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Encapsulina se autoensambla formando una particula “*hueca”

N-term. helix
Spine helix\

\
o ¥

Giessen, T. W. (2016). Current opinion in chemical biology, 34,
1-10.
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Nichols, R. J., Cassidy-stutz, C., Chaijarasphong, T.,
& Savage, D. F. (2017). Critical Reviews in
Biochemistry and Molecular Biology, 52(5), 583-594.

Thermotoga maritima

ultrathin section

Thermotoga maritima, bacteria
hipertermdfila

Tag de interiorizacion



La nanoparticula encapsulina puede interiorizar proteinas cargo
exogenas

Etiqueta

EncapsulinM2E

’
Cargo-ioaded encapsuin |
nanocompanments

AmpR

pET-Duet_Encap_eGFP &=
eGFP

Lauy, Y. H., Giessen, T. W., Altenburg, W. J., & Silver, P. A. (2018). Prokaryotic
nanocompartments form synthetic organelles in a eukaryote. Nature
communications, 9(1), 1-7.
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Metodologia — Expresion y Purificacion

— EncepsulinMze  —  ecrp B

@ Transformation @ Selection

Sonicacion
@ Protein production @ Cell lysis

EncapsulinM2E

o 1
eGEP Plasmid with /
gene of interest

AmpR

pET-Duet_Encap_eGFP

we select bacteria
resistant to ampicillin

)/ lyse to release all
internal content
bacteria grow in culture

medium and then

overexpress protein
@ Activity @ Analysis of purification @ Protein purification
Plasmido productor de g
nanoparticula Encapsulina & =

M2E que interioriza eGFP

AN\
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Primer paso cromatografico: Hi Screen — CaptoCore 700
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Figura 1. Cromatograma obtenido en la columna Hi Screen — CaptoCore 700

Al A7 A8 A9 AID ANl AR

Fracciones de 6 ml Fracciones de 6 ml

Figura 2. Fracciones obtenidas la columna Hi Screen — CaptoCore 700 sometidas a luz

azul

A8 A9 A0 All Al2

V2 2 2 2 2

95 kDa

AL1/2 AS1/2

Figura 3. SDS-PAGE al 15%
de poliacrilamida con las
fracciones diluidas 1:2

Tamanos esperados

Encapsulina 30.7 kDa

eGFP: 32 kDa



A5° A6° A7° A8 AP

Segundo paso cromatografico: HiLoad % %% % % % %% %
26/600 wu
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Figura 5. Fracciones obtenidas la columna Hi Load 26/600 sometidas a luz azul Figura 6. SDS-PAGE al 15% de poliacrilamida con las
fracciones A1° — B6° diluidas 1:2



Evaluacion de la Capacidad de Interiorizacion

Curva estandar de eGFP
Tabla |. Cuantificacion de proteinas e
intensidad de Fluorescencia de fracciones

600

obtenidas de Hi Load 500
Tabla II. Concentracién de eGFP en muestras de encapsulina
_ 400
Muestra  [] mg/ml UF gain 50 g Muestra Fluor 50  [] ug/ml
S 300 EHCGPMZE_CGFP
- < (234) 165 25.7
Sobre. " 200 EncapM2E_eGFP
HiScreen 34 7855 neap (56)_6 490 745
Al° 0.1 17 100 -
A2° 1.1 170
220 lg ;gg ’ 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
2' FLUORESCENCIA
AR 2.2 906
A6° 19 946
A7: 1.6 658 Tabla Ill. Evaluacion de los ratios de interiorizacion. Set A: fracciones A2°-A4°, Set B:
A8 1.2 365 fracciones A5°-A6°
A9° 1.0 282 Ratio
21?0 é'g 13? Muestra Proteina a [] ug/ml Ratio (e6GFP/ Interiorizacion (mol
A12° 016 145 cuantificar P.T.) eGFP/ mol Nanop.
B12° 07 122 Set A eGFP 257
B10° 1.0 3996 Set A Total 1000 0.02 1.3
gg: 09 oo Set B eGFP 745
B6° 05 2163

B5° 0.3 1811



CONCLUSIONES

Se obtuvo 44 mg de proteina encapsulina 83 % pura por litro de cultivo

El ratio de internalizacion vario de 1.3 a 3.7 moléculas de eGFP por particula de
encapsulina.

Se obtuvo eGFP libre como excedente no internalizado.



PERSPECTIVAS

Utilizar la nanoparticula producida para la deteccion de fisuras en materiales como
alternativa de ensayo NDT

Modificar a la nanoparticula para cambiar algunas propiedades. Ejem: adsorcion

Interiorizar otras proteinas cargo
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