el so-
brenadante se deseché y el sedimento celular se lavd
con disolucién estabilizadora de fosfato de sodio 50
mmol/L; pH 8,0 (Na,HPO,, 50 mmol/L; NaCL, 1 mol/L;
ajustado a pH 8,0 con NaH,PO,).

Obtencion del lisado celular total

La biomasa de 300 mL de cultivo se resuspendi6 en
15 mL de disolucién estabilizadora de fosfato de sodio 50
mmol/L, pH 8,0. La suspensién se someti6 a cinco ciclos
de 30 s de exposiciéon cada uno, en un desintegrador
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ultrasénico MEGATON, seguido de 15 s de incubacién
en bano de hielo. El proceso subsiguiente se realiz6 a 4 °C.
El extracto crudo se centrifugé durante 15 min a 9 000g
y el sedimento insoluble se lavé dos veces, cada vez con
30 mL de la misma disolucién estabilizadora.

Fraccionamiento para enriquecer el contenido de
OmpU en el extracto

El sedimento se resuspendié arazén de 12 mg - mL" en
disolucion estabilizadora de sodio 50 mmol/L - urea 7 mol/L,
seguido de 1h de agitacién y centrifugacién a 9 000g
durante 15 min. El sobrenadante se recuperé hacia un
tubo nuevo y el pH del extracto se ajusté a 8,0.

Cromatografia de afinidad

Se circularon tres volimenes de columna (Ve) de
disolucién estabilizadora de equilibrio (fosfato de sodio,
50 mmol/L; urea, 7 mol/L; cloruro de sodio 1 mol/L,, pH,
8,0) a través de la resina Ni-CAM HC (SIGMA) cargada
con Ni?*. Se emple6 una velocidad de flujo de 1 mL - min.
El extracto se aplicé a la columna manteniendo igual
flujo de corrida. Tras cargar la muestra, el flujo se elevd
a 2 mL - min' para eluir todo el material no adherido
al lecho. A continuacién, se le circul6 a la columna 3
Ve de disolucion estabilizadora de lavado (fosfato de
sodio, 50 mmol/L; urea, 7 mol/L; imidazol 10 mol/L; clo-
ruro de sodio 1 mol/L, pH 8,0) para eluir las proteinas
retenidas por adsorcién inespecifica. La proteina de
interés se colecté circulando por la columna 1,5 Vc
de disolucién estabilizadora de elucién a un flujo de
corrida de 1 mL * min! (fosfato de sodio 50 mmol/L,
urea 7 mol/L e imidazol 50 mmol/L). Cada fracciéon se
examiné por electroforesis desnaturalizante en gel de
acrilamida-SDS y la cantidad de proteina presente se
cuantificé por el método de Lowry'? usando albimina
sérica bovina como estandar.

Preparacion de muestras para SDS-PAGE

La cantidad apropiada de muestra se concentro6 por
precipitacién con acido tricloroacético en presencia
de desoxicolato de sodio.* El sedimento concentrado se
resuspendié en disolucién estabilizadora de muestra 5 X
(Tris-HCI 250 mmol/L pH 6,8; bromofenol azul 0,5 %;
glicerol 50 %; SDS 10 % y ditiotreitol 500 mmol/L) y se
incubé a 96 °C durante 10 min.

Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

La muestra se aplic6 en un gel de 12 % de poliacri-
lamida y se hizo la electroforesis vertical empleando
una intensidad de corriente constante de 15 mA. Se
utilizé como patrén de tallas moleculares el Broad
Range Protein Molecular Weight Marker de Promega.
Las bandas fueron visualizadas por tincién con azul
brillante de Coomasie.

Analisis densitométrico de geles para determinacion
del grado de pureza

El andlisis de los geles para determinar el tamano
y la pureza de las bandas se realizé por densitome-
tria, mediante el procesador de iméagenes Gene Tools
Bioimagine system.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion del plasmidio de expresion

Se amplificé por PCR un fragmento de talla igual a 1
kb con los oligos ompU directo y reverso a partir del ADN
cromosomal de la cepa V. cholerae N16961 (Fig. 1, carril 2). E1

corte con las enzimas de restricciéon EcoR I o Sca I origind
bandas de 600 y 400 bp, lo que revelé la correspondencia
del fragmento amplificado con el gen ompU.

8000 pb —

3000 pb —

1000 pb —

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa de una alicuota de la
reaccion de PCR del gen ompU amplificado de la cepa V. chole-
rae N16961. Carril 1: marcador de peso molecular 1 kb Ladder
(Promega), carril 2: alicuota del producto de la PCR.

El producto de PCR se cloné en el vector pUC19 en
orientacién contraria a lacZ. El plasmido resultante se
denominé pOU11. El chequeo con las enzimas Sacl y PstI
produjo fragmentos de talla 3,6 kb en el primer caso y
de 2,6 y 1,0 kb en el segundo, confirmando una correcta
clonacién. El inserto con el gen ompU se extrajo de este
plasmido en forma de fragmento Ncol/Sacl, aprovechan-
do sitios de corte adyacentes correspondientes al vector
pUC19, y se introdujo en iguales sitios del vector pBAD/
Myc-His C (Invitrogene), con lo que se obtuvo el plasmi-
do pBCUI1. Aqui el gen ompU se ubica cuesta abajo del
promotor P, de expresion controlada por arabinosa y
retiene el codén de parada natural. La delecién Bgl II
de pBCUL1 y el religamiento originé el vector pBCUR1
que contiene al gen ompU recombinante fusionado por
el C-terminal al epitopo myc-hexa-his. La secuencia
nucleotidica del inserto en el plasmidio se verific6 ex-
perimentalmente y resulté correcta.

Expresion de la proteina recombinante en E. coli Top 10

La expresiéon de la proteina OmpU-myc-hexa-his en
E. coli Topl0 se comprobd por analisis del perfil protei-
co total de la cepa por SDS-PAGE y Western blot. Las
muestras de los cultivos antes y después de la adicién
del inductor de expresién arabinosa fueron analizadas
por SDS-PAGE. Tras la induccién, se observé una banda
mayoritaria de tamano molecular aparente calculado en
40 kDa (Fiig. 2, panel A, carril 3) que no se detect6 antes
de la induccién (Fig. 2, panel A, carril 2). Esta talla se
corresponde con la del monémero desnaturalizado de la
proteina OmpU de V. cholerae (38 KDa),>!>!6 sumada a
la talla de 2 kDa del epitopo myc-hexa-his fusionado al
extremo c-terminal de OmpU. De igual forma, se detectd
la presencia de una banda de talla molecular aparente
calculada en 44 kDa ausente antes de la induccién.

La identidad de las proteinas expresadas se verifico
por Western blot a muestras obtenidas de un mismo
cultivo antes y después de inducir la expresion. La in-
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munodeteccién, realizada con el anticuerpo monoclonal
anti-OmpU 9H12E6' revel6 dos bandas que comigran
con las mayoritarias de 40 y 44 kDa, detectadas por
SDS-PAGE, lo que permitié concluir que se trataba
de la proteina OmpU-hexa-his. La banda de 40 kDa
corresponde aparentemente a la isoforma madura de
OmpU desprovista de péptido senal y la de 44 kDa co-
rresponde a la forma inmadura que retuvo el péptido
senal. Se ha reportado que la proteina OmpU inmadura
contiene una secuencia inicial de 21 aminoéacidos de
estructura primaria semejante a la de un péptido senal
tipico!® cuyo peso molecular estimado es de 2,24 kDa.
La diferencia de talla molecular aparente entre las dos
bandas es ligeramente mayor que este valor esperado,
lo que pudiera relacionarse con la naturaleza heteréloga
del hospedero utilizado para expresar esta proteina. La
proteina OmpU madura natural de V. cholerae tiene un
peso molecular estimado por secuencia de 36,6 KDa'
inferior al peso molecular de 38 kDa obtenido por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida.
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Fig. 2. Expresion de OmpU-myc-hexa-his recombinante en E.
coli Top10 a partir del plasmido pBCURI visualizada por elec-
troforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida con SDS
(A) y Western blot (B) en muestras obtenidas antes y después de
la induccion. Panel A, carril 1: patron de peso molecular Broad
Range Protein Molecular Weight Marker (Promega). Carril 2: ex-
tracto celular del cultivo antes de la induccion. Carril 3: extracto
celular post-induccion con arabinosa al 0,002 %, durante 4 h en
zaranda a 200 r/min, 37 °C . Las muestras fueron ajustadas a
densidad dptica 5 a 600 nm . Panel B: carril 1: extracto celular
de un cultivo antes de la induccion. Carril 2: extracto celular
del cultivo post-induccion.

Ubicacion de la proteina OmpU-myc-hexa-his

La deteccion de la localizacion de la proteina OmpU-
myc-hexa-his se realizé mediante SDS-PAGE de las frac-
ciones celulares obtenidas tras la ruptura ultrasénica del
hospedero de expresién E. coli Top10. La proteina OmpU-
myc-hexa-his recombinante detectada en el extracto
celular completo (Fig. 3, carril 3) se localiza fundamen-
talmente en la fraccién insoluble de los cultivos inducidos
(Fig. 3, carril 2) y minoritariamente en la fraccién soluble
(Fig. 3, carril 1), lo que determind la necesidad de extraer
la proteina de interés de la fraccién insoluble.

Evaluacion de las condiciones de extraccion

La urea es un agente caotréprico y desnaturalizante
utilizado para extraer proteinas insolubles de cuerpos

75kDa
50 kDa

y| 4mmm OmpU

35kDa —

25kDa —

Fig. 3. SDS-PAGE de diferentes fracciones de la cepa E. coli
TOPI10 transformada con pBCURI1. Tiempo de coleccion de
muestra 4 h post-induccion de la expresion con arabinosa 0,002
%.Carril 1: patron de peso molecular Broad Range Protein Mo-
lecular Weight Marker (Promega). Carril 2: fracciéon soluble.
Carril: 3 fraccion insoluble. Carril 4: extracto celular completo.

de inclusién bacterianos. El potencial para extraer la
proteina OmpU-myc-hexa-his de los cuerpos de inclu-
sién fue evaluado para tres concentraciones diferentes
de urea (6, 7y 8 mol/L) y dos tiempos de incubacién 0,5
y 1 h (Fig. 4). El primero fue suficiente para solubilizar
la proteina OmpU-myc-hexa-his siempre que se utilizara
una concentraciéon de urea de 7 u 8 mol/L, por lo que se
seleccioné 7 mol/L de urea y este tiempo para la reali-
zacién de este trabajo.

Cromatografia de afinidad para la purificacion de la
proteina OmpU-myc-hexa-his

Los extractos obtenidos por tratamiento con urea 7
mol/L, clarificados por centrifugacién y ajustados a pH
8,0 (Fiig. 5, panel B, carril CP) se aplicaron a una columna
IMAC. La cola de polihistidina del epitopo C-terminal
de OmpU-myc-hexa-his permite su adsorcién a la matriz
empleada. El ajuste del pH a 8.0 garantiza que la matriz
y la cola de polihistidina estén correctamente cargadas y
se produzca la interaccién. La composiciéon del eluato co-
lectado al circular un exceso de disoluciéon estabilizadora
de equilibrio por la columna es esencialmente de conta-
minantes sin afinidad por la resina y aparentemente no
contiene la proteina de interés (Fig. 5, panel B, carril F1).
La mayor cantidad de la proteina OmpU-myc-hexa-his
queda retenida en la matriz.

La aplicacién de disolucién estabilizadora de lavado
que emplea imidazol 10 m mol/L, eluye de la columna
una pequena proporcion de la OmpU-myc-hexa-his
retenida en la matriz (Fig. 5, panel B, carriles F3 y F4);
sin embargo, la mayor cantidad de la proteina de interés
eluye solo tras la aplicacién de disolucién estabilizadora
de elucién (Fig. 5, panel B, carril F5). El contenido de imi-
dazol 10 m mol/Ly cloruro de sodio 1 mol/L en disolucién
estabilizadora de lavado, tiene como finalidad reducir las
interacciones inespecificas y prevenir las interacciones
i6énicas, respectivamente, lo que disminuye el enlace a
la resina de proteinas contaminantes. La elucién de la
proteina con imidazol 50 mmol/L indica que las inte-
racciones proteina - resina son débiles. Los datos de la
purificacién revelaron que la fraccién correspondiente a
OmpU-myc-hexa-his se colecté con un grado de pureza
de 90 %, una masa molecular de 40 kDa y un rendimiento
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Fig. 4. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida —
SDS para evaluar la eficacia de extraccion de la proteina OmpU-
myc-hexa-his de los cuerpos de inclusion empleando concentraciones
de urea 6, 7y 8 mol/L en tiempos de incubacion de 0,5y 1 ha 4°C.
Carriles 1-3: fraccion insoluble recuperada tras 1 h de incubacion en
urea 6, 7y 8 mol/L, respectivamente. Carriles 4-6: fraccion insoluble
recuperada tras 0,5 h de incubacion en urea 6, 7y 8 mol/L, respecti-
vamente. Carriles: 7-9 fraccion solubilizada tras 1 h de incubacion en
urea 6, 7y 8 mol/L, respectivamente. Carriles 10-12: fraccion soluble
tras 0,5 h de extraccion en urea 6, 7y 8 mol/L, respectivamente.
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Fig. 5. Purificacion de la proteina OmpU. Panel A: cromatograma
de la purificaciéon por cromatografia de afinidad a iones metdlicos
inmovilizados. Panel B: SDS-PAGE de las fracciones de la puri-
ficacion. En el borde superior del grafico se senialan las diferentes
fracciones (F) obtenidas por cromatografia en correspondencia
con el cromatograma del Panel A. CP extracto celular de Vibrio
cholerae con OmpU natural como referencia, previamente iden-
tificada con el anticuerpo 9HI12EG6. P patron de peso molecular
Broad Range Protein Molecular Weight Marker de Promega. FSU
fraccion soluble de la extraccion con urea 7 mol/L.

de 23 %. Las muestras de fracciones colectadas en distin-
tos puntos del proceso de purificacion se analizaron por
Western blot con los anticuerpos anti-OmpU 9H12E6 y
anti-hexa-histidina. El anticuerpo anti-OmpU reaccioné
con bandas de movilidad relativa mayor que la de la
proteina de 40 kDa OmpU-myc-hexa-his (Fig. 6, panel
A, carriles 1, 2, 3 y 4). Este resultado sugiere que la(s)
proteasa(s) del hospedero fragmentan parcialmente, pero
de forma especifica la proteina heteréloga y originan
segmentos reconocidos por el AcM 9H12E6. En cambio,
no todos los fragmentos de OmpU-myc-hexa-his reco-
nocidos por el AcM 9H12E6, lo fueron por el anticuerpo
anti-hexa-histidina. Ello indica que mientras el sitio de
reconocimiento del anticuerpo anti-hexa-his se encuen-
tra ubicado hacia el extremo c-terminal de la proteina,
el sitio de reconocimiento de OmpU por el AcM 9H12E6
se encuentra distante del c-terminal, separado de este
al menos por un sitio de reconocimiento y corte de la
proteasa supuesta. Ello hizo posible también obtener el
producto OmpU-myc-hexa-his purificado desprovisto
de los productos de degradacién antes mencionados
(Fig. 6 Ay B, carril 6). En el presente trabajo se informa
por primera vez la produccién heteréloga en E. coli de la
proteina OmpU de V. cholerae. Ademas, la construcciéon
genética obtenida es apropiada para expresar la proteina
en E. coli en forma de una fusién genética con una cola
de seis histidinas que facilita la posterior purificacién
de la proteina por cromatografia de afinidad.

Fig. 6. Western blot de las fracciones obtenidas en las etapas del
proceso de purificacién de OmpU-myc-hexa-his. Las proteinas
separadas por SDS - PAGE 12 %, transferidas a membranas
de nitrocelulosa y reveladas con los anticuerpos anti-OmpU
9HI12E (Panel A) o anti-hexa-histidina (Panel B). Carril 1:
lisado celular total de E. coli Top10 (pBCURI1). Carril 2: frac-
cion insoluble tras la disrupcion ultrasonica. Carril 3: frac-
cion soluble tras la disrupcion ultrasonica. Carril 4: fraccion
solubilizada en urea 7 mol/L antes de cargar en la columna.
Carril 5: lavado. Carril 6: OmpU-myc-hexa-his purificada por
cromatografia de afinidad a iones metdlicos inmovilizados.

CONCLUSIONES

El plasmido pBCURI1 es 1til para expresar la pro-
teina OmpU-myc-hexa-his en Escherichia coli.

La extraccién con urea, seguida de cromatografia
de afinidad a iones metélicos en condiciones des-
naturalizantes permite obtener en un solo paso, la
proteina OmpU-myc-hexa-his con un 90 % de pureza
y un rendimiento del 23 %.
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