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Resumen

La exoproteasa denominada leucin aminopeptidasa yspll (LAPyspll) de la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe pertenece a la familia de proteasas M17, que se encuentran ampliamente
distribuidas en varios organismos, desde bacterias, parasitos, plantas, hasta en el ser humano. Estas
enzimas poseen una estructura homohexamérica, y utilizan metales como cofactor para la accion
hidrolitica en péptidos liberando principalmente leucina. La funcién de estas metaloproteasas es diversa,
desde regulacion del metabolismo de productos nitrogenados, hasta chaperonas moleculares en
procesos de estrés. En 2007, se describié bioquimicamente la LAPyspll, para luego generar una mutante
del gen ape2, y conocer la funciéon de la enzima en el entorno biolégico. Se encontré que la levadura S.
pombe en ausencia de la peptidasa, presentaba una disminucién tanto de la tasa de crecimiento como de
la viabilidad celular. Igualmente, presentaba fenotipos aberrantes en la reparticion del material genético,
y células anucleadas. Mediante analisis de microarreglos se seleccionaron genes con modificaciones en
su expresion involucrados en procesos de mitosis y ciclo celular. El objetivo general de este trabajo fue
determinar la relacién funcional de la LAPyspll para comparar los niveles de expresion de genes
involucrados en procesos del ciclo celular y mitosis, asi como la produccién de anticuerpos
monoclonales anti-LAPyspll.

Los genes wis4, mis14, cde5, recs, sgo? y enp20 involucrados en procesos de la segregacion del material
genético, estan modificados en la cepa mutante 4XAape2. Se encontré mediante analisis de qRT-PCR,
que la expresion de los genes de las proteinas formadoras de complejos del centrémero y cinetocoro
(mis14, enp20, sg02) presentaron una disminucion paulatina posterior a 20 y hasta 32 h de crecimiento.
Asi también, el elemento regulador 754 de carga de cohesinas, presenté disminucién en la cepa mutante,
por lo que la disminucién de la expresion de transcrito (mARN) puede afectar la segregacion de las
cromatidas hermanas a nivel de acoplamiento de microtdbulos y establecimiento de la cohesién. Por
otro lado, los genes involucrados en la meiosis, como la cohesina rec§, presentaron un incremento en el
nivel de expresion a las 24 h, sugiriendo la induccién de procesos de supervivencia celular. La
desregulacion de tales procesos en ausencia de esta peptidasa sugiere su papel regulador de procesos
involucrados en la mitosis y ciclo celular, enfocados principalmente en el acoplamiento de microtibulos
y establecimiento de cohesinas. La LAPyspll parece estar involucrada en la regulacion citoplasmatica
del ensamblaje de microtubulos, que a su vez participa en la regulacién del cambio de fase en la mitosis,
la segregacion de las cromatidas hermanas y posiblemente en la modulacién de la expresion de genes
que intervienen en estos MisSmMOs pProcesos.

Por otro lado, se produjo la enzima LAPyspll en el sistema de Escherichia coli, para usarla en la generacion
de anticuerpos monoclonales en modelo de ratén. Se utiliz6 el método de clonacion independiente de
ligacion, el cual es un método que hizo posible la produccion con gran eficiencia de transformacién de
la LAPyspll. El disefio del plasmido, asi como la estrategia de clonacién hicieron posible la obtencién
de una cepa de E. /i BL21 (DE)-ape2, estable productora de la peptidasa a baja escala. Asi mismo, este
modelo de producciéon fue aplicado a la purificaciéon de la enzima con alto rendimiento por
cromatograffa de afinidad a NTA-Ni usando un equipo automatizado de cromatografia
liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC), lo que permiti6 mejorar la pureza de la proteina. Se
administraron con la proteina recombinante purificada a ratones BALB/c para generar anticuerpos
monoclonales a través de la técnica de hibridoma. Se han obtenido cuatro clonas estables, las cuales son
capaces de reconocer a la LAPyspll recombinante. Estos anticuerpos seran utilizados en un futuro para
ubicar a la enzima en procesos clave de la mitosis y cinética de crecimiento de la levadura, asi como su
identificacién bajo la aplicacion de diferentes inmunoensayos.



1.Introduccion

1.1.  El proceso de proteostasis.

Nuestra vision del universo proteolitico se ha expandido considerablemente en los ultimos afios.
Inicialmente, las proteasas se caracterizaron como enzimas hidroliticas inespecificas asociadas al
catabolismo proteico. Actualmente, se ha reconocido que la protedlisis estd involucrada en diferentes
mecanismos para lograr un control celular preciso de los procesos biologicos en todos los organismos
vivos, por un lado, a través de la hidrolisis altamente especifica de los enlaces peptidicos, y por otro
llevando a cabo funciones diversas (moonlight) que les proveen funciones adicionales a las candnicas.
Sin estos procesos, la maquinaria celular no serfa capaz de lograr el equilibrio de las funciones, y serfa

imposible mantener la homeostasis celular (1).

Debido a las funciones en expansion de las enzimas proteoliticas, existe un interés creciente en la
identificaciéon y caracterizacion funcional de muchas proteasas que estan presentes en varios
organismos, desde las bacterias hasta el hombre. Los microorganismos transmisores de enfermedades
infecciosas, virus y parasitos usan proteasas como factores de virulencia; toxinas presentes en diferentes
animales comunmente contienen proteasas para efectuar la destruccion del tejido o evadir las respuestas
del huésped. En consecuencia, muchas proteasas o sus sustratos son un objetivo importante para la

industria farmacéutica como posibles blancos farmacolégicos (2).

La evidencia de la complejidad e importancia de los sistemas proteoliticos que funcionan en todos los
organismos, y la capacidad de analizar sistemas en su totalidad en escalas de genoma y proteoma,
requiere la introduccién de nuevos términos para aclarar las situaciones emergentes y conceptos

innovadores en este campo (3-5).
1.2.  Leucin aminopeptidasas: efectoras de diversas funciones.

La diversa familia de enzimas leucin aminopeptidasas M17 (clan MF, familia M17) son un grupo
de proteasas que hidrolizan el enlace peptidico amino terminal en un sustrato que libera un solo
aminoacido (leucina). Aunque de alguna manera esto puede verse como una alteracion relativamente
menor de una proteina, ahora es mas evidente que tal modificacién puede tener un efecto importante

en la estructura y funcién de la proteina (0).

Las aminopeptidasas M17 se encuentran ampliamente distribuidas en varios organismos, en donde

poseen una estructura cuaternaria homohexamérica. La subunidad monomérica estd compuesta por un
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dominio N-terminal variable del y una regién catalitica C-terminal conservada entre esta familia. Se ha
postulado que los sustratos altamente especificos para este tipo de enzimas pueden acceder al sitio
activo a través de canales formados entre los dominios N-terminales de los monémeros vecinos. Los
canales estan flanqueados por asas flexibles, cuya longitud y naturaleza difieren entre proteinas
homologas de la familia M17-LAP. La conformacién de estas asas juega un papel importante en la
modulacién de la entrada del sustrato a la cavidad del sitio activo, y por lo tanto, en la especificidad del

sustrato (7, 8).

El centro de unién al metal es binuclear y también participa en la especificidad del sustrato y la actividad
catalitica. Este utiliza dos iones metalicos divalentes, (un ion regulador de la estructura, generalmente
zing; otro presente en el sitio activo magnesio, manganeso o hasta iones sodio) los cuales pueden variar
entre diferentes proteasas) como cofactores para catalizar la eliminaciéon de aminoacidos N-terminales

seleccionados de péptidos o proteinas (8).

Generalmente, la accién proteolitica contribuye al recambio de proteinas intracelulares, convirtiendo al
catabolismo proteico en un proceso fundamental en todos los organismos vivos. Sin embargo, una
amplia gama de funciones adicionales mas alla de la actividad aminopeptidasa también se han atribuido
a las leucin aminopeptidasas M17. Los mecanismos por los cuales realizan estos procesos tan diversos,

a pesar de su estructura tan conservada, aun no estan claros.
1.3.  La funcién de leucin aminopeptidasas de diferentes organismos.

A continuacién, se muestran algunos ejemplos de leucin aminopeptidasas distribuidas en la

naturaleza, que desarrollan diferentes funciones:
1.3.1. Leucin aminopeptidasa (PfM17). Plasmodium falciparum

Plasmodinm falciparum, el parasito responsable de la malaria, lleva a cabo reacciones digestivas de la
molécula de hemoglobina dentro de los eritrocitos. La leucin aminopeptidasa de P.fakiparum (PfM17)
realiza la tarea adicional de liberacién de aminoacidos de péptidos enviados al citosol desde las vacuolas
digestivas donde tiene lugar la rapida degradacion de la hemoglobina del huésped. Este proceso libera
péptidos para la produccién de proteinas del parasito, pero también para mantener el correcto equilibrio

osmotico dentro del eritrocito del huésped (9, 10).

La confirmacién de la localizacion citosélica para la PILAP se obtuvo usando una proteina de fusion

PfLAP-GFP que demostrd que la intensidad de la tinciéon fue mayor en etapas del trofozoito temprano



y tardio, en las cuales se lleva a cabo el desarrollo del parasito en el eritrocito, por lo tanto, la leucin
aminopeptidasa PfM17 es critica para la supervivencia del parasito dentro del huésped en la etapa

sanguinea en humano (11).
1.3.2. Leucin aminopeptidasa (MtLAP). Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterinm tuberculosis es una de las bacterias mas peligrosas capaces de infectar al humano y
causar dafo grave que puede derivar en muerte. Es necesario el desarrollo de nuevas alternativas para

su tratamiento debido a que presenta alta resistencia a antibidticos.

Se ha realizado la caracterizacién de una LAP perteneciente a la familia M17 en M. tuberculosis, la cual es
inhibida de manera eficiente por bestatina. El tratamiento con bestatina de macréfagos alveolares
infectados con M. tuberculosis, mostré una reduccion significativa dependiente de la dosis en las unidades
formadoras de colonias. Asi mismo, el tratamiento con el inhibidor de la MtLAP reduce las lesiones en
pulmones infectados de raton, comparado con el tratamiento de eleccion, la isoniazida. Estos estudios
han posicionado a la MtLAP como un elemento importante en la patogénesis de la bacteria, por lo

tanto, como un blanco para el desarrollo de nuevos tratamientos antibiéticos (12).
1.3.3. Leucin aminopeptidasa-1 (TbLAP1). Trypanosoma brucei

La leucin aminopeptidasa-1 presente en Trypanosoma brucei es una enzima relacionada con la
divisién del material genético en la mitocondria, denominado cinetoplasto (kDNA), asi como con
proteinas del complejo de union tripartita (TAC) encargadas de la formacion de filamentos del cuerpo
basal para llevar a cabo la citocinesis. La distribuciéon de TbLLAP1 dentro del kDNA experimenta
cambios durante la divisién celular, ya que en la fase G1, TbLAP1 se localiza conjuntamente con el
kDNA, pero conforme avanza la fase se modifica su interacciéon con TAC102, un componente del
TAC, una estructura filamentosa que conecta el KDNA con el cuerpo basal y el flagelo. La desregulacion
de TbLAP1 resulta en un defecto del crecimiento, asi como en la acumulacion de dobletes nucleatres
(Figura 1). El analisis con tinciéon de DAPI de las células en ausencia de la TbLAP1 (silenciamiento)
sugieren citocinesis tardia. Por otro lado, la expresion ectopica de TbLAP1-HA causa la pérdida de
kDNA y defectos del crecimiento. Dado que el proceso de segregacion de kDNA termina con el inicio
de la citocinesis, el efecto de la regulacion negativa provocada por la expresion ectépica de ThLAP1
indica su clara participacion en la segregacion de kKDNA. Ya que la localizacion de la ThbLAP1 cambia

dinamicamente durante el ciclo celular, y su movimiento se conjuga con el de los cuerpos basales, se



vio que el estrés experimentado por los tripanosomas que tienen sobreexpresion de TbLAP1 se refleja

ain mas por el reclutamiento de chaperonas como mtHsp70 y su colocalizacion con TbLAP1 (13).
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Figura 1. Modelo para la interaccion de la leucin aminopeptidasa-1 de Trypanosoma brucei con el cuerpo basal,
el complejo de union tripartita y el KDNA, para la segregacion del material genético mitocondrial. El cuerpo
basal ( amarillo), el flagelo (linea negra), el complejo de unién tripartita (TAC) (M rojo), el KDNA y el nucleo (W azul) y
el TbLAP1 (M verde) se representan durante el ciclo celular de T. brucei. (A) Células de interfase (1NuclearlkDNA), con
un cuerpo basal, un flagelo y un solo TAC conectado con kDNA y TbLAP1. (B) Células en las primeras etapas de
divisién, con cuerpos basales y TAC divididos; el crecimiento del nuevo flagelo se hace evidente; el cinetoplasto (kDNA)
muestra una forma alargada de "mancuerna", que refleja su replicacion; TbLAP1 co-localiza con kDNA. (C) Etapa
posterior en la que se completa la replicacion de KDNA vy las redes del KDNA hijo se han dividido y aparecen en una
posicién perpendicular entre si; TbLLAP1 esta presente en los kDNA de la progenie y en el puente de unién del material
segregado (nabelschnur); Los cuerpos basales y probasales proceden con su segregacion. (D) La segregacion de los kDNA
recién divididos continda, junto con los respectivos TAC y cuerpos basales; el nabelschnur comienza a desvanecerse. (E)
Después de la replicacion y segregacion de ADN nuclear, aparecen nucleos recién divididos, a medida que continia la
segregacion de kDNA. (F) células con nucleos completamente divididos con ADNc y estructuras asociadas alineadas,
(2Nuclear2kDNA), estan listas justo antes de la citocinesis, para la proxima divisién celular. Figura tomada de Pefia-Diaz
P.y col. 2017 (13).

1.3.4. Leucin aminopeptidasa A. Lycopersicum esculentum

La leucin aminopeptidasa A (LAP-A) del tomate (Lycopersicum esculentum) se expresa cuando hay
agresiones ambientales en diferentes momentos de crecimiento del fruto (14). Después de la resolucion
de su estructura cristalografica, asf como la introduccién de diferentes mutaciones al sitio activo, se vio
la reduccion de la actividad de peptidasa y la disociacion de la estructura hexamérica. Recientemente, se
ha demostrado que LAP-A protege otras proteinas de desnaturalizacion térmica y agregacion, asi mismo
ayuda al plegamiento de proteinas desnaturalizadas en una forma activa usando un mecanismo
independiente de ATP. Esta actividad también se presenta en proteinas de choque térmico pequefias

(sHSP) que aplican un mecanismo de "holdasa" para actuar sobre sustratos. Se ha planteado que en los



sitios activos se encuentran superficies hidrofébicas que estan expuestas al romperse la estructura
hexamérica, formando oligbmeros de orden inferior. Se ha demostrado que éstos tienen una mayor
exposicion a la superficie y exhiben una mayor actividad de chaperona en comparacién con la LAP-A

silvestre (15).
1.3.5. Leucin aminopeptidasa 3 (LAP3) en humano: biomarcador de cancer.

La leucin aminopeptidasa-3 (LAP3) presente en humano ha sido estudiada en procesos como
cancer y generacion de tumores. En la busqueda de moléculas prometedoras que funcionen como
biomarcadores de mal prondstico para cancer, metastasis y formacioén de tumores, la LAP3 ya ha sido
estudiada en procesos como cancer de colon (16), glioma (17), carcinoma hepatocelular (18), cancer de

células escamosas de eséfago (19), cancer de mama (20, 21) y carcinoma endometrial (22).

Uno de los estudios mas recientes es el realizado en cancer de mama, donde se mostré una alta expresion
de la proteasa LAP3 en carcinoma ductal infiltrativo de mama cuando se compard con los tejidos
adyacentes al carcinoma. El nivel de expresion de la LAP3 también aumento en presencia de metastasis
ganglionar y evolucién tumoral (Figura 2A). Por lo tanto, la LAP3 puede estar estrechamente

relacionada con apariciéon de metastasis en cancer de mama.

Igualmente se estudio la sobreexpresion de LAP3 en las lineas celulares MDA-MB-231(Figura 2B, 2C)
y MCF7 (Figura 2D, 2F), donde promovi6 la migracion y la invasion de células. El silenciamiento de
la LAP3 en la linea celular MDA-MB-231 inhibi6 notablemente la migracion y la invasion de las células.
Por analisis de western blot se vio que la sobreexpresion o silenciamiento de LAP3 puede promover o
inhibir respectivamente la expresion de proteinas como fascina y metaloproteasas de matriz 2-9
(MMP2/9) en ambas lineas celulares (Figura 2G). La presencia de estas proteinas puede estar

relacionada con el grado de infiltracién de las células de cancer de mama (21).



B3 C
lg .
=2 180] MDA-MB-231 e ) MDA-MB-231 .
5 5
o ()
£ , g w
2. /
- 100 = 200 1
2w / / . 8 A
? & in S W |
/ / 9o 100 / A
g 4 g z
§ 2 / S 1
2 o Z o A
Parental Vector Sobreexpresion Knockdown Parental Vector Sobreexpresion Knockdown
@& & Qp@ 3 é,f
D F G & & p & . & &
.
o] MCF? Cg Mvem ¢ W e —— ] ’V' .. d
g . 3w 1089 154 049 1 L2 205
e ) 8 ras
7| ascina .
g 5 0 1 5 50 -
‘8'5 50 ] % m 1092 126 06 1 103 12
o = n s
5% 7 ] 8 MMP2
oE w E / 0 -
o 1 % 1 L6 151 075 1 L0 130
ISR | o > i
Tejido canceroso de cancer de mama 8 2 E 1 .g
17 1 1
10 E f 7 i 8
¢ ) » 4 Actina
Parental Vector Sobreexpresion Parental Vector Sobreexpresion

MDA-MB-231

Figura 2. Funcion de leucin aminopeptidasa LAP3 en cancer de mama.

A) Inmunohistoquimica marcando la LAP3 en tejido tumoral y circundante de cancer de mama. B) Estudio de
la sobreexpresion y el knockdown de la LAP3 en la linea celular MDA-MB-231, donde la distancia relativa de
migracién celular. C) Estudio de la sobreexpresién y el knockdown de la LAP3 en la linea celular MDA-MB-

231, donde se estudi6 el grado de invasion y la migracion relativa de las células. D, F) Estudio de la
sobreexpresion de la LAP3 en la linea celular MCEF7. G) Expresion de proteinas como la fascina y
metaloproteasas MMP-2/9 en presencia y ausencia de la LAP3. Figura tomada de Fang y col. 2019 (18).

Aunque aun no se conoce el mecanismo por el cual LAP3 esté realizando este efecto en cancer de
mama, ya se han realizado otros estudios que la relacionan con el control del ciclo celular en la
proliferacion y division celular. Algunos estudios determinaron que LAP3 promueve la transicién de las
fases G1/S y la motilidad de carcinoma de células escamosas de eséfago (19), se sugiere un posible

comportamiento de unién al ADN para llevar a cabo estos procesos.
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2.Antecedentes

2.1.  Caracterizacion bioquimica de la leucin aminopeptidasa yspll de S. pombe.

En nuestro grupo de trabajo se identific6 una leucin aminopeptidasa en la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe. 1.a proteasa denominada leucin aminopeptidasa yspll (LAPyspll) tiene una
masa molecular como complejo hexamérico de 320 kDa y 54 kDa como mondémero. La enzima tiene
su actividad proteolitica en aminoacidos N-terminales como leucina y metionina preferentemente, a un
pH 6ptimo de actividad de 8.5 con dependencia de Mn*? y es inhibida por bestatina. Los residuos
cataliticos corresponden a los aminodcidos Lys292 y Arg366 (Figura 3A), asi como aquellos
involucrados en la coordinacion de los iones metalicos cataliticos Lys280, Asp285, Asp303, Asp362 y
Glu364. Los aminoacidos que forman la bolsa hidrofébica para la unién del sustrato Met300, Asn360,
Ala363, Thr390, Leu391, Ala483 y Met486 se encuentran conservados entre todas las aminopeptidasas
conocidas (Figura 3B). El monémero de la LAPyspll fue modelado 7 silico, donde se muestra la

estructura de silla de montar en el extremo C-terminal donde se encuentra el sitio activo de la peptidasa

(Figura 3C) (23).
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Figura 3. Estructura del sitio activo y modelo in silico de la leucin aminopeptidasa yspII de
Schizosaccharomyces pombe.
A) Disposicion de los aminoacidos que forman el sitio activo, en cuadro azul los residuos cataliticos.

B) Disposicion de los aminoacidos que forman el sitio activo con el arreglo espacial para un centro bimetélico
de Zn*?, los aminoacidos en azul corresponden a la bolsa hidrofébica y en verde los de la actividad catalitica,
remarcando en azul a Lys292 y Arg360 indispensables para la actividad enzimatica. C) Modelado i sifico del
monoémero de la LAPyspll y su estructura tridimensional. Figura tomada de Herrera-Camacho y col., 2007 (23)
y Rivera-Juarez, 2009 (24).
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2.2.  Funcioén biolégica de la leucin aminopeptidasa yspll de Schizosaccharomyces pombe.

En la busqueda de la actividad bioldgica de esta peptidasa en el organismo modelo S. pombe, se
han realizado diferentes trabajos para establecer la funcién y su participaciéon en la levadura. La
determinacién del nivel de expresion de la enzima en diferentes condiciones de asimilacién de fuentes
de carbono y nitrégeno no revelaron un efecto en su nivel de ARNm, por lo que es posible que no esté

involucrada en el metabolismo de carbono ni de nitrégeno ni en la obtencién de energfa (25).

En nuestro laboratorio se obtuvo una mutante del gen apeZ, a partir de la cepa auxotrofica S. pombe
201399 haploide (h+ ura4-D18, leu132, ade6-M210, his7-3669) (cepa control denominada 4X) mediante
una construccion interruptora ABura4CD que sustituye al gen ape? por el gen ura4 mediante el
flanqueado de regiones homologas en el /cus del gen. Asi se obtuvieron células haploides con el
genotipo 4XAape2, las cuales presentan un fenotipo caracteristico, mostrando una tasa de crecimiento
menor con respecto a la cepa control 4X (3.46 versus 2.59 horas por generacion) (Figura 4A),
observando por microscopia en contraste de fases una disminucién de la viabilidad celular de la cepa
mutante 4XAape?2 al final de la fase logaritmica, asi como por microscopia de fluorescencia cambios
importantes en la morfologia celular, como células anucleadas, compactaciéon amorfa de cromosomas,

sugitiendo que la LAPysplI puede estar implicada en ciclo celular y/o mitosis (Figura 4B)(20).

A B S.pombe 4X S.pombe 4XAape2

Fase
estacionaria

6 26 h

DO 600 nm
w

Fase
logaritmica

Control4X s
Mutante 4X Agpe?2 w=

1
Fase
latencia

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Tiempo de crecimiento a 30 °C en agitacién (hrs)

Figura 4. Fenotipo de la mutante 4XAape2. Comparacion de la cepa control 4x y la cepa mutante para
la LAPyspIl. A) A partir de cultivos sincronizados G1, siguiendo el crecimiento a diferentes horas. B)
Microscopia en contraste de fases y de fluorescencia (63x) de células crecidas en medio EMM2 tefiidas con
DAPI a diferentes horas de crecimiento Figura tomada de Gutiérrez, 2014 (20).
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Considerando estos resultados, y debido a la naturaleza proteolitica de la enzima, es necesario relacionar
estas caracterfsticas fenotipicas con alguna via metabdlica, proceso celular o via de sefalizacion
modificada en la ausencia de la LAPyspll. Por ello se realizé6 un analisis con una plantilla de
microarreglos de 4000 genes de Schizossacharomyces pombe con el ARN total, comparando la condicion
control 4X contra la mutante 4XAape2. De forma muy interesante se encontraron genes que
disminuyeron su expresiéon y que codifican proteinas que estan relacionadas con la condensacion y
segregacion de las cromatidas (wis14, misd, sgo2, cdec5, rec§ y enp20). Por otro lado, mp5 y B5 (p#sT)
aumentaron su expresion; estas forman parte del proteosoma 268, el cual estd involucrado en el anclaje

del uso cromatico a los centrémeros (27).

Estos genes fueron determinados a partir de los datos con un valor de Z-score de -1.5 tomando en
cuenta las proteinas que se encuentran involucradas en procesos de regulacién y procesamiento en el
ciclo celular, especificamente en la segregacion de las cromatidas hermanas durante la mitosis (Tabla
1). Teniendo estas evidencias con respecto a la funcién de esta proteasa, es posible que esté relacionada
en la regulacion de la progresion del ciclo celular y en la segregacion del material genético (27).

Tabla 1. Funcion de proteinas involucradas en la segregacion del material genético examinadas en

la mutante Aape2 con los valores cortespondientes de Z-score obtenidos del microarreglo. Modificado
de Flores-Tlalpa, 2018 (27).

GEN Funcion ID Z-score

mis4 Adherina, factor del complejo de carga de SPAC31A2.05¢ -1.660
cohesinas

misl4 Subunidad del complejo NMS (Ndc80-MIND- SPACG688.02¢ -2.799

Spc7), mantenimiento de unién de cinetocoros a
cromosomas condensados

cnp20 Variante de H4, plataforma estructural del SPBC800.13 -1.842
ensamblaje del cinetocoro

sgo2 Proteina de union al cinetocoro interno SPAC15A10.15 -1.610

rec8 Subunidad del complejo de cohesinas presente en SPBC29A10.14 -0.196
la meiosis

cdcs Subunidad de complejo Prp19, regulacién de SPAC644.12 0.840
espliceosoma
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2.3.  Estudios masivos en la levadura S. pombe para el analisis de la leucin aminopeptidasa
yspll.

Debido al impacto que han tenido las investigaciones realizadas en . pombe durante muchas
décadas, las aplicaciones de la levadura se han tornado a los estudios de alto rendimiento para obtener
un panorama mas amplio de las funciones celulares. Gracias a estos estudios, se han obtenido datos
acerca de la modificacién de ciertas proteinas en procesos muy especificos de interés bioldgico. Este es
el caso de la leucin aminopeptidasa yspll, de la cual se han reconocido ciertos fenémenos relacionados

con su funcion, aqui se mencionan algunas perspectivas.
2.3.1. Leucin aminopeptidasa yspll y su papel en la produccion de proteinas recombinantes.

La levadura de fision S. pombe comparte muchas caracteristicas genéticas y bioquimicas con
eucariotas superiores como el empalme de ARNm, la modificacion postraduccional, la division celular
y el control del ciclo celular. Ademas, posee una enzima galactosiltransferasa que no se encuentra en
otras células de levadura que se utilizan la para produccion de proteinas, lo cual la convierte en huésped
ideal para la producciéon de proteinas eucariotas de alto nivel. Sin embargo, uno de los principales
problemas que dificulta la produccién y purificacion efectiva de proteinas heterdlogas de S. pomzbe es la
degradacion proteolitica de los productos recombinantes por proteasas especificas. Atn se desconoce
a detalle el sistema proteolitico de esta levadura, por lo que Idiris y col. en el 2006, generaron una cepa
deficiente de proteasas, alterando 52 genes especificos para estas proteinas, de las cuales se excluyeron

las relacionadas con el sistema proteosoma-ubiquitina (28).

Entre estos genes se encuentran enzimas indispensables para la viabilidad celular y ciclo celular (kprl,
gpi8 y cutl), asi como metaloproteasas especificas para serina, cisteina, acido aspartico y otros.

Perteneciente a esta seleccion se encuentra la leucin aminopeptidasa yspll (ppp18).

Del estudio de la tasa de crecimiento en cepas que presentan deleciones para estas proteasas, se
obtuvieron dos poblaciones: las que aumentaban y las que disminufan su velocidad de generacién en
comparacion a la cepa control S. pomzbe ARC001. Para el caso concreto de la LAPyspll, se observé una
disminucién en la velocidad de generacién en medio rico de extracto de levadura, lo cual concuerda con
los estudios realizados en nuestro laboratorio (Figura 5A) (26, 27). Sin embargo, la afectacién en el
crecimiento present6 un efecto menor en la proliferacién y generacion de la biomasa, comparado con
el que presentaban cepas con deficiencias en proteasas mitocondriales. Aunque se desconoce la razén

por la cual existe este comportamiento, la ausencia de la proteasa LAPyspll podria afectar la produccion
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de biomasa, una caracteristica deseable en la produccién de proteinas recombinantes. Igualmente, al

analizar la linea de tiempo para la produccion de la proteina heteréloga de la hormona de crecimiento

humano (hGH), se observé que, en la etapa inicial de crecimiento aproximadamente a las 24 horas, la

hGH es generada por la cepa deficiente de LAPyspll, sin embargo, a las 48 horas, tiempo que

corresponde al pico de produccién de la proteina en la cepa control AC001, ya no se produce en la cepa

deficiente (Figura 5B). Sin la aminopeptidasa LAPyspll, no es posible generar la produccién de

proteinas heter6logas. La LAPyspll no tiene una actividad importante en la degradaciéon de proteinas

recombinantes que se producen en este sistema, sin embargo, su ausencia repercute en la tasa de

generacion y en la produccion en etapas tardfas de crecimiento de la levadura.
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Figura 5. Determinacion de la tasa de crecimiento de las cepas deficientes de proteasas y produccion

de la hormona de crecimiento humano (hGH) en Schizosaccharomyces pombe.

A) Tasa de crecimiento relativa de la cepa pp18 correspondiente a la leucin aminopeptidasa yspll, B)
Produccion de la proteina heteréloga hGH en diferentes momentos de crecimiento de la levadura, la banda
marcada con () representa a la proteina producida en las diferentes cepas con deficiencia de proteasas

especificas. Figuras tomadas de Iditis y col., 2006 (28).

15



2.3.2. Leucin aminopeptidasa yspll y modificaciones en el aprovechamiento de una fuente de

cartbono en 8. pombe (resistencia a desoxiglucosa).

La 2-desoxiglucosa (2-DG), es un carbohidrato modificado analogo de la glucosa, que ha sido
postulado como un inhibidor de desarrollo de tumores y de la division celular en modelos humanos.
En la levadura Saccharomyces cerevisiae afecta la sintesis de la pared celular y genera cambios morfoldgicos
llevando a la lisis celular. En Schigosaccharomyces pombe, la 2-DG produce células deformes y defectos en
el aprovechamiento de la glucosa. Considerando la analogfa entre la levadura de fisién y las células
humanas, Vishwanatha y col. en 2016, estudiaron la resistencia a 2-DG en . pombe, para identificar

genes involucrados en la asimilaciéon de este compuesto y su acciéon en un entorno biolégico.

Después de la seleccion de las cepas resistentes, se identificaron dos cepas: odrl (sobreexpresion que
causa resistencia a la desoxiglucosa) y ysp2 (leucin aminopeptidasa yspll), las cuales fueron estudiadas
bajo el promotor dependiente de tiamina en diferentes concentraciones de glucosa (2% y 0.5%). Bajo
la sobreexpresion del gen de la leucin aminopeptidasa yspll (pYSP2), se mostr6 una resistencia débil a
la 2-DG, en condiciones permisivas y no permisivas de glucosa (Figura 6). La enzima LAPysplI parece
tener un efecto protector en presencia de 2-DG, que no es dependiente de la cantidad de glucosa que
se encuentra en el medio, a diferencia con lo que sucede con Saccharomyces cerevisiae. Esto puede implicar
que la leucin aminopeptidasa yspll podria estar involucrada en el control de la asimilacién de glucosa
en vias como la Git/Proteina cinasa A, donde se censa el nivel de glucosa en el medio y activa diferentes
mecanismos de supervivencia, que podrian estar afectando directamente la velocidad de crecimiento y
aprovechamiento de nutrientes en diferentes etapas de crecimiento. Sorprendentemente, el gen en
estudio denominado odr1, es una hidrolasa perteneciente a la familia HAD, presente en nucleo y citosol,
relacionada principalmente a procesos de quiescencia en la levadura. Las enzimas hidroliticas como la
LAPyspll podrian estar procesando otros componentes de sistemas metabolicos en presencia de

agentes toxicos.
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Figura 6. Crecimiento de cepas que sobreexpresan de odrl y ysp2 en presencia y ausencia de tiamina
en medio minimo mineral (MM).

Las células que contienen los plasmidos pODR1 y pYSP2 bajo el control del promotor nmtl dependiente de
tiamina, junto con las células control que contienen los plasmidos pREP4X y las células WT 972 h-, bajo dos
condiciones de contenido de glucosa al 2% y 0.5% (Glc). Las placas contienen tiamina y 2-DG como se indica.
Se analizé el crecimiento resultante en la posicién 1 a alta densidad celular, y en la posicién 2 a baja densidad
celular. Figura tomada de Vishwanatha y col., 2016 (29).

2.3.3. Leucin aminopeptidasa yspll en quiescencia, proliferacion y esperanza de vida en

S. pombe.

La esperanza de vida (CLS), definida como el tiempo en que las células sobreviven en un estado
sin dividirse, ha sido util para estudiar el envejecimiento celular en organismos como Saccharomyces
cerevisiae, la cual se lleva a cabo evaluando la supervivencia durante la fase estacionaria después del
agotamiento de la fuente de carbono, en este caso, la glucosa. La levadura Schigosaccharomyces pombe,
propotrciona un modelo emergente y completo para el estudio del envejecimiento celular. Cuando las
células de S. pombe se ven privadas de nitrégeno sin la posibilidad de apareamiento, arrestan de manera
reversible en una etapa similar a G1, llamada quiescencia, adaptandose fisiologicamente para la

supervivencia a largo plazo.

En un estudio a gran escala, se aplic la secuenciacion masiva por “cédigo de barras” (Bar-seq) para
analizar la esperanza de vida de 2847 protétrofos haploides mutantes por deleciéon genética en S. pomzbe

(deleciones no esenciales), las cuales son sometidas a envejecimiento en un estado de inanicién, sin
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nitrogeno. En el estudio de quiescencia, las mutantes que presentaron mayor tasa de supervivencia o
periodos mas largos de vida corresponden a proteinas asociadas a la formacion de membranas. Por otro
lado, para la leucin aminopeptidasa yspll, la clasificacion se realizé a partir de su perfil de crecimiento.
Se reconocieron al 10% de genes que presentaron el menor crecimiento y proliferacién. A pesar de que
la LAPyspllI no se vio involucrada en la extension o reduccion de la esperanza de vida, la LAPysplI si
esta relacionada con el grado de proliferacion celular. Las mutantes de crecimiento mas lento estan
enriquecidas en las siguientes categorfas: genes altamente conservados, genes regulados negativamente
en respuesta central al estrés ambiental (CESR) y genes de proteinas ribosomales, entre otros (Tabla
2). Procesos como el denominado “metabolismo de macromoléculas" son considerados como
importantes en el crecimiento celular. En el caso de algunas mutantes, la produccién de metabolitos
por parte de la masa celular determina en gran parte la disponibilidad de nutrientes en ambientes de

privacion de fuentes de carbono y nitrégeno.

Tabla 2. Mutantes de S. pombe de proliferacion lenta en condiciones de inanicion de nitrégeno.
Modificado de Sideri y col., 2014 (30).

Nombre del gen 1\.Iomb1:e. Descripcion Scor.e d.e
sistematico crecimiento
SPCC1235.12¢ mugl46 Gen meidtico sobre regulado Mug46 0.095843822
SPAC24C9.12¢ SPAC24C9.12c  Hidroximetiltransferasa de glicina (putativa) 0.106607311
SPBC27B12.10c  tom7 Subunidad Tom?7 del compleko TOM 0.118297554
mitochondrial
SPAC13A11.05 SPAC13A11.05  Peptidasa de la familia M17 yspII 0.393334573
SPBC1734.12¢ algl12 Alfa-1,6-manosiltransferasa Algl2 (putativa) 0.432532293
SPBC20F10.07 SPBC20F10.07  Proteina de dominio GRAM 0.4325731
SPBP4H10.13 rps2302 Proteina s23 de ribosoma 40S (putativa) 0.433431075

Existen evidencias de que el crecimiento y la esperanza de vida estan inversamente relacionados. Por
ejemplo, la disminucién en la tasa de crecimiento antes de la entrada en la fase estacionaria se asocia
con aumento en la longevidad durante la fase estacionaria en la levadura de fisién. Sin embargo, en el
caso de la LAPyspll no se ve aumento de la esperanza de vida a pesar de la disminuciéon de la
proliferacion, esto es concordante con los hallazgos reportados en nuestro equipo de trabajo, ya que se
ha detectado una disminuciéon de la viabilidad celular, traducido en la pérdida de longevidad en las

células (30).
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2.4. Dinamica de cohesinas y su implicacion en la segregacion del material genético.

Las cohesinas forman un complejo de proteinas en forma de anillo, que organiza el genoma,
permitiendo su condensacion, expresion, reparacion y transcripcion. Son mejor conocidoas por su papel
en la segregacion cromosémica, donde proporcionan la cohesion entre las cromatidas hermanas recién
duplicadas durante la fase S. Esta cohesiéon permite la correcta fijacion de cromatidas hermanas a
estructuras de los microtibulos del huso mitético al resistir las fuerzas de traccion opuestas. Una vez
que todos los cromosomas estan unidos y direccionados correctamente el anillo de cohesinas se destruye
abruptamente, desencadenando la segregacion equitativa de las cromatidas hermanas a polos opuestos

en el final del anafase (31).
2.4.1. Conformacion del anillo de cohesinas.

El complejo de cohesinas es miembro de la antigua familia de complejos proteicos pertenecientes
a los organizadores estructurales de cromosomas SMC (Structural Maintenance of Chromosomes),
presentes desde bacterias hasta humanos (Tabla 3). Las proteinas son altamente conservadas entre
especies, para la levadura de fisién Sehizosaccharomyces pombe, los componentes del complejo son Psml,

Psm3, y una subunidad kleisina Rad21, que juntos forman un anillo (32, 33).

Tres subunidades accesorias, Psc3, Pds5 y Wpll, asociadas con la subunidad kleisina regulan tanto la
asociacion como la disociacion del anillo con la cromatina. Asi mismo, la regulacion del posicionamiento
y de la estabilidad del anillo de cohesinas en derivados de la cromatina esta determinado por el complejo

de carga de cohesinas formado por las proteinas Mis4/Ssl3 (Figura 7) (29).
2.4.2. Dinamica de cohesinas durante el ciclo celular.

Un ciclo complejo de asociacion y disociacion de cohesinas en los cromosomas tiene lugar
durante cada ciclo celular. El anillo de cohesinas se posiciona en los cromosomas no replicados en G1,
seguido de establecimiento de cohesion durante la fase S de replicacion del ADN y se mantiene en G2.
En la fase M, se resuelve la cohesion de las cromatidas hermanas, y los cromosomas se segregan. El
acoplamiento de estas proteinas se encuentra altamente controlado y esta relacionado con la formacion

de estructuras como el huso mitético, la septa y otros sefializadores para llevar a cabo la citocinesis.
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Tabla 3. Subunidades del anillo de cohesinas y sus reguladores.
Tomada de Makrantoni y col. 2018 (33).

Funcién S. cerevisiae S. pombe  D.melanogaster H. sapiens
Formadoras  Smcl psm Smcl Smcla, Smcl
del anillo Smc3 psm3 Smc3 B
Mcd1/Sccl, rad21, Rad21, Smc3
Recs rec8 ce)m Rad21,
Rad?1L, Rec§
Accesorias  Scc3 pse3, recll  SA SA1, SA2,
Pds5 pds5 Pds5 STAG3
Rad61/Wpll — wpll Wapl Pds5a, Pds5b
M\ Dmt Wapl
ATPase . ' ATPase Sorotrina
vV & Complejo de  Scc2 miis4 Nipped-B Nipbl
! carga Scc4 5513 Scc4 Mau?2

Figura 7. Estructura del anillo de cohesinas en Schizosaccharomyces pombe.

Dos subunidades del anillo SMC (Psm1, Psm3) estan unidas entre s{ en la cola en el dominio de la bisagra y en
sus cabezas tienen actividad de ATPasa. Con la subunidad kleisina de Rad21 forman un anillo tripartito. Tres
subunidades accesorias adicionales Psc3, Pds5 y Wpll pueden interactuar con la subunidad kleisina. Figura
modificada de Makrontoni y col. 2018 (33).

2.4.3. Establecimiento de la carga del anillo a estructura de la cromatina en la fase G1y S.

Para proporcionar cohesion, las cohesinas deben interactuar con la cromatina antes de iniciar la
replicacion de ADN en fase S. Ya se ha demostrado la interacciéon topologica con diferentes
conformaciones del ADN en diferentes formas del ciclo celular, por lo que diferentes estados de
transicion del ADN con proteinas de la cromatina en la division celular funcionan como intermediatios

para el complejo de cohesinas (32).

La carga depende de un elemento esencial: el complejo de carga de cohesinas, un dimero altamente
conservado en Schizosaccharomyces pombe denominado Mis4/Ssl3 (Tabla 3). Estas subunidades estin
intimamente relacionadas para llevar a cabo el atrapamiento de moléculas de ADN. La subunidad Mis4
es la responsable de la mayor parte de las funciones como mediador de la carga de las proteinas
cohesinas en sustratos de ADN, aunque se sugiere que la proteina Ssl3 pudiera intervenir en la

estabilidad de los complejos en procesos 7 vivo a través del ciclo celular, tanto en la permanencia en la

fase G1y G2 (32, 34, 35).
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Primero, Mis4 se une, a través de su dominio como una especie de anzuelo, posteriormente promueve
la actividad ATPasa del anillo de cohesinas, que impulsa las cabezas desencadenando un cambio

conformacional, que permite la apertura del anillo para permitir la entrada de ADN (34).

El establecimiento de la cohesion ocurre durante la fase S subsiguiente, y varias observaciones sefialan
que el establecimiento de la cohesién se combina con la replicacion del ADN. Componentes dentro del
proceso, como la proteina de unién a ADN polimerasa alfa (Ctf4) y componentes del complejo del
factor de replicacion C alternativo (Ctf18p, Ctf8p, Dcclp). Asi mismo, se ha postulado que la subunidad
Ss13, componente del complejo de carga de cohesinas, dirige la cohesion en regiones de 125 a 140 pb
del centrémero, donde puede encontrar elementos del cinetocoro interno, como el Ctf19 (33, 36). Este
mecanismo tiene como finalidad de enriquecer de cohesinas en una region de ~20 kb del
pericentrémero circundante y, por lo tanto, facilita interacciones cinetocoro-microtubulos para
promover la segregacion precisa de los cromosomas. El cambio de estado de fosforilacion de las cabezas
de cohesinas, permite su translocacién, y por lo tanto el reclutamiento de los anillos en diferentes zonas

del centrémero (37).

Por otro lado, la cohesion que se realiza independiente del ciclo celular, y que es llevada a cabo, por
ejemplo, en los procesos de transcripcion de genes o en reparacion del ADN, proponen que los sitios
de carga se dirigen al centromero, sin cubrir grandes zonas, y que dependen de secuencias especificas
presentes en la eucromatina. Los promotores de genes altamente transcritos, como los ARNt y los genes

de ribosomas son sitios potenciales de carga de cohesinas(38).
2.4.4. Avance ala fase G2 del ciclo celular.

El nimero de proteinas implicadas para el establecimiento y mantenimiento del anillo de
cohesinas es grande, sin embargo, nos centraremos en las que se relacionan con la segregacion del
material genético en la mitosis. Durante la progresion del ciclo celular, la eliminaciéon de anillos de
cohesinas afecta ciertas regiones del cromosoma mas que otras, lo cual se debe a que la estructura de
los cromosomas se encuentra en constante cambio en un proceso tan importante como la replicacion.
Se ha estudiado que el patrén de cohesinas se mantiene practicamente sin cambios a lo largo de G2,
metafase y anafase. Esto sugiere que los anillos no se eliminan de sus sitios de unién durante la mitosis,

y que su distribucién varfa con respecto a su posicionamiento en los cromosomas durante la fase G2

(32, 39).
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Las cohesinas permanecen asociadas a los cromosomas desde la fase G2, hasta la fase final de la mitosis.
En esta etapa del ciclo celular, el anclaje inicial a regiones centroméricas externas asegura el
enriquecimiento continuo de los anillos alrededor del centrémero, lo que forma la base para la
orientacion de las cromatidas hermanas en el huso mitético (36). El anillo de cohesinas se concentra
alrededor de los centrémeros donde las fuerzas de traccién del huso alcanzan su maximo. Por lo tanto,
la estabilizacion del anillo, su mantenimiento, su asociaciéon y su disociacion esté relacionada

directamente con orquestadores de la formacién de microtibulos (40, 41).

En ese sentido, el reclutamiento de proteinas protectoras de la disolucién de los anillos de cohesinas,
como la proteina Shugosina Sgo2 presente en S. pomzbe tiene un papel muy importante en el efecto de
correccion de los errores de anclaje de microtibulos del complejo pasajero de cromosomas (CPC). La
proteina sgo2, ademas de promover la localizacion de estos complejos en los centromeros y fomentar
la correcta asociacion de microtibulos, también se localiza en regiones subteloméricas, principalmente
durante la fase G2 y que avanza hasta la mitosis, lo que podria mostrar otro efecto regulador de esta

proteina en diferentes estados del ciclo celular (42).
2.4.5. Inicio de la mitosis y progreso a la division celular.

La preparacion de la célula para llevar a cabo la mitosis es un proceso complejo desde la
replicacion del material genético, hasta la formacion de estructuras como el huso mitético. La cohesion
se mantiene hasta la metafase cuando los cinetocoros hermanos se unen a los microtubulos que salen
de los polos opuestos del huso (fijacion bipolar). Varios complejos proteicos se asocian al cinetocoro
desde la fase tardia G2, y siguen hasta la profase, o se mantienen hasta la metafase hasta que los

microtabulos se encuentren acoplados para avanzar a la anafase y finalizar la mitosis (43)

Se han reportado estructuras de complejos del cinetocoro de S. pombe, similares a las de S. cerevisiae y
humanos. El cinetocoro de . pombe contiene el complejo Ndc80, que esta altamente conservado en
muchos organismos. Los genes de S. pombe mis12, mis13, mis14, nnfl y spc7 exhiben interacciones
genéticas y las proteinas han sido copurificadas con el complejo Ndc80. De todas ellas, el complejo
Mis12 (formado por Mis12, Mis13, Mis14, y Nnfl) junto a Ndc80 y Spc7 reciben el nombre de
complejo NMS (44). Para comprender la importancia de Mis14 en la estructura del cinetocoro y su
asociacion con todas estas proteinas, se ha establecido que esta involucrada en el mantenimiento del
estado relajado de la cromatina en zonas especificas del centrémero, lo cual sucede principalmente en

la fase de division celular (45). As{ mismo, la localizacion de la proteina Mis14 muestra que esta presente
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desde la interfase hasta la salida del ciclo celular en la levadura, en zonas del centrémero central (cntl)
y en las repeticiones internas (imr). Esto es importante ya que permite la estructura especializada de la
cromatina en momentos precisos de la divisiéon celular, mediante diferentes mecanismos, ya sea por
localizacion temporal de los complejos, por interaccion fisica o por interacciones genéticas (Figura 8)

(45, 46).
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Figura 8. Funcidn de la proteina Mis14 en la division celular de S. pombe.

A) Localizacién de la proteina Mis14 en la division celular desde la interfase hasta la anafase, cuando se forman
las dos células hijas. B) Inmunoprecipitacion de proteinas pertenecientes al complejo NMS en diferentes
regiones del centrémero. C) Representacion grafica de las interacciones de la proteina centromérica (CENP-
A/cnpl), factores de transcripcion como Ams2, remodeladores de la cromatina, y proteinas formadoras de
complejos NMS, reclutadores de microtibulos. Figura tomada de Hayashi y col. 2004 (44).

Parte de la asociacién de proteinas del cinetocoro como Mis14 a estructuras de la cromatina, se debe
también a la conformacién del centrémero en el proceso de division celular. Estos sitios para el
ensamblaje de multiples proteinas del cinetocoro, permite que se unan a los microtubulos y la

organizaciéon de los movimientos cromosémicos. El cinetocoro se divide conceptualmente en el
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cinetocoro externo que une los microtibulos y el cinetocoro interno compuesto de proteinas que se
unen al ADN o la cromatina centromérica, también conocida como la Red Asociada al Centrémero
Constitutivo (CCAN). Es ahi donde se forman los puentes entre las estructuras de la cromatina y el
acoplamiento de microtubulos para la formacién del huso mitético. Entre estas proteinas se encuentra
Cnpl en S. pombe (CENP-A en humanos) una de las mas importantes en la division celular, ya que, entre
otras cosas, es capaz de generar dominios especializados para el correcto ensamble de los microtabulos
(Figura 9). Existen diferentes proteinas que participan en este proceso, para fines de este trabajo,
abordaremos a la proteina Cnp20 (CENP-T en humanos), la cual genera superestructuras a nivel del
ADN que forman conexiones con el cinetocoro externo. Esto se debe a la interaccién con grupos de
nucleosomas centroméricos en diferentes rangos de dominio, para lograr la estabilidad del material

genético en procesos de tension y de disociacion de histonas (43).

Red asociada al Centrémero | |CENP-O/P/Q/R/U
constitutivo (CCAN) - b

};’CEN’PZL' 1 @ CENP-C
‘—Q \CENP-M!
\t ICENP-N | O Nucleosoma

'CENP-S | CENP-A
f 'CENP-T cnp20
€

ENP-H/I/K Histona H3

Subunidad

B Complejo Mis13

Mis12

" Misle E 67 @\/‘DGS

Inestable

Incorporacién de CENP-A para la
asociacion del complejo Mis12 Incorporacién de CENP-A para la
(sitios de alta densidad) asociacién del complejo Mis12
(sitios de alta densidad)

Figura 9. Rol de las proteinas Cnp20 y Mis14 en la organizacion de la cromatina en la division celular.
A) La presencia de proteinas del centrémero esta orquestada por Cnpl (CENP-A), en asociacion con Cnp3
(CENP-C) y la red asociada al centrémero constitutivo (CCAN) en el cual se encuentran diferentes
subunidades entre ellas Cnp20 (CENP-T). Esto depende de la estructura de la cromatina y la formacién de
subdominios en el centrémero, que posteriormente serviran de andamio para el ensamble de los microtibulos.
B) Complejos asociados a NMS, como el Mis12 (en el cual se encuentra Mis14) permiten la estabilizaciéon de la

estructura de la cromatina y el acoplamiento de proteinas del cinetocoro interno. Modificado de Cheeseman y
col. 2008 (43).
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Las proteinas del cinetocoro, asi como las proteinas de carga de cohesinas enriquecen el
posicionamiento de los anillos en todo el pericentrémero circundante, en una extension de
aproximadamente 20 Kb, lo que permite las interacciones con los microtibulos para la correcta
segregacion cromosémica al final de la anafase. Estos procesos mediados por la formacién del huso
mitético tienen que ver también con la formacion de la septa y el anillo contractil de la levadura . pombe.
Asi mismo, hay estudios que demuestran que la distribucién y arquitectura del material genético (39, 47)
asi como los poros nucleares (44, 48) conectan el nucleo con el citosol y llevan a cabo correcciones de
anclaje de microtubulos, ejecutadas por cinasas como Aurora (40). Todos estos procesos influyen

directamente en la segregacion del material genético.

Por otro lado, ademas de la protecciéon que Sgo2 provee desde la fase G2 en regiones centroméricas y
teloméricas para evitar la disociaciéon prematura de las cohesinas, es necesario su mantenimiento para
que las cromatidas hermanas no se separen a destiempo, y logren el correcto acoplamiento de los
microtibulos. Este efecto se extiende durante la division celular, hasta llegar a la anafase, donde Sgo2

ubica a la cinasa Aurora B para generar intermediarios que guian la segregacion cromosémica (40).

Sgo2 se expresa de forma ubicua durante el ciclo celular mitético y meidtico, y juega un papel importante
en el reclutamiento de CPC a los centrémeros para una apropiada segregacion cromosomica en la fase
M. Curiosamente, durante la interfase, la acumulacién de Sgo2 en los centromeros disminuye y una

fraccion sustancial aparece en la vecindad de los telémeros (Figura 10) (42).
2.4.6. Eventos alternos en el control de la cohesion durante la meiosis.

En ausencia de nutrientes, especialmente nitrégeno, las células de S. pombe pueden realizar meiosis
, . P . o
a través de apareamiento opuesto, 4" y 4, se detienen transitoriamente en G1, se aparean para formar
cigotos diploides y sufren meiosis para formar cuatro esporas haploides. La falta de nitrégeno induce la
detencion de G1 después de dos divisiones celulares aceleradas. Esta diferenciacion en el desarrollo de
la levadura esta condicionada principalmente por condiciones ambientales y metabdlicas, ya sea por

estrés o por la privacion de nutrientes (49).

En este cambio dentro del funcionamiento de la levadura y la induccién de la mitosis, se mantienen
y )

procesos como la cohesiéon para llevar a cabo la correcta segregacion cromosémica. Una de las proteinas

perteneciente al anillo de cohesinas es Rec8 (Tabla 3), de la cual se ha encontrado un papel regulador

de la dinamica de segregacion de los cromosomas en la meiosis de S. pombe.
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El establecimiento del centromero en la meiosis I requiere especificamente de la cohesina de meiosis
Rec8, y la unién del huso esta basada en la estructura del quiasma formada entre los cromosomas

homologos. Durante la profase meidtica, Rec8 mantiene las cromatidas hermanas juntas a lo largo de

Fase M Interfase
Centrémero Subtelomero
Alto : T('to Bajo
H3K9me 3K9me, H3K9me

H3K4me, H3K36me

Interno Externo

Hetero- .
. cromatina SS Bucle Heterocromatina '

Sgo2 Sgo2
CPC / \
Segregacion precisa Represién  Replicacién
de cromosomas génica tardia

Figura 10. Mecanismo de accion de la proteina shugoshina 2 (Sgo2) en la levadura S. pombe.
Durante el ciclo celular, Sgo2 es capaz de proteger la disociacién de las cohesinas acopladas a estructuras de
ADN, dependiendo de la metilacién de histonas y la progresion del ciclo, esta interaccién la lleva a cabo a
través del cinetocoro externo e interno. Ya que su produccion es de manera ubicua, en procesos como
expresion génica y la replicacién del ADN durante la fase S, es posible ubicarla en regiones subteloméricas,
donde la metilacién de histonas también interviene para la formacién de una horquilla que provoca un cambio
conformacional en la estructura de la cromatina. Modificado de Kawashima y col. 2007 (40).

los brazos cromosémicos y las regiones centroméricas. La recombinacion homoéloga de los cromosomas
se inicia por rupturas meioticas programadas en el ADN de doble cadena (DSB), para conectar
fisicamente los cromosomas homologos. En cooperacion con la proteina del centrémero especifica de
meiosis Moal, Rec8 orienta a los centrémeros hermanos. La fuerza de traccion que ejerce el huso sobre
los centrémeros hermanos orientados se estabiliza por la tensién generada a través de la formacion de

quiasmas entre los homodlogos (48, 50).

Una vez que se detecta la tension, se pierde la cohesion de los brazos cromosémicos debido a la escision
de la separasa de Rec8, que permite la separaciéon cromosémica homologa. Es en este proceso que Sgol
protege a Rec8 de la escision, lo que mantiene a las cromatidas hermanas juntas en la anafase 1. En

mutantes de Rec8 y mutantes de recombinacion, la frecuencia de segregacion prematura de cromatidas
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hermanas en la meiosis I aumenta. Cuando se pierde la tension en los centrémeros, se activa el punto
de control del ensamblaje del huso (SAC), que detiene las células en la metafase I. LLos componentes
del SAC se localizan en los centrémeros durante la metafase y funcionan como un sistema de vigilancia
para garantizar que los centromeros se unan a los microtubulos bajo la tensién adecuada. La activacion
del SAC inhibe la actividad del complejo promotor de la anafase (APC) para evitar que continte la
anafase hasta que se genere la tensién en los centrémeros. Asi mismo, el complejo DASH se localiza
en el cinetocoro y el huso en la fase mitética y funciona con complejos del cinetocoro externos e
internos para capturar al cinetocoro, lo que indica que desempefia un papel en la unién del huso durante

la segregacion cromosomica (Figura 11) (44).
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Figura 11. Ensamblaje de proteinas del centrémero durante la meiosis.

A) Los complejos del centrémero (Mis6 y NMS) se localizan en la regién interna (imr y cnt), el complejo
DASH aparece en la fase M y se ubica en la punta del huso para capturar al cinetocoro. Durante la meiosis,
Moal se localiza en la regién interna del centrémero, y Sgol se localiza en la regién externa del centrémero,

donde protege a Rec8, para evitar la disociacion de las cohesinas. (B) Proteinas del cinetocoro durante la

meiosis. La presencia de diferentes complejos del cinetocoro varia dependiendo la etapa en la que se encuentre,

y su interaccién controla la progresion en el ciclo. La barra de tiempo en la parte superior del diagrama muestra

la progresioén de la meiosis en minutos después del final de la cariogamia. La escala en la parte inferior indica el

tiempo en minutos en que se presentan diferentes proteinas para la transicién metafase-anafase de la meiosis 1.
Modificado de Hayashi y col. 2006 (44) .

El establecimiento del anillo de cohesinas esta regulado por Mis4, como en el caso de la mitosis, donde
persiste un vinculo entre la cohesion y la regulacién de los microtdbulos (36) y esta intimamente

relacionada con la activacion de genes de apareamiento (mating) sefializados por feromonas (51).

2.4.7. Participacion de cdc5 en la progresion del ciclo celular y splicing de ARN.

El gen cdc5 de S. pombe se identificé como regulador de la transicion de la fase G2 a la fase M del
ciclo celular. Dentro del andlisis de varias mutantes para diferentes proteinas, la ausencia de cdc5
comprometia a la levadura S. pombe a la fase G2, impidiendo la division celular (52). Al examinar la
estructura de esta proteina, se identificé la presencia de dos repeticiones de Myb, que le confieren
afinidad de unién por el ADN. Asi mismo, esta proteina se ha copurificado con proteinas pertenecientes

a complejos del espliceosoma para el procesamiento de pre-ARNm. Ademas de su funcién esencial en
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el empalme previo al ARNm, las proteinas Cdcb en varios organismos también se han implicado en la
transcripcion, respuesta al dafio del ADN, ensamblaje del huso, y biogénesis de microARN (miARN),
aunque no se ha determinado completamente si estas actividades celulares diversas son dependientes o

independientes del splicing (53-55).

El cambio de expresion de estas proteinas en ausencia de la LAPyspll, podria marcar un mecanismo
por el cual esta enzima participa en el control del material genético en la mitosis. Debido a la localizacion
citosolica de la proteasa LAPyspll, la regulacién de todos estos procesos dependera directamente de la
localizacion de la proteina bajo diferentes circunstancias del ciclo celular. Es por ello que es necesario

ubicarla mediante anticuerpos dirigidos contra la LAPysplI.
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3.Justificacion

La levadura Schizosaccharomyces pombe ha sido utilizada para describir diferentes mecanismos que se
extienden hasta eucariotes superiores como el ciclo celular, organizacién del genoma y regulacion de
genes relacionados con procesos cancerosos en humanos. Adicionalmente, el modelo ha adquirido
nuevo impacto para estudiar procesos como la variaciéon genética entre individuos, estudios masivos de
ARN (ARN-seq), procesos metabolicos de asimilacion de diversos compuestos, fenotipo de mutantes

para genes en humanos, mejoramiento de alimentos, estudio de enfermedades degenerativas y vias de

sefializacion (56-59).

Para entender como la LAPyspll influye en el entorno biolégico de la levadura . pombe, es necesario
profundizar en la funcién de la peptidasa en la segregacion del material genético. Debido a la intima
relaciéon que mantiene esta levadura con genes presentes en humanos, los cuales han sido de gran
utilidad para entender diferentes procesos en eucariotes superiores, el estudio de este tipo de enzimas
tiene como finalidad complementar el conocimiento de proteinas como la leucin-aminopeptidasa
humana (LAP3), la cual se han relacionado con la progresion, migracion e invasion de células malignas
de varios tipos de cancer (17), carcinoma hepatocelular (18), carcinoma de células escamosas de esofago

(19).

Los estudios precedentes de la LAPyspll nos muestran un fenotipo aberrante en la cepa mutante de la
enzima (cepa 4XAape2), mostrando una tasa de crecimiento menor con respecto a la cepa control (4X),
una disminucién importante (50%) de la viabilidad celular, células anucleadas y compactacion amorfa
de cromosomas, sugitiendo que la LAPyspIl puede estar implicada en el ciclo celular y/o la mitosis
(26). En el analisis de expresion de genes realizado por microarreglos, observamos genes relacionados
con procesos de control de la segregacion del material genético, como wis4, mis14, np20, sgo2, que

aumentaron y/o disminuyeron su expresion en la mutante (27).

Debido a los estudios previos y al papel descrito de otras proteasas involucradas en el control del ciclo
celular, es necesario establecer la relacion entre la ausencia de la LAPyspll y su efecto en ciertos factores
reguladores de la segregacion de la informacion genética. La enzima LAPyspll presenta un efecto en
diferentes etapas de su desarrollo, asi como una localizacién temporal y espacial que es dependiente de
las etapas del ciclo celular en la cual se encuentre, y que la asocian con un papel regulatorio de estos

procesos.
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Asi mismo, la obtencién de la proteina recombinante LAPyspll en el modelo bioldgico de Escherichia
coli, nos permitira llevar a cabo la inmunizacién en ratones BALB/c, esto para obtener anticuerpos
monoclonales que posean mayor homogeneidad, capaces de reconocer epitopos especificos de la
LAPyspll, evitando reacciones cruzadas en su uso y que nos brindaran mayor reproducibilidad en los

ensayos posteriores.

Por lo tanto, es nuestro interés estudiar a la LAPyspll en determinados momentos de la cinética de
crecimiento de la levadura para reconocer su intervencion a diferentes niveles del avance del ciclo celular
y/o mitosis, a través de anticuerpos que reconozcan especificamente a la proteina en el contexto de

desarrollo y crecimiento de la levadura.
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4.Hipotesis

La leucin aminopeptidasa yspll esta involucrada en los procesos de control del ciclo celular, con
un papel regulatorio de diversos mecanismos, como la segregacion del material genético. Los
genes misd, mis14, cnp20, sgo2, rec§ y cde5 involucrados en la segregacion del material genético de
S. pombe tienen una expresion desregulada al mutar el gen LAPyspll. La evaluaciéon por qRT-
PCR del nivel de expresiéon de cada uno de ellos y la determinacion de las caracteristicas
fenotipicas en la mutante 4XAape confirmara su funcién en este proceso del ciclo celular y
mitosis. Los genes que se encuentran modificados en la fase logaritmica tardia del desarrollo de
la levadura son los pertenecientes a procesos implicados en el establecimiento de anillos de
cohesinas para la correcta segregacion del material genético, asi como su asociaciéon con

reclutadores de microtibulos a nivel del centrémero.

Es posible generar anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina completa de la leucin
aminopeptidasa yspll de Schizosaccharomyces pombe, que sean capaces de reconocer a la peptidasa

en diferentes momentos de la cinética de crecimiento.
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5.0bjetivos

Objetivos generales

e Determinar la relacion funcional de la leucin aminopeptidasa yspll de Schizosaccharomyces ponibe
mediante la comparacioén de los niveles de expresion de genes involucrados en procesos del

ciclo celular y mitosis, asf como la produccién de anticuerpos anti-LAPyspll.

Objetivos particulares

e Reproducir las condiciones de cinética de crecimiento y fenotipicas de la cepa mutante 4XAape2

con respecto a su control 4x.

e Determinar los niveles de expresion en diferentes fases de crecimiento de los genes wzis4, mis14,

enp20, sgo2, rec§'y ¢de5 en la cepa control 4x y la mutante 4XAape?2.
e Producir la LAPyspll recombinante en la bacteria E.co/i y purificarla a homogeneidad.

e Obtener anticuerpos monoclonales anti-LAPyspll que permitan en un futuro la localizacién de

la enzima en la célula durante los procesos de mitosis y ciclo celular.
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Esquema de trabajo

1. Determinacion del nivel de expresion de
genes en cepas de Schizosaccharomyces

2.--Produccion de la LAPyspll
recombinante en Escherichia coli ¥

\ 4

Cinética de crecimiento
para las cepas mutante
(4xAape2) y Control (4x)

O

v
Analisis bioinformatico para la
generacion de la rLAPyspll

Clonacion del gen que codifica para la
LAPyspll en el vector pLATE51 mediante
la técnica de Clonacién independiente de
Ligacion

A

Obtencion de muestras Determinacion de
para extracciéon de ARN a la viabilidad celular
diferentes momentos de la por microscopia de

curva de crecimiento. fluorescencia
Extraccién de ARN y
sintesis de ADNc.

\4

Validacion experimental de los

oligos por RT-PCR tiempo real

(qPCR) para determinar nivel de
expresion.

l

Determinacion del nivel de
expresion de los genes wzist, mis14,
cde5, rec§, sgo2, cnp20 mediante
qRT-PCR

Expresion y purificacion de la rLAPysp II de
S. pombe en E.coli BL21-CodonPlus (DE3)

v

Ensayo de solubilidad

\ 4

Purificacién de la rLAPyspll por Cromatografia

de afinidad sobre metales inmovilizados (IMAC)
y FLPC

Verificacién de pureza (PAGE-SDS)

A\ 4

Produccién de anticuerpos monoclonales
anti-LAPyspll mediante generacién de
hibridomas**

A 4

Clonacion de los anticuerpos monoclonales contra

la proteina LAPyspll recombinante (ELISA)

*La parte del proyecto "Produccién de la proteina recombinante LAPyspll en Escherichia coli” se llevé a cabo en el
Laboratorio de Investigacién en Bacteriologia Intestinal del Hospital Infantil de México Federico Gémez, bajo la
asesotia y colaboracion del Dr. Victor Manuel Luna Pineda.

**La parte del proyecto “Producciéon de anticuerpos monoclonales anti LAPyspll mediante generacién de
hibridomas” se llev6 a cabo en el Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales del Instituto Nacional de Referencia

Epidemiolégica (InDRE) bajo la asesorfa de la QFB. Olga Mata Ruiz y la M.C. Yolanda Medina Flores.
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6. Metodologia

6.1.  Materiales biolégicos y reactivos.
Los reactivos que se utilizaron en este trabajo provienen de las casas comerciales: Thermo
Fisher, Thermo Scientific, Promega, Biolabs, Difco, Jena BioScience y Sigma Aldrich. La preparacion

de los materiales y reactivos se encuentra detallada en la seccion de Anexos de este trabajo.

Cepas de levaduras de Schizosaccharomyces pombe.

En el presente trabajo, se utilizaron diferentes organismos que se enlistan en la siguiente tabla:

Nombre Caracteristicas

Schizosaccharomyces pombe

(ATCC 201399) b ura4-D18 lenl-32 ade6-M210 his7-366

4x Control

Schizosaccharomyces pombe h* ura4-D18 len1-32 ade6-M210 his7-366, Aape2 == urad”

4x Aape2 Delecién para el gen ape2 que codifica para la leucin
aminopeptidasa yspll, el cual ha sido reemplazado con el gen
ura4”.

Schizosaccharomyces pombe 972h-  Cepa haploide /-
E.coli BL21-CodonPlus (DE3)  E. co/i BF ompT hsdS(rs ~ mz ~) dem” Tet" gal ADE3) endA
Hte argU prol. Cam" argU ileY leuW Strep/Spec

Las cepas que presentan marcadores auxotroficos fueron crecidas de acuerdo con sus requerimientos.
Los medios de cultivo para el desarrollo del proyecto fueron medio rico de extracto de levadura (YE),
medio minimo mineral de Edinburgh con nitrégeno (EMM2), medio minimo mineral sin nitrégeno

(EMM2-N) y medio de base de nitrégeno para levadura (YNB) (ver anexo). Cada uno de ellos fue

utilizado de acuerdo con los protocolos de mantenimiento y crecimiento.

El fluoréforo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) se usé en una mezcla lista para su uso
“VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI” de la casa comercial Vector Laboratories, con una
concentracion de 1.5 pg/mlL. La sonda FM 4-64 Dye (N-(3-Trietilaminopropil)-4-(6-(4-(Dietilamino)
Fenil) Hexatrienil) Piridin Dibromida) de la casa comercial Invitrogen con una concentracion de 1

ug/pL.
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6.2.  Cinética de crecimiento para las cepas 4X-Control y mutante 4XAape2.

6.2.1. Sincronizacion celular en fase G1 mediante inanicién de nitrégeno.

Fue necesario la obtencion de cultivos de . pombe sincronizados en la fase G1 del ciclo celular
llevando a cabo arresto por inanicion de nitrégeno, de acuerdo a la metodologia descrita por Kazuki
(1995) con algunas modificaciones (27). La temperatura de incubacién de 30 °C y la velocidad de
agitacion de 250 rpm fueron las mismas en todas las etapas del establecimiento de la curva de
crecimiento.

Las células correspondientes a la cepa 4X-Control y la cepa mutante 4X-Aape2 se inocularon en un
precultivo de 3 mL de medio rico YE hasta alcanzar una densidad 6ptica (D.O.) de 3 Unidades de
absorbancia (UA) en una longitud de onda de 600 nm. Posteriormente, se inoculé un cultivo de 10 mL
de medio EMM2, con D.O.g inicial de 0.2. hasta llegar a una D.O.400=2.4 UA, entre las 18 y 24 h. Se
realizaron tres lavados con agua estéril, centrifugando a 8000 rpm por 10 min a 4 °C y eliminando el
sobrenadante. Cuando se ha eliminado el medio residual, las células se resuspendieron en 20 mL de
medio EMM2-N partiendo de una D.O.400=0.2 UA, incubando por 36 horas. Se observan las células al
microscopio para verificar la morfologia, ya que las células sincronizadas en la fase G1 del ciclo celular,

reducen su tamafio.

6.2.2. Cinética de crecimiento.

Después del periodo de sincronizacién se realiza la curva de crecimiento en medio minimo
EMM2. De acuerdo con las condiciones del ensayo, se pueden establecer cultivos en crecimiento
desfasado (con 4 6 12 horas de diferencia). En 40 mLL de medio EMM?2, con una D.O.ginicial=0.2 UA,
se monitorea el crecimiento celular midiendo la D.O. de los cultivos de la cepa 4X-Control y de la cepa
4X-Aape2, cada 4 horas durante 12 h continuas por 3 dfas seguidos. De acuerdo con los periodos de
incubacion, se consideran las 20, 24, 28 y 32 horas como los momentos para la toma de muestras para
microscopia de fluorescencia, extraccion de ARN, determinacion de viabilidad y actividad enzimatica.
La densidad 6ptica es usada para graficar las unidades de absorbancia y la construccién de la curva de
crecimiento utilizando el modelo de crecimiento microbiano de Monod, con una modelacién logistica

integrada.

36



6.2.3. Obtencioén del modelo logistico integrado. Modelo de Monod.

Esta curva se plantea para representar el comportamiento del crecimiento de la cepa control (4X-
Control) vs. la cepa mutante (4X-Aape2) a través del tiempo. Con base en ella, se determina cuando se
produce la cantidad de masa y otros parametros cinéticos (1).

X « gt max+ ¢t

Xo
ehmax _ 1
xmax ( )

X =

1+
1)
Donde:
umax= velocidad especifica de crecimiento celular
X= concentracion del cultivo

t= tiempo de generacion

Una vez que se obtienen los parametros cinéticos, se calcula el tiempo de duplicaciéon con la
siguiente férmula (2):

2xg

In>> m2

B umax  umax
2

6.3. Fenotipo de la cepa mutante 4X-Aape2 y cepa control 4X.

De acuerdo con los periodos de incubacién de estudio, se tomaron diferentes muestras para su

posterior analisis, de la siguiente manera:

6.3.1. Determinacion de viabilidad celular.

Considerando la densidad celular, se tomo un volumen de cada cultivo para diluitlo con PBS 1X.
Se montaron las muestras en la camara de Neubauer con un maximo de 100 células por cada cuadrante.
Posteriormente, las células se tifieron con el colorante vital azul de tripano, realizando el conteo de las

células azules (muertas) y a las birrefringentes o blancas (vivas) que fueron observadas. Las

determinaciones se realizaron considerando 200 células totales.
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6.3.2. Obtencién de muestras para microscopia de fluorescencia.

Se prepararon diluciones del cultivo celular con agua inyectable estéril 1:1 para un volumen final
de 267.5 pL. dependiendo la densidad celular. Las células se fijan con formaldehido al 37%, adicionando
32.5 pL de la solucién para alcanzar una concentracion final de 3.7%. Mezclando por inversiéon y
manteniendo la muestra en hielo, se homogeneiza cada 15 minutos durante una hora. Se recuperan las
células por centrifugacién a 3000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se elimina el sobrenadante y se resupenden

en 30-60 pL. de PBS-1X. Las células fijadas se conservaron a 4 °C hasta su uso.

6.3.3. Microscopia de fluorescencia.

Para la tinciéon de nucleos se utiliz6 DAPI y para membranas lipidicas la sonda FM4-64 Dye.
El fluor6foro DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) se usé en una mezcla lista para su uso
“VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI” (Vector Laboratories), con una concentracién de
1.5 pg/mlL. Tiene una excitacion maxima a 350 nm y emisién a 470 nm.
La sonda FM 4-64 Dye (N-(3-Trietilaminopropil)-4-(6-(4-(Dietilamino) Fenil) Hexatrienil) Piridin
Dibromida) (Invitrogen) con una concentracion de 1 pg/pL, tiene una excitacion maxima a 515 nmy
emite a 640 nm.
El montaje se realizé en cubreobjetos de 22x50 mm, procurando proteger la preparacion de la
exposicion a la luz directa. Las células fijadas en PBS-1X (10uL) se mezclan con la soluciéon de DAPI
(0.015 pg) (10 uL)) y 5 pL. de una dilucién 1:100 de FM 4-64 (0.02 ug), homogeneizando con pipeta al
menos 5 veces, sin formar burbujas. La gota formada en el cubreobjetos se cubre con una pelicula fina
de agarosa al 2%, procurando que la pelicula genere una superficie uniforme para llevar a cabo la
observacion.
Las imagenes fueron obtenidas con un Microscopio Invertido de Contraste de Fases (Nikon modelo
ECLIPSE TE2000-U) del Laboratorio de Interaccion Bacteria Planta, del Centro de Ciencias
Microbiolégicas del ICUAP-BUAP, bajo la asesoria del Dr. Alberto Ramirez Mata.

6.3.4. Obtencion del extracto celular soluble.

Las muestras se mantienen en hielo en cada paso de la obtencion del extracto. Para cada condicion
en estudio, se recupera 5 mL de cultivo celular (con una D.O.q0=2). Se lavan las células por
centrifugacion con agua estéril fria en dos ocasiones, 8000 rpm por 10 minutos a 4 °C, conservando la
pastilla celular y eliminando el sobrenadante. Las células se resuspenden en 60 uL. de buffer de zimoliasa

con 0.1 mg de enzima, posteriormente se incuba a 37°C por 30 minutos. Se recupera la pastilla celular
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y se resuspende en 100 uL de buffer de Tris/HCl 5 mM pH = 8.5 con el mismo volumen de petlas de
vidrio (0.5 mm de diametro). Para generar la lisis celular, se agita vigorosamente con la ayuda del vortex
durante 30 minutos, alternando 30 segundos de agitacion y 30 segundos en hielo.

Se agrega 200 pL. mas de buffer de Tris /HCl 5mM a pH = 8.5 y se agita vigorosamente, en el vortex.
La recuperacion de la fase soluble se lleva a cabo por centrifugacion a 12000 rpm durante 10 minutos a
4 °C, tomando el sobrenadante y pasandolo a un tubo nuevo. Al precipitado de células y petlas de vidrio
se le agrega 200 pL. més de buffer de Tris /HCI 5 mM a pH = 8.5 y se agita vigorosamente. Se obtiene
nuevamente la fraccién soluble y se mezcla con lo obtenido anteriormente en el tubo nuevo. Esta mezcla
de sobrenadantes se vuelve a centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, y se separa el

sobrenadante o extracto celular soluble, éste se conserva a -20 °C.

6.3.5. Determinacion de proteinas totales.

El protocolo esta basado en la metodologifa descrita por Sedmak y Grossberg en 1977 (60). El
azul de Coomassie G-250 al 0.06% se prepard en una solucion de acido perclérico al 3 %. Para la curva
de calibracion se utilizaron diferentes concentraciones de BSA (albimina sérica bovina).

Para las muestras problema, la mezcla de reaccién se realiza con 10 pLL de extracto enzimatico soluble,
490 pL de agua destilada y 500 pL de la solucién de azul de Coomasie, se mezcla bien, y se incuban 10
minutos a temperatura ambiente, protegidos de la luz. La lectura se realiza a 620 nm, obteniendo los
datos de la curva de calibraciéon y de las muestras a analizar. Mediante la correcciéon por minimos

cuadrados de la curva, se obtiene el valor de la R? la cual no debe ser menor a 0.9.

6.3.6. Determinacion de la actividad enzimatica

El protocolo esta basado en el método descrito por Frey y R6hm y modificado por Herrera-
Camacho et al, 2007. La determinacién de la actividad enzimatica de la LAPyspll en extracto
enzimatico soluble usa como sustrato sintético el cromoéforo leucina-p-nitroanilida (Leu-pNA), el cual
esta unido por un enlace peptidico a la leucina. La escisién de la p-nitroanilida por la hidrélisis del enlace
peptidico genera una coloraciéon amarilla. La mezcla de reaccion se prepara en un volumen final de 500
ul. compuesta de una soluciéon de Tris/HCl 50mM a pH = 8.5, 1 mM MnCl,, Leu-pNA 1 mM y 100
nl de extracto enzimatico. La enzima en la muestra de reaccion (sin sustrato) se preincuba a 37 °C por
10 minutos, posteriormente se agrega el sustrato Leu-pNA y se incuba a 37 °C por 1 hora o hasta la

aparicién de una coloracion amarilla. Al finalizar la incubacién se adicionaron 500 pL. de una mezcla de
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paro compuesta por EDTA 40 mM (pH = 8) y cloroquina 20 mM, se agita vigorosamente en el vortex.
La lectura de la liberacion de la para-nitroanilida (pNA) se lee en un espectrofotémetro a 405 nm.
Una miliunidad de actividad enzimatica (mU) se define como la cantidad de enzima que cataliza la

liberacién de un nanomol de p-nitroanilida en un minuto bajo las condiciones antes citadas (Ecuacion

3):

mU (nmol/ min) = (0.001)(10%)

Abs
Donde:
Abs= absorbancia a 405 nm.
t= tiempo de reacciéon en min.
€= coeficiente de extincién molar de la p-NA (9900 M-1 cm-1).
1= longitud de la celda en cm (1).
0.001= volumen final en el que se mide la absorbancia en litros.

q .-,
10° = factor de conversiéon de moles a nanomoles.

La actividad especifica es el cociente de las miliunidades (mU) por miligramo (mg) de proteina de la

muestra utilizada en la reaccion (Ecuacion 4):

mU
Actividad especifica [nmol/ min)/mg] = @
T

Donde:
mU= miliunidades enzimaticas.

mg= mg de proteina total en la reaccion.
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6.4.

Los genes seleccionados en el presente estudio fueron los siguientes: wis4, mis14, cup20, sgo2, rec§

Determinacién del nivel de expresion de genes mediante RT-PCR en tiempo real

(QRT-PCR).

y ¢de5. Como gen endogeno de referencia para la determinacion de los niveles de expresion se eligié al

gen htb1 de la histona 2B-alpha.

6.4.1. Disefio de oligonucledtidos.

Se disefiaron los oligonucleétidos para amplificar regiones pequefias (100-150 pb) de los genes

seleccionados correspondientes a mis4, mis14, cnp20, sgo2, rec§ y ¢cde5 y como gen enddgeno el h#b1 de la

histona 2B-alpha. Los oligonucleétidos se disefiaron con el programa Primer3 (61) y el analisis de sus

caracteristicas fisicoquimicas se realizé con Oligo Analizer (IDT) y Perl Primer (SourceForge) como se

muestran en la Tabla 4.

Blanco

mis4

misl4

cnp20

sgo2

rec8

cdch

htb1

Nombre

mis4-S
mis4-AS
mis14-S
mis14-AS
cnp20-S
cnp20-AS
$g02-S
sgo-AS
rec8-S
rec8-AS
cdc5-S
cdc5-AS
H2B-F2
H2B-R2

Tabla 4. Disefio de oligonucleétidos para qRT-PCR

Longitud
(Ppb)
25
24
19
23
21
24
24
20
22
20
19
21
19
20

Tm
(W)
59.8
58.8
57.9
57.3
56.3
58.8
58.5
58
55.9
53.6
55.9
54.8
54.9
54.7

GC (%)

52
54.2
57.9
52.2
52.4

50

50

55

50

50
57.9
52.4
52.6

50

Secuencia

5'- CGG AGC CTT GAA TCT GTG TTA CTG C -3'

5'- CTG AGT GTC GTG CCT CCT CTA AAG -3'
5'- GAT GGA GCA ACA GACCGCA -3'

5'- GCA ATA GTC TGC TCG TAT CGG TC -3'
5'- GCA AGG AGA AGG AGC AAT GTG -3'
5'- AGT TTG TGG AGT ATG TCG TCG CTC -3'
5'- AGG AAT CCG TCG TGA AAG ATA CCG -3'
5'- CTG AGG TGC TGA TTG CGT GT -3'

5'- AGT ATG TTC GTC GTA GAG GAG C-3'
5'- CCG TCC AACTTC AACTTC AG -3'

5'- GAT GAG CAA GAG GCG GAA G -3
5'- GAC TGA TAC GAC TCC AGATGC -3'
5'-TGA GCG TAT TGC CACTGA G -3'

5'-TGA CGG ATT TGG TAC CTT CG -3'
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6.4.2. Extraccion de ARN total.

Las muestras se mantienen en hielo, a no ser que se especifique lo contrario. Todos los pasos de
centrifugacion se llevan a cabo a 4 °C.
De acuerdo con las condiciones requeridas para la obtencién de las muestras, se toman de cultivos
frescos de 1-2 mL de cultivo celular de medio liquido D.O.40= 2. Llas muestras se centrifugaron a 8000
rpm durante 10 min 4 °C, la pastilla celular se lava con agua estéril fria dos ocasiones. El precipitado de
células se resuspende en 30 pL. de buffer de zimoliasa con 0.1 mg de zimoliasa, incubando a 37 °C
durante 30 minutos, para posteriormente recuperar la pastilla a 3000 rpm 5 min 4 °C, eliminando el
sobrenadante.
Con reactivo Trizol Reagent (Invitrogen), se resuspende el botén celular en 500 ul., homogeneizando
perfectamente por pipeteo, hasta obtener una suspension homogénea sin restos celulares. Incubar por
5 minutos a temperatura ambiente. Si es necesario, se realiza un paso adicional de centrifugacion para
eliminar la mayor cantidad de residuos remanentes de la lisis celular.
Se agregan 100 pL de cloroformo a la suspension con Trizol, posteriormente se agita vigorosamente en
vortex por 30 segundos hasta homogeneizar completamente. Incubar 5 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente, centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase acuosa en un
tubo nuevo. A esta fase se le adiciona 250 pL de isopropanol, mezclando suavemente hasta
homogenizar. Se mantienen las muestras durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de la
incubacion, se recupera la pastilla de ARN total mediante centrifugacién a 12000 rpm por 10 minutos,
para luego eliminar el sobrenadante. La pastilla se lava con 1 mL de etanol al 75% frio, se centrifuga
12000 rpm por 5 minutos y se elimina sobrenadante, el precipitado se seca a temperatura ambiente con
el tubo invertido por aproximadamente 5 minutos. La pastilla se resuspende en 100 pL. de agua
inyectable, después se calienta en un bafio de 55 a 60 °C durante 10 minutos.
Se realiza la cuantificaciéon de ARN total mediante espectrofotometria a 260 nm y 280 nm, y se verifica

la integridad por electroforesis en gel de agarosa. E1 ARN total se conserva a -70°C.

6.4.3. Sintesis de ADNc mediante retrotranscripcion (RT-PCR).
Un total de 1 pg de ARN total es sometido a un tratamiento previo con DNasa I, (RQ1 ARNse-

Free DNase, Promega), de acuerdo al siguiente procedimiento.
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Componente Volumen (pL)

Muestra de ARN De acuerdo a la cuantificacion (1 pg)
10x DNasa I Buffer de reaccion 1.0
RQ1 DNasa (1U/uL) 1.0
Agua libre de nucleasas cb.p. 10
Incubar 30 minutos a 37 °C
Buffer EDTA 25 mM 1.0

Incubar 10 minutos 65 °C

A partir del ARN tratado con DNasa I (1pg/10pL = 100 ng/uL), llevar a cabo la transcripcién inversa
(Revert Aid Reverse Transcriptase, Thermo Scientific). Se preparan los siguientes reactivos en un tubo

estéril de PCR libre de nucleasas, mantenetlo en hielo.

Reactivo Concentracion Volumen para 10 pL

Oligo(dT)18 a &SPP:I%OD 0.5

5X Reaction Buffer 5x 2

Mix de ANTP’s 10 mM 1
RevertAid Reverse Transcriptase 200U 0.5

Thermo Scientific™ RiboLock ARNse Inhibitor 20U 0.25

ARN plantilla (ARN con DNasa I) 200 ng 6.5

Agua DEPC 0.1% cb.p —

Volumen final 10

Se preparan las reacciones necesarias, mezclar y centrifugar brevemente. El programa del termociclador

para la retrotranscripcion es el siguiente:

Temperatura  Tiempo Ciclos Consideraciones
42 °C 60 min 1

Uso de Oligo dT
70 °C 10 min 1

La reaccién se puede mantener a -20 °C 6 -70 °C, se realizan los procedimientos posteriores en no mas

de una semana.
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6.4.4. Reaccion en cadena de la polimerasa de punto final.
Se hizo el montaje de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de acuerdo con las condiciones

especificadas por el fabricante de la GoTaq® Green Master Mix (Promega), en un volumen de reaccién

final de 10 pL.

Reactivos Volumen (uL)
GoTaq® Green Master Mix, 2X 5.0
Primer sentido (0.1-1 pM) 1.0
Primer antisentido (0.1-1 pM) 1.0
ADN o ADNc (40-100 ng) 2.0
Agua libre de nucleasas 1.0

La amplificaciéon del fragmento de ADN se lleva a cabo con las condiciones establecidas por las
caracteristicas de cada uno de los oligonucleétidos disefiados y las condiciones de amplificacion se
determinaron con base a la estandarizacion de las reacciones. Se realizaron 35 ciclos de amplificacion.

Las reacciones se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0%.

6.4.5. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa. PCR en tiempo real.

La deteccién se llevd a cabo en un equipo StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific), el cual utiliza reactivos de reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) basados en fluorescencia que proporciona deteccion cuantitativa de las secuencias de acidos
nucleicos blanco mediante andlisis en tiempo real. Mediante esta tecnologia es posible obtener datos de
amplificacion para la obtencién de curvas de cuantificacion relativa o absoluta, asi como la comparacion
de niveles de ADN blanco en diferentes muestras.

En el sistema StepOne, se pueden utilizar los reactivos denominados intercaladores inespecificos de
ADN, los reactivos SYBR Green funcionan con iniciadores especificos para la secuencia blanco y
mezclas de reacciéon que contienen el fluorocromo SYBR® Green.

En el presente trabajo se han utilizado los reactivos SYBR Green para los experimentos de
cuantificacion, en los experimentos de validacion, determinaciéon de rango dinamico y comparacion de
los niveles de expresion fue Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), de

acuerdo con las condiciones del fabricante, en un volumen de reaccion de 10 pL. .

Reactivo Vol (10 pL)
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 5.0
Primer Sentido 1.0
Primer Anti-sentido 1.0
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ADNc 6 DNA 2.0
Agua libre de nucleasas c.b.p.

En la qPCR la fluorescencia es cuantificada en cada ciclo; la intensidad de sefial del fluorocromo refleja
el aumento de la fluorescencia por encima del nivel de un umbral detectable (determinado por el
Software de analisis del detector), y corresponde proporcionalmente al nimero inicial de moléculas de
plantillas de ADN en la muestra. El punto denominado ciclo de cuantificacién (Ct) es reportado por el
detector. De igual manera, debido a que estamos utilizando un intercalador no especifico del ADN
(SYBR Green) es necesario acoplar a la corrida una etapa de Curva de disociaciéon o “Melting Curve”,
en inglés. Esta curva nos permite evaluar la especificidad de los iniciadores, al sefialar una temperatura
de disociacion unica para cada amplicon generado. El programa de amplificacion utilizado para la

deteccion en tiempo real es el siguiente:

AMPLFP? (I;Z CION Tem(;;ecl';t tura Tiempo Obsetvaciones
Pre-desnaturalizacién 95 10 minutos -
Desnaturalizacion 95 30s
Hibridacién 60 30s 40 ciclos
Extension (adquisicion) 72 30s
Etapa Temperatura . .
CURVA DE DIPSOCIACI(')N E’C) Tiempo Observaciones
Segmento 1 95 15 segundos
Segmento 2 60 1 minuto 1 ciclo
Segmento 3 +3 hasta 95 ---
Segmento 4 95 15s

6.4.6. Determinacion del rango dinamico lineal para el ensayo de qRT-PCR para los genes
mis4, mis14, cnp20, sgo2, rec8, cdch.

Es importante verificar que en el estudio de cuantificaciéon de ADNc se produzcan resultados de
PCR en tiempo real dentro de un rango dinamico lineal. Para obtener parametros como la eficiencia de
reaccion, coeficiente de variacion, precision, reproducibilidad, especificidad de primers y el rango
dinamico lineal, se produjo una curva estandar relativa para cada uno de los genes problemas, asi como
para el gen endogeno de referencia.
Se realiz6 la comprobacion del tamafio de amplicon para cada uno de los genes problema, concentracion
de iniciadores (sentido y antisentido), determinacién de la temperatura de alineamiento (Tm) y
especificidad para cada uno de ellos mediante PCR punto final, posteriormente se realizaron las mismas

determinaciones en el detector Tiempo Real. Una vez determinadas las condiciones adecuadas para la
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amplificacion de cada uno de los genes problema, se prosigui6 a realizar las curvas estandar de la
siguiente manera:

Se utiliz6 ARN total de la cepa 4x-Control, obtenida de un cultivo en medio minimo EMM2 durante
24 horas o hasta la etapa logaritmica de crecimiento.

Se realizaron la “Extracciéon de ARN total, “Sintesis de ADNc mediante retro-transcripcion (RT-PCR)
y Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa “PCR en tiempo real” de acuerdo con los apartados
anteriores. La temperatura de hibridacion fue 60 °C para todos los genes, asi mismo se determinaron
las concentraciones de trabajo para cada uno de los iniciadores usados en el experimento (Tabla 5).

A partir del ARN cuantificado, se establecieron las concentraciones para la obtencién del rango
dindmico de amplificacién (Tabla 5).

Tabla 5. Condiciones de trabajo de los iniciadores utilizados para la qRT-PCR

Blanco Rango dinamico Tm (°C) Primers (S) Primers (AS)
(ng) (pmol/pL) (pmol/pL)
htb1 100-0.8 60 1.5 1.5
mis4 100-4 60 1.5 1.5
rec8 100-4 60 1.5 1.5
sgo2 100-4 60 1.5 1.5
cnp20 100-4 60 2.5 1.5
cdchs 50-0.8 60 1.5 1.5
misl4 50-0.8 60 2.5 2.5

Para cada una de las curvas relativas de amplificacion, se usaron muestras por duplicado para cada
concentracién de ADNc por cada uno de los blancos, asi como dos muestras sin plantilla de ADNc
(NTC) como controles negativos en cada una de las corridas.

Se obtuvieron los valores de Ct para cada una de las muestras, con su respectiva curva de disociacion.
La curva estandar de PCR en tiempo real se represent6 graficamente como un grafico regresion lineal
del valor de Ct frente al logaritmo (log) de la concentracion de ADN establecida en el rango dinamico.
En la curva de disociacion se analizan los datos de la temperatura del pico de fluorescencia para cada
uno de los genes en estudio.

A través de estas graficas se determina la eficiencia de reaccidn, coeficiente de variacion, precision,
reproducibilidad, especificidad de iniciadores y el rango dinamico lineal.

Los valores de Ct generados a partir de puntos de la curva estandar para cada gen blanco y el gen de
referencia endégeno se usan en el calculo de ACt (Ctsianco ~Ct Referencia). Estos valores de ACt se representan
graficamente contra el logaritmo de la concentraciéon de ADN para crear una grafica de regresion linear.

La pendiente de la linea de regresion resultante se usa como criterio general para pasar un experimento
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de validacion, en donde el valor absoluto de la pendiente de ACT vs. Logaritmo de la concentracion es
<0.1.

A partir de los valores obtenidos es posible determinar el método de cuantificaciéon y comparaciéon de
los niveles de expresion. Silas eficiencias de la reaccion de PCR entre los blancos y el control endégeno
de referencia son relativamente equivalentes, y el calculo de la curva de validacion cumple con los

valores de pendiente <0.1, es factible usar el método comparativo AACt para la cuantificacion relativa.

6.4.7. Determinacion de nivel de expresion a través del método comparativo AACt de genes
involucrados en mitosis y ciclo celular en la cepa mutante 4xAape2.
Una vez establecidas las eficiencias de reaccion y la validaciéon para uno de los genes problema y

el gen de referencia, se determiné para el nivel de expresion.
Para ello se consideraron las muestras de ARN total de diferentes momentos de la cinética de
crecimiento tanto de la cepa mutante como de la cepa control a 20, 24, 28 y 32 horas. Se realizaron
cinco experimentos independientes, de los cuales se hicieron duplicados para cada condicién y para
cada uno de los genes blanco y de referencia. Una concentracion de 40 ng de ARN total por reaccion
de qPCR fue usada para cada duplicado. Mediante el software del detector Tiempo Real se obtuvieron
los valores de Ct para cada una de las reacciones, asi como la curva de disociacién.
Los valores obtenidos de cada uno de los experimentos se sometieron al analisis mediante la férmula
aritmética 2°**“, la cual indica las veces de diferencia del transcrito del grupo de interés (grupo mutante
4xAape2) respecto al grupo control (4x-Control) en la condicion determinada (TO= 20, 24, 28 y 32
horas de crecimiento), éste ultimo es estimado como la unidad, ya que de acuerdo con el calculo
AACt=(ACT s control — ACT4xconwo)) = 0, y por la férmula 2245 2°=1, Para los valores de los genes
blanco y el gen de referencia se aplica el calculo de -AACT, tanto para la condicién control y la mutante:

ACtr = Ct (Gen blanco) — Ct (Gen de referencia)

AACtro = ACt(Grupo mutante 4xAape2) — ACt (Grupo 4x-Control)

244 = unidades de cambio del transcrito en la condicién de tiempo determinada.
Con los valores de expresion relativa para la cepa mutante 4xAape2, se expresan los valores para cada

condicién.
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6.5.  Produccién de la leucin aminopeptidasa yspll recombinante (rLAPysplI) de

Schizosaccharomyces pombe en Escherichia coli.

6.5.1. Analisis bioinformatico para la generacion de la tLAPysplI.

Se obtuvo la secuencia aminoacidica de la leucin aminopeptidasa yspll en la base de datos
GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para la predicciéon de la respuesta inmune pata la producciéon de
anticuerpos, se utiliz6 la base de datos Immune Epitope Database (IEDB)

(http:/ /tools.iedb.org/main/).

6.5.2. Extraccion y purificacion de ADN cromosoémico de levaduras.

Se inocula un cultivo de la cepa nativa de S. pombe 972h- de 10 mL en medio YE y se incuba a
30 °C en agitacion hasta obtener una D.O.gonm entre 2 'y 3 UA. Se centrifuga el cultivo celular a 8000
rpm por 2 min a 4 °C y se retira el sobrenadante. El paquete celular se lava dos ocasiones con agua
estéril. Se adicionan 200 pL. de solucién de lisis para levaduras y 200 pL de fenol: cloroformo (5:1)
(Sigma Aldrich) para posteriormente afadir un volumen de 200 pL de perlas de vidrio de 0.5 mm de
didmetro y se mezcla en vortex durante 10 min hasta romper las células. Se centrifuga a 12000 rpm por
5 min a 4 °C, de donde se recupera la fase acuosa en un tubo nuevo y se digiere con ARNsa 20 pg/mlL,
a 37 °C durante 30 min. La fase acuosa se precipitd con acetato de sodio 3 M a pH 5.2 en una relacion
1:10 del volumen total y etanol absoluto frio hasta llenar el tubo. Se centrifuga a 12000 rpm por 15 min
a 4°C y se retira el sobrenadante sin tocar el precipitado formado. Este se lavé con 500 ul. de etanol
frio al 70 % y se centrifugd a 12000 rpm por 5 min a 4 °C. Se elimina el sobrenadante y el precipitado
se seca a temperatura ambiente con el tubo invertido, no mas de 10 min. El precipitado se suspendié
en 50 puL de agua libre de nucleasas. La concentraciéon y pureza del ADN se estimaron mediante

espectrofotometria a 260 y 280 nm. LLa muestra se conserva a -20 °C.

6.5.3. Produccion de la proteina LAPyspll recombinante en el sistema de Escherichia coli.
La parte correspondiente del proyecto "Producciéon de la proteina recombinante LAPyspll en
Escherichia coli se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacién en Bacteriologfa Intestinal del Hospital

Infantil de México Federico Gémez, bajo la asesoria y colaboracion del Dr. Victor Manuel Luna Pineda.
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6.5.4. Generacion del inserto del gen apeZ de la leucin aminopeptidasa yspll de
Schizosaccharomyces pombe.

Se utilizo la estrategia de clonacion independiente de ligacion (al.ICator Ligation Independent
Cloning and Expression System, Thermo Scientific) dado que permite la expresion con alto rendimiento
y la posterior purificacion a través de Cromatografia de Afinidad por inmovilizaciéon de iones (IMAC,
NTA-Ni). Los oligonucleétidos que se disefiaron y sintetizaron, contienen el marco abierto de lectura

para la LAPysplI (1539pb), asi como las secuencias de unién al plasmido pLATES51.

Tabla 6. Oligonucleétidos para la generacion del inserto para la clonacion de la Leucin
aminopeptidasa yspll de S. pombe en Escherichia coli.

Primer Secuencia Tm Longitud

LAPysplI- 5- GGTGATGATGATGACAAG 65.1°C 48 pb
ATGAAGGGTTTAGGTCTAAGTACGAGAACC-3
LAPysplI- 5-GGAGATGGGAAGTCATTA 66.2 °C 47 pb

ATACTTGCGAGCGACTTCAATAATAGTGC-3"

Con estos oligonucledtidos LAPyspll IF y R, se realiz6 la amplificacion del gen con extremos 57y 3°de
uniéon al plasmido pLATES5]. Para ello, se extrajo ADN genémico de la cepa nativa de S. powbe 972)-
se verifico su integridad y concentracion, para después realizar PCR con una polimerasa de alta fidelidad
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific), de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. La concentraciéon de ADN utilizada fue de 100 ng y primers 0.2 uM final.

Reactivos Volumen (50 pL)
5X Phusion HF Buffer 5.0
Primer sentido (0.2 pM) 2.5
Primer antisentido (0.2 pM) 2.5
ADN genémico (100 ng) 5.0
DMSO (3% 1.5
Phusion DNA Polymerasa 0.5
Agua libre de nucleasas c.b.p.
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase = Condiciones Ciclos
Predesnaturalizacion 98°C, 30 s
Desnaturalizacién 98°C10s
Alineamiento 61°C30s 30 ciclos
Extension 72°C15s
Extensién final 72°C 5 min
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Posteriormente se verifico el tamafio del fragmento generado (1575 pb) y la apariciéon de productos
inespecificos. La purificacion del producto de amplificacién de aproximadamente de 1575 pb obtenida
mediante la columna DNA Clean & Concentrator (Zymo Research) se cuantific6 mediante

espectrofotometria.

6.5.5. Clonacién del inserto en el plasmido de expresion pLATES5]1.

Para realizar la clonacién en el plasmido pLATE51 (His Tag N-terminal), independiente de
ligacion, se generan extremos cohesivos en el inserto mediante una reaccion LIC mediante una T4
polimerasa, de acuerdo con las especificaciones del fabricante, usando 65 ng de plantilla de ADN
inserto. Posteriormente se realizé la reaccion de alineamiento con el vector pLATE51 durante 30
minutos a temperatura ambiente. Esta reacciéon es usada directamente para la transformaciéon de

bacterias E.co/i BL21-CodonPlus (DE3) (Agilent).

Reacciéon LIC
Componente Volumen
5X LIC Buffer 2yl
Inserto Purificado LAPysplI (50 ng) 1.5 uL.
Agua libre de nucleasas 9 uL
T4 DNA Polymerase 1uLlL
Incubacién a TA 5 minutos
0.5 M EDTA 0.6 uL.

Alineamiento con el vector pLATES51

Componente Volumen
pLATE, LIC-ready vector 1pL
Volumen de reacciéon de T4 DNA

. 10 uLL
polimerasa

Incubacion a TA 30 minutos

6.5.6. Transformacion de bacterias BL21-CodonPlus(DE3) con el plasmido pLATES51-
LAPysplII.

La preparacion de las bacterias competentes se hizo a partir de un precultivo en caldo LB a 37 °C
durante toda la noche, posteriormente se hizo una dilucién del cultivo 1:100 en 20 mL de LB. Se dejo
crecer hasta un D.O.0=0.5-0.6. Se lavaron las células con agua estéril tres veces (4000 rpm por 15 min),
para resuspenderlas en 500 pL de glicerol al 10%.

Un volumen de 100 uL de células se mezclé con 10 pL de la reaccion de alineamiento preparada

previamente, para llevar a cabo la transformacién por electroporacion (con un Electroporador BTX
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Harvard) con una intensidad de 1,800 V. Las células se llevaron a recuperacion en 1 mL de medio LB
sin antibi6ticos durante una hora a 37°C. Se recuper6 la pastilla celular por centrifugacién y se sembro
en placas de agar LB con ampicilina 100 pg/mL durante toda la noche. Se verificaron las clonas

resistentes.

6.5.7. Verificacion de colonias resistentes a antibiéticos con PCR en colonia.

El crecimiento de las colonias en agar con ampicilina nos permite seleccionar cuales de ellas han
sido transformadas satisfactoriamente. Gracias al método de clonacién utilizado, es posible que solo los
productos transformados sean resultado del alineamiento del vector con el inserto. Para realizar la
verificacion mediante PCR en colonia (PCR Master Mix Promega) se ocuparon los iniciadores
especificos del kit al.LICator (Figura 12). Las colonias evaluadas son positivas para la presencia del
plasmido pLATE51 con el inserto de la LAPyspll, si se obtiene un amplicén especifico de

aproximadamente 1,800 pb.

LIC forward sequencing primer, 20 mer

>
I T7 promoter | LacO Xbal
291 I'H“l‘/\f\.‘l‘f\. CGACTCACTA TAGSGGRATT GTGAGCGGAT AACAATTICCC CCTCTAGAAA TAATTTTGTI
ATTAT ' ATCeCC|'TAA CACTCGCCTA TTGTTAAGGG GGAGATCTTT ATTAAAACAA
Nhel
Swal (Smil) ~_RBS M A G S H H H H H H G M A
agq TAACATTTAA ATCCAGAAGG AGATATAACT ATGGCGGGTT CTCATCATCA TCATCATCAT GGTATGGCTA
ATTGTAAATT TAGGTICTTCC TCTATATTGA TACCGCCCAA GAGTAGTAGT AGTAGTAGTA CCATACCGAT
EKS ‘
S M T G G Q Q M G R |S G D D D 13 nt sticky end Mssl
431 GCATGACTGG TGGACAGCAA ATGGGTCGCT]CC T ~ ACTT CCCATCTCCG GTTTAAACAG
CGTACTGACC ACCTGTCGTT TACCCAGCGA]GGCCACTACT ACTACT C QAAATTTGTC
14 nt sticky end
Stul Sphi
(Eco1471) (Pael) Pacl
GCCTGCATGC AGCGTAATCA TGGTCATTAA TTAACCTCCT GTGTGAAATT GTTATCCGCT CTGCGTTAGC
501 i :

CGGACGTACG TCGCATTAGT ACCAGTAATT AATTGGAG Gl b il A LA G GO CA M GA  GCAATCG

< I

<
LIC reverse sequencing primer, 24-mer

Figura 12. Verificacion de bacterias transformantes por PCR en colonia. En naranja: sitio de hibridacién
de los iniciadores LIC Forward Sequencing primer, 10 pM; en azul: sitio de hibridacién del iniciador LIC
Reverse Sequencing primer, 10puM; en rojo: Sitio de inserciéon del ORF de la Leucin aminopeptidasa yspll.

6.5.8. Purificacion de la proteina LAPyspll en Escherichia colli.

Prueba de induccién y solubilidad.

Las pruebas de solubilidad y de induccién se realizaron de acuerdo con las especificaciones del
protocolo The QIAexpressionist, Qiagen.
Se obtuvo un cultivo de 1,500 mL. de Escherichia colz, el cual se dejé crecer por 3 horas aproximadamente

(Cultivo sin inducir). Al término de este tiempo, se agregd IPTG a una concentracién de 1 mM durante
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5 horas a 37 °C, tiempo en el cual se indujo la expresion de la proteina. Al finalizar este tiempo, se toméd
una muestra del cultivo, se centrifugo y lavo con PBS. La pastilla fue resuspendida en PBS para su
sonicacion con una amplitud de 70% y pulsos de 10 segundo en frio durante 10 minutos.
Posteriormente, la suspension bacteriana sonicada se centrifugd y se obtuvo el sobrenadante, el cual fue
definido como fraccion soluble. La pastilla fue resuspendida en PBS y este fue definido como fraccion
insoluble, todas las muestras, fueron sometidas a analisis en geles de poliacrilamida al 14% en
condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS) y se revelaron con azul de Coomassie (Sigma Aldrich). La
busqueda tiene como objetivo identificar la proteina LAPyspll a un peso molecular de 50 kDa
aproximadamente.

Para verificar el nivel de expresion y la localizacion predominante de la proteina se realizé un ensayo de
western blot con anticuerpos monoclonales Anti-6X His tag® de ratén (Abcam) como anticuerpo
primario y un Rabit anti-IgG de ratén acoplado a HRP (Abcam). El revelado se realizé con el sustrato
TMB Pierce (Thermo Scientific) y visto en un fotodocumentador Fusion FX.y un Rabir . Se
identificaron las bandas correspondientes a 50 kDa, tanto en la fraccion soluble e insoluble después de

la induccion con IPTG.

6.5.9. Purificacion de la LAPyspll recombinante por cromatografia de afinidad por
inmovilizacién de iones (IMAC) con resina de agarosa-NTA-Ni.

La cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) se lleva a cabo mediante una
matriz de agarosa NTA-Ni (Qiagen) con alta capacidad de union a la etiqueta de histidinas, presente en
la LAPyspll recombinante.

Posterior a la verificacion de la solubilidad, las bacterias fueron crecidas en 500 mL de medio LB
suplementado con 1 mM de IPTG durante 5 horas a 37 °C para la induccién y purificacion de proteinas
recombinantes. El paquete celular fue obtenido por centrifugaciéon a 5000 rpm durante 10 minutos,
para posteriormente realizar una digestion con lisozima (Img/ml) durante una hora en frio. Se
resupendi6 en el Buffer 1 (KoHPO, 10 mM, pH 7.4, NaCl 150mM y ImM EDTA) con fenil-metil-
sulfonil fluoruro (PMSF, Sigma Aldrich) para seguir con la sonicacién con pulsos de 10 segundos a una
amplitud del 70% en frio. Se centrifugd a 10000 rpm durante 30 min a 4 °C, para obtener el extracto
soluble que se usara posteriormente para realizar la purificacion. El extracto crudo insoluble se conservé
a-80 °C.

El solubilizado fue incubado con 3 ml. de agarosa-NTA-Ni (Qiagen) durante 1 hora en agitacion

constante a 4 °C. Posteriormente se empaqueté la columna para sus lavados y elucién. Los lavados se
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realizaron con 100 mL de Buffer 2 (Tris pH 7.5 20 mM, NaCl 160 mM e imidazol 20 mM) y eluida con
5 mL de Buffer 3 (Na,HPO,4 50 mM pHS8, NaCl 100 mM e imidazol 500 mM). Posterior a su elucion,
la proteina purificada se mantuvo a -80 °C.

La proteina fue cuantificada con el kit 2D-Quant de acuerdo con el protocolo establecido (GE
Healthcare Bio-Sciences AB) y visualizadas en geles de poliacrilamida al 14% en condiciones

desnaturalizantes (PAGE-SDS) revelando con tinciéon de azul de Coomassie.

6.5.10. Cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC) y eliminacion de
impurezas derivadas de la purificacion.

Se procesan los extractos solubles obtenidos después de la inducciéon con IPTG y permite la
purificacién en paralelo bajo condiciones desnaturalizantes o nativas. La purificacién se puede realizar
en 3 pasos cromatograficos (captura, purificacion intermedia y alta purificacién) mediante un equipo
FPLC Acta Start (General Electric) y en paralelo se dio seguimiento mediante PAGE-SDS. Se comenzé
con la captura de la proteina mediante el método de inmovilizacién por afinidad a metales IMAC), ya
que la etiqueta de Histidinas presente en la proteina permite la purificacion mediante una columna de
afinidad a Ni*" (HisTRap FF crud, General Electric) y posteriormente se eluyé mediante un gradiente
continuo o escalonado de Imidazol. La proteina es purificada en dos pasos concertados y a través de
un gradiente de imidazol, a diferentes concentraciones, asegurando el aislamiento de la proteina blanco.

Se verifico la estabilidad y rendimiento de la proteina de interés mediante PAGE-SDS (Figura 13).

3. Purificacién por
afinidad N1-NTA
(IMAC)

2. Obtencion de

sobrenadante

Grado de pureza

1. Lisis celular y
obtencion de

extractos

Etapas de purificacion

Figura 13. Estrategia de purificaciéon mediante FPLC, para mejoramiento de la pureza de la
proteina LAPysplI.
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6.6. Generacion de anticuerpos monoclonales anti-leucin aminopeptidasa yspll de
Schizosaccharomyces pombe.

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados en el Laboratorio de Anticuerpos
Monoclonales del Instituto Nacional de Referencia Epidemiologica (InDRE) bajo la asesoria de la QFB.
Olga Mata Ruiz y la M.C. Yolanda Medina Flores. El manejo de animales de laboratorio se realizé de
acuerdo con lo establecido por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) y por el Comité
interno para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL-InDRE). La producciéon de
anticuerpos monoclonales se llevé a cabo con el protocolo de obtencién de hibridomas de Kohler y

Milstein, 1975 (62).

6.6.1. Preparacion del inmunégeno.

La obtenciéon de la proteina recombinante LAPyspll se llevé a cabo en el modelo biologico
Escherichia coli como se describié anteriormente. Para realizar las inmunizaciones en ratones BALB/c se
consideraron 100 ug de antigeno, con adyuvante de Freud completo e incompleto dependiendo del dia

de inmunizacion.

6.6.2. Inmunizacion y fusion mediante polietilenglicol.

Se consideraron tres ratones hembra de 4 a 6 semanas de edad, por cada partida de inmunizacion,
los cuales fueron sometidos a la estimulacion de la respuesta inmune con la LAPyspll recombinante.
Inicialmente, se obtuvo la sangre del animal via retro orbital, esto para tener el suero de estado
preinmune de los ratones. Para iniciar la inmunizacidn, los animales fueron administrados via
intraperitoneal con la proteina recombinante rLLAPyspll suplementada con adyuvante de Freud
completo (dia 0; 100 pg) y con adyuvante de Freud incompleto (dia 7, 14, 21, 28 y 35 dias; 100 pg) en
PBS-1X. A cada uno de los ratones inmunizados se evalu6 la respuesta inmune humoral posterior al dia
14 usando el método de ELISA. El titulo positivo fue aquel que super6 la absorbancia (D.O.4920m) de 1.
Los ratones que tuvieron titulos superiores en una dilucién 1:1000 fueron sacrificados y se obtuvo el

bazo en condiciones estériles.

6.6.3. Optimizacion del proceso de ELISA y determinacion de la densidad 6ptima de carga
del antigeno.
Para identificar si los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados reconocen a la

proteina recombinante LAPyspll y para optimizar la cantidad de antigeno necesario para llevar a cabo
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las cuantificaciones (ELISA) de los sobrenadantes de los hibridomas que se obtendran posteriormente,
se realiz6 una titulaciéon con diferentes concentraciones de la proteina recombinante LAPyspll. Para
ello se consideraron tres concentraciones 100, 500 y 1000 ng en solucién de recubrimiento, con las
cuales se incubaron placas de ELISA de 96 pocillos de alta adherencia (Corning™ 33061), se realizé el
analisis de acuerdo al apartado “Estandarizacion de ELISA indirecto”, utilizando el suero de los ratones
que habian sido sometidos al esquema de inmunizacién. El titulo de anticuerpos de los sueros positivos
de los ratones se determina cuando la absorbancia a 492 nm supera la unidad. Asf mismo, se determiné
la diferencia entre los estados preinmune y postinmune en las diferentes concentraciones del antigeno,

para identificar reaccién cruzada en los individuos estimulados.

6.6.4. Estandarizacion de ELISA indirecto.

Para dar seguimiento a la inmunizacion, la respuesta de los ratones inmunizados a la estimulacion
con el antigeno, y la posterior formacion de los hibridomas y produccion de anticuerpos, se realiza un
analisis mediante el inmunoensayo de ELISA, donde se pone en interaccion el antigeno contra el suero
de los ratones inmunizados o sobrenadante del cultivo celular que esté produciendo anticuerpos contra
el antigeno. Para ello se realizaron diluciones de la proteina tLAPyspll con solucién de recubrimiento
de acuerdo con los requerimientos del analisis. Posteriormente se agregan 100 uL. del antigeno diluido
a cada pozo de una placa de ELISA de 96 pocillos de alta adherencia (Corning™ 3361), y se cubri6 con
parafilm para incubar toda la noche a 4 °C o a temperatura ambiente durante 2 horas. Pasado el tiempo
de incubacioén, se elimina el liquido y se lava la placa dos veces con solucién de lavado. Se agregé 200
puL de solucién de bloqueo a cada pozo, para incubar durante 2 horas a temperatura ambiente,
nuevamente se eliminé el liquido y se lavé dos veces con solucién de lavado. Procurando eliminar todo
el residuo de solucién de lavado, se agregan 100 uL. de anticuerpo primario diluido a cada pozo, segun
sea el caso se utiliza el suero de los ratones estimulados o el sobrenadante de los cultivos celulares del
hibridoma, si es necesario se preparan diluciones dependiendo el objetivo de la cuantificacion. Estos se
mantienen en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente.

Se repite el lavado de dos a tres veces, con 300 pLL de solucién de lavado, para posteriormente eliminar
todo el liquido residual. Se agregd 50 uL. de anticuerpo secundario diluido anti-raton-HRP (1:4000)
(cabra anti-IgG/A/M de ratén conjugado con peroxidasa de rabano, ABCAM). La placa se incub6
minimo una hora, protegida de la luz a temperatura ambiente. Pasado el tiempo, se elimina el liquido
de las placas y se lavo nuevamente con solucién de lavado tres veces. A cada pozo se le agregd 150 pLL

de solucién de sustrato OPD, protegido de la luz, se incubé hasta el desarrollo de color, de 15 a 30
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minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 50 pL. de solucién de paro. La lectura de

las placas se hizo en un lector de ELISA a 492nm.

6.6.5. Fusion mediante polietilenglicol.

Después del analisis de los ratones inmunizados, se identificaron los individuos que estaban listos
para la fusién, de acuerdo con el titulo de anticuerpos en el estado postinmune. Para ello, al raton
candidato donador de células de bazo se le aplicé un refuerzo del antigeno con adyuvante incompleto
de Freund una semana después de su tltima inmunizacién. A la siguiente semana se sangro a blanco
por via retro-orbital para obtener el suero como control positivo y se sacrific para obtener el bazo.

El bazo fue extraido en condiciones de esterilidad. Se macer6 con ayuda de una malla estéril y tratada
con acido clorhidrico hasta lograr una suspension homogénea de células en medio DMEM ( ATCC ®
30-2002) sin suero fetal bovino (SFB). Las células se transfirieron a un tubo con 20 mL de medio con
células de mieloma (P3X63Ag8.653, ATCC® CRL-1580™), previamente evaluadas a confluencia del
70 al 80%. La mezcla celular de células de bazo y mieloma se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos,
lavando y mezclando dos ocasiones con medio DMEM sin suero. Para realizar la fusion, el botéon
obtenido se disgregd suavemente y fue colocado en un bafio a 37°C, donde se le agregd gota a gota
1 mL de polietilenglicol (Sigma) en el lapso de un minuto. Posteriormente, se agregd primero 5 mL de
medio sin suero gota a gota, en un lapso de tres minutos. hasta alcanzar 15 mL totales. Después se
centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos. La seleccién se realizé utilizando medio DMEM con suero
fetal bovino (Gibco) suplementado con medio HAT (50X, hipoxantina, aminopterina y timidina;
ATCC® 69-X™), Tas células se distribuyeron a una densidad de 1x10° células de bazo/pozo (en
200 pL) en placas de 96 pozos, y se incub6 a 37 °C en atmosfera al 0.5 % de COy, dejando transcurrir
tres dfas, revisando que no hubiera contaminacion, verificando el crecimiento e identificando los pozos

con hibridos viables.

6.6.6. Subclonacion y expansion de hibridomas productores de anticuerpos.

Posterior 2 10 o 12 dias de fusidén, los hibridomas fueron evaluados mediante ELISA indirecto,
utilizando el antigeno (rLAPyspll) en una concentraciéon de 100 ng por pozo, para determinar los
hibridomas productores de anticuerpos en 100 uL. de volumen de los sobrenadantes. Posteriormente,
los hibridomas positivos fueron transferidos a otras placas de cultivo, para proseguir con la clonacién

mediante diluciones seriadas. Su seguimiento en la produccién de anticuerpos se realizé también por
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ELISA. Este procedimiento de clonacién se realizé tres veces, siguiendo el procedimiento previamente
descrito y las clonas obtenidas se consideran productoras de anticuerpos monoclonales (AcMo).

Las células de los pozos que dieron positivo en ELISA se expandieron en medio HAT, a partir de placas
de 96 pocillos, placas de 48 pocillos y finalmente placas de 6 pocillos. Las células fueron clonadas
mediante el método de dilucién limitante, cuando habian alcanzado mas del 50% de confluencia (63).
Para ello, se prepar6 una suspension celular (en medio DMEM) de los hibridos seleccionados de la
siguiente manera. De los pozos Al al A12 de una placa de cultivo de 96 pozos se agregaron 100 uL de
medio, posteriormente en el pozo Al se adicioné 100uL. de las células de las clonas positivas verificadas
por ELISA (se utilizé una placa por clona), se hacen diluciones seriadas, pasando 100 uL del pozo Al
al A2y después del A2 al A3, asi sucesivamente hasta llegar al A12. Con ayuda del microscopio invertido,
se busco en cudl de los 12 pozos se observaban aproximadamente 30 células, se tomaron 100 uL de
este pozo y se incorporaron a 18 mL de medio DMEM. De esta suspension celular se colocaron 200
ul./pozo en el resto de la placa de B1 hasta H12, para hacer un monitoreo de toda la placa e identificar
en que pozos habia una sola célula, se prosigui6é con el mantenimiento del cultivo celular con medio

DMEM con SFB a 37°C/5% CO; pata su proliferacién.

Dependiendo el estado de las células, se hizo el recambio de medio después de 7 dias, 100 pL. de HTA
fresco se afadid, de acuerdo con la confluencia y el estado del medio. La detecciéon de pozos positivos
se realiz6 utilizando ELISA usando el sobrenadante del pozo para el reconocimiento de anticuerpos.
Solo las células que resultaron positivas se expandieron, y mantenidas en medio DMEM con SFB (10%)

y aminoacidos no-esenciales (1%).

6.6.7. Criopreservacion y almacenamiento de los hibridomas productores de anticuerpos.
Desde los primeros seguimientos, se tomaron células con mas de 70% de confluencia para realizar
cultivos permanentes. Las células se obtuvieron por centrifugaciéon a 2.000 r.p.m. Los pellets fueron
resuspendidos en medio fresco DMEM con una solucién al 10% de DMSO (dimetil sulféxido, Sigma
Aldrich), y dividido en alicuotas en tres crioviales. Se pusieron en hielo para enfriar gradualmente las
células, y posteriormente a -80°C. Luego se sumergieron en nitrégeno liquido para almacenamiento a

largo plazo. Todas las clonas positivas, se conservaron desde el proceso de subclonacién y expansion.
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6.7. Analisis de datos.

Las diferencias significativas de los valores medios fueron analizadas con la prueba t de Student. Los
analisis y graficos fueron elaborados con GraphPad Prism software (version 6, CA, USA) o con Excel

Oftice para Microsoft. Un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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7. Resultados y discusion

7.1.  Cinética de crecimiento y caracteristicas fenotipicas de las cepas 4XAape2 mutante y
4X control.

La cepa 4XAape?2 tiene una disrupcion de una parte del gen ape2, por lo cual no produce la enzima

leucin aminopeptidasa II (LAPyspll). El objetivo de este experimento fue identificar las caracteristicas

fenotipicas mas importantes con respecto a la reparticion del material genético.

7.1.1. Curva de crecimiento.

A partir de cultivos sincronizados en fase G1, se genero la cinética de crecimiento para la cepa
4XAape2 mutante y la cepa 4X control. En la Figura 14A se muestra que la cepa mutante 4XAape?2
disminuye su crecimiento entrando a la fase logaritmica media, avanzando as{ hasta la fase logaritmica
tardfa y manteniéndose hasta la fase estacionaria. Mediante el ajuste a un modelo de crecimiento
biolégico (Monod) (Figura 14B), se calcularon los parametros cinéticos correspondientes a ambas
cepas, a partir de la cual se determiné que el tiempo de duplicacién para la cepa mutante es menor con
respecto a la cepa control (5.17 vs 4.80 h) (Tabla 7).

Estos datos concuerdan con los obtenidos en nuestro grupo de trabajo por Gutiérrez, 2014 y Flores
(26, 27), 2018, donde la tasa de generacién de la cepa mutante 4XAape2 es menor con respecto a la
cepa control 4X. Asi mismo, son consistentes con los resultados obtenidos en estudios de produccion
de proteinas recombinantes (29) y de quiescencia (30) realizados en la levadura S. pombe. A lo largo del
periodo de estudio, se ha establecido que la fase logaritmica y estacionaria es la mas importante para el
efecto de la leucin aminopeptidasa yspll, la cual comprende desde las 20 hasta las 36 horas de
crecimiento, es en este periodo de tiempo donde podemos identificar las modificaciones fenotipicas
como la disminucién de la viabilidad y cambios en la morfologia celular (27). La ausencia de esta
proteasa condiciona la velocidad de crecimiento (4X-Control=0.1442 vs. 4XAape2=0.1340) aunque la
levadura sigue el proceso de division, éste se ve mermado probablemente por la mala reparticion del

material genético y muerte celular.

Las condiciones del medio de cultivo, la deprivacién de nutrientes y la generaciéon de compuestos
toxicos derivados del metabolismo podrian estar relacionados con esta disminucion de la velocidad de
duplicaciéon. Los factores de estrés también podrian estar condicionando que la levadura tenga

deficiencias en la divisién, mismas que se extienden hasta la fase logaritmica tardfa (64, 65)
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Figura 14. Reproduccion de la cinética de crecimiento de las cepas control 4X y 4XAape2, a partir de
cultivos sincronizados en fase G1. A) Cinética de crecimiento con respecto al tiempo de incubacién de
ambas cepas. B) Modelo de crecimiento de Monod teérico.

Tabla 7. Parametros cinéticos del crecimiento de la cepa mutante 4XAape2 con respecto a la 4X-
Control.

Parametro cinético 4x-Control  4XAape2

X0 0.1604 0.1230
Xmax 5.4402 4.6061
pmax 0.1442 0.1340

tD 5.1712 4.8069

7.1.2. Viabilidad celular con tincién de azul de tripano.

Por otro lado, se verifico la viabilidad celular con azul de tripano de la cepa mutante con respecto
a la cepa control a diferentes momentos de la cinética de crecimiento de la levadura. ILa observacion de
las células nos permitié obtener el numero de células totales viables y no viables a partir del inicio de la

etapa logaritmica para ambas cepas (4X y 4XAape2) que es a las 20 horas aproximadamente.
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Se observa en la Figura 15 un decaimiento del numero total de células de la cepa mutante 4XAape2, a
partir de las 20 h, con respecto al control (4X). De forma interesante se observa también que el nimero

de células viables va disminuyendo significativamente en la mutante a partir de las 24 hrs.
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Figura 15. Numero de células viables y células totales de la cepa 4XAape2 respecto a la cepa control
4X durante la cinética de crecimiento.

El porcentaje de células viables de la cepa mutante 4XAape2 disminuye, cerca del 50% a las 36 horas
de crecimiento, indicando que, a la salida de la fase logaritmica, la ausencia de la enzima LAPyspll afecta

significativamente a la supervivencia de la levadura (Figura 16).

La disminucién de la viabilidad demuestra que existe un dafio en las células 4XAape2, que
probablemente estén ocasionando una modificacion en la morfologfa, tal vez alteraciones metabdlicas,
dafo en la membrana o pared celular de la levadura, que podrian inhabilitar a la levadura para mantener
las funciones basicas de supervivencia. La llegada a la fase logaritmica tardia compromete la viabilidad
de la levadura hasta en un 50%. Esto nos muestra que, en su desarrollo y en el proceso de aumento de
biomasa durante la curva de crecimiento, la funcién de la LAPyspll es importante para mantener la

viabilidad de la célula.

Estos datos indican una posible modificacion en la morfologia celular, por este motivo se decidid

confirmar este efecto por microscopia de fluorescencia.
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Figura 16. Porcentaje de viabilidad a diferentes horas de crecimiento de la cepa mutante 4XAape2 con
respecto al 4X Control. Viabilidad de las células con tincién de azul de tripano. Las barras de error
representan el error estandar de la media (SEM). Analisis por ‘t’de Student comparando la cepa control
(4X-Control) con la cepa mutante(4XAape2). n=4; P <0.001-> **+ P <0.01> ** P < 0.05>*, ns=>no
significativo.

7.1.3. Microscopia de fluorescencia.

La microscopia de fluorescencia permite identificar al nucleo y las membranas lipidicas de la
levadura y observar asi con mas detalle la morfologfa celular. Mediante la tincién con fluorocromos, es
posible identificar estas estructuras mediante la emision de fluorescencia captada por un microscopio
de fluorescencia.

Las muestras estudiadas fueron en la etapa logaritmica de 24 a 36 h donde se observé la disminucion
de viabilidad por azul de tripano.

A lo largo del crecimiento desde las 24 hasta las 36 h, en la cepa 4X-Control se observé el nucleo celular
bien definido, en localizacién central, sin modificaciones visibles (tincion azul), asi mismo, las
membranas tefiidas se identificaron completas, uniformes, sin deformaciones o extensiones de la forma
celular normal (65) (tincién roja) (Figura 17 A, B, C, D). Esta morfologia normal también se observo
en las células mutantes 4XAape2 al tiempo de crecimiento de 24 h, las cuales no presentaron

modificaciones visibles a la forma celular ni a la distribucion del material genético (Figura 17E).

A partir de las 28 horas de incubacion de la cepa mutante 4XAape2, fue posible identificar las primeras

manifestaciones de reparto no equitativo de ADN con grupos de células aglomeradas que perdian la
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forma cilindrica normal (Figura 17F). A las 36 horas de cultivo, ademas de la apariciéon de
aglomeraciones celulares y células deformes, se observaron células carentes de nicleo o con nucleos
amortfos, polarizados, con distribucion desigual del material nuclear, sugiriendo una mala reparticion y
segregacion del ADN (Figura 17 F, G, H).

En el avance del ciclo de division celular a partir de las 28 horas de crecimiento de las células que
presentan la delecion del gen ape2 de la LAPyspll, se ven comprometidas en la divisiéon exacta del
material nuclear, se reconocen las células que han perdido la forma cilindrica regular que caracteriza a
la levadura S. pombe y se observan células que carecen de nucleo (Figura 17 I, J, K). Estos efectos
podrian estar relacionados con la disminucion de la viabilidad de las células mutantes 4XAape2.

A partir de estos resultados de la desregulacion de la segregacion del material genético, el compromiso
celular a la disminucién de la viabilidad y la proliferacion celular, podrian estar relacionados con alguna
via metabdlica donde esté involucrada la LAPyspll, en el procesamiento de factores como la reparticién
del material genético. Al ser una enzima citosolica, se plantea que la intervencion que esté realizando
ocurre desde esta localizacion, teniendo contacto con proteinas reguladoras de la formacién del huso

mitotico.
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Cepa 4X-Control Cepa 4XAape2

Figura 17. Microscopia de fluorescencia para la cepa 4X-Control y 4XAape2. Se realizé la tincion de las
células recuperadas a diferentes horas de crecimiento (24, 28, 32, 36 horas) con los fluorocromos DAPI (azul) y
FM-464(rojo). Las fotos 1, ] y K son aumentos de la cepa mutante. Las imagenes grises corresponden a las
tomadas en contraste de fases. Las imagenes fueron tomadas en el microscopio invertido de contraste de fases
del Laboratorio de Interaccién Bacteria Planta, del Centro de Ciencias Microbiolégicas del ICUAP-BUAP con
asesoria y colaboracion del Dr. Alberto Ramirez Mata.
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7.1.4. Actividad enzimatica de la cepa 4X-Control de Schizosaccharomyces pombe.

La determinacién de la actividad de una enzima tan especifica como es la leucin aminopeptidasa
yspll en S. pombe ha sido determinada durante su estudio en nuestro grupo de trabajo. Esta estimacion
brinda una medida de la activaciéon de la enzima en un determinado momento de la cinética de
crecimiento. Como muchas de las proteasas, su produccién puede cambiar debido a las condiciones de
la célula y los nutrientes disponibles. En este trabajo, se realiz6 un acercamiento al periodo de
crecimiento que abarca el inicio de la etapa logaritmica (20 horas) hasta la llegada a la fase logaritmica
tardia (32 horas). Debido a que la cepa 4XAape2 carece de la proteina, la actividad enzimatica residual
generada por otras proteasas inespecificas no fue considerada para esta determinacion. Se evaluaron las
cepas nativa S.pombe 972 h- (a las 24 horas de crecimiento) y 4X-Control a las 20, 24, 28 y 32 horas de

la curva de crecimiento.

En la Figura 18 se observa que la actividad especifica aumenta principalmente en las 24 y 28 horas, y
posteriormente disminuye su actividad llegando a las 32 horas. De 24 a 28 horas fue el tiempo en el cual
se encontrd la transicion del fenotipo aberrante en la cepa mutante 4XAape2: se identifican células con
desregulaciéon en la segregaciéon cromosémica y a las 28 horas la viabilidad comienza a disminuir
considerablemente. La enzima puede estar actuando al final de la fase logaritmica, cuando la célula se
encuentra en division activa, y se mantiene asi hasta que presenta modificaciones en el control del ciclo

celular, correspondiente al tiempo de 28 horas (Figura 18).
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Figura 18. Actividad enzimatica de la cepa 4X-Control en diferentes etapas de crecimiento.
Los extractos solubles obtenidos a partir de muestras recolectadas durante la cinética de crecimiento de la cepa
4X control a las 20, 24, 28 y 32 horas se les determiné la actividad enzimatica. Se muestra la media y desviacion
estandar. Analisis ‘" de Student: n=3; p<0.05>**; ns=>no significativo.
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7.2. Determinacién del nivel de expresion de genes del ciclo celular mediante RT-PCR en

tiempo real (QRT-PCR) en cepas de Schizosaccharomyces pombe.

En el trabajo realizado en nuestro grupo de investigacion por Flores,2018 (27) , se realizé un
ensayo de microarreglos para el estudio de la cepa mutante 4xAape2. Se obtuvo un panorama general
de los patrones de expresion de una serie de 4000 genes. Para la seleccion de los genes que cambiaron
su expresion de forma significativa, se tomaron en cuenta los elementos con un Z-score > 2 de los
cuales se realiz6 un analisis en la plataforma DAVID (Data Base for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery). Gracias a la integraciéon de la informacién obtenida, se analizé informacion
acerca de los sistemas bioldgicos y procesos celulares que se encuentran modificados en el caso de la
cepa mutante 4xAape2, con respecto a la cepa control 4x-Control. Con base en los resultados de
viabilidad y microscopia de fluorescencia se decidié evaluar genes relacionados con los cambios
morfolégicos y fenotipicos presentes en la cepa mutante de la levadura (4xAape2), como son los genes
de procesos de mitosis y ciclo celular. De esta manera se seleccionaron genes con mayor y menor
expresion en la mutante como: wis4, mis14, cnp20, sgo2, rec8 y ¢de5. En la cinética de crecimiento de las
células de . pombe se examiné el nivel de expresion de estos genes mediante RT-PCR en tiempo real
(qRT-PCR) para establecer una conexion entre la modificacién de estos procesos y la aparicion de los

cambios fenotipicos y la disminucion de la viabilidad.

7.2.1. Validacion experimental de los oligonucleo6tidos por RT-PCR tiempo real (QRT-PCR)
para determinacion del nivel de expresion.

Con la finalidad de determinar el nivel de expresién de genes involucrados en el ciclo celular y

rearreglos de microtubulos en la mutante 4XAape2, fue necesario realizar la validacién de diferentes

factores del método para asegurar el correcto analisis de los datos.

7.2.2. Determinacion de la eficiencia de reaccién por el método de curva estandar relativa.

Se llevé a cabo el procedimiento antes descrito en el apartado de determinaciéon del rango
dinamico lineal para la qRT-PCR para los genes wis4, mis14, cnp20, sgo2, rec§, cde5. Se realizé el analisis
de datos para realizar la construcciéon de las curvas estandar con Ct vs. log de la concentracion para
obtener los valores de pendiente, eficiencia y coeficiente de variacion para cada gen. Con el Software
StepOne v2.3 se recuperan las curvas de disociacién, que denotan la formaciéon de un solo pico,

reflejando la formacién de un solo amplicon especifico en la reacciéon de qPCR (Figura 19).
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Figura 19. Generacion de curvas estandar para la determinacion del rango dinamico de amplificacion
para cada uno de los genes de interés. Del lado izquierdo se muestra la curva estandar construida con los
valores de Ct a diferentes concentraciones de ADNCc; en la columna derecha se muestran las curvas de
disociacién para cada uno de los oligonucle6tidos usados.

Idealmente, el valor de pendiente para cada curva estandar debe ser de -3.32, el cual indica el 100% de
eficiencia, para cada uno de nuestros genes, la eficiencia ronda de 91 a 99%, menos de 10 unidades de
diferencia, todos a una temperatura de hibridacién de 60 °C (Tabla 8). En estas condiciones no se

genera ningin producto inespecifico. Asi mismo fue necesario llevar a cabo la validacién del método

AACt.
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Tabla 8. Parametros de los genes blanco y de referencia para la generacion de la curva
estandar a diferentes concentraciones de ADNCc.

Temperatura de Eficiencia
ID Blanco Pendiente R?
hibridacion (°C) (%)
A mis4 60 -3.4969 93% R> =0.9908
B misi4 60 -3.5653 91% R> =0.9962
C cnp20 60 -3.5405 92% R?=10.9926
D sgo2 60 -3.4724 94% R>=0.9993
E rec8 60 -3.4756 94% R> = 0.9504
F cdc5 60 -3.3477 99% R> =0.9977
G htbl 60 -3.4587 95% R?=0.9955

7.2.3. Validacién para la aplicacion del método 244

Para que la aplicacion del método de 2- AACt sea valido, las eficiencias de amplificacion del gen
blanco (GOI) y del gen de referencia (htb1) deben ser aproximadamente iguales. Un método sensible
para saber si ambos amplicones tienen la misma eficiencia es determinar la diferencia de Ct (ACt) del
gen blanco y el de referencia, a diferentes concentraciones de ADNc. As{ como se aplicé en la curva
estandar, en el rango dinamico de amplificacion se calculan mediante regresion lineal, los valores para
cada dilucién. Si el valor absoluto de la pendiente se acerca a cero, las eficiencias son similares y podemos
usar como método de analisis 2 22 (66, 67). Se presentan las graficas para cada blanco comparado con
su referencia, asi como la pendiente de cada una de ellas (Figura 20). Los valores de cada uno de ellos

son menores a cero (Tabla 9).
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. Para cada uno de los genes blancos se hizo la

determinacion de la diferencia de Ct con el gen de referencia (htb1). Los resultados nos permiten usar el
método para la cuantificacién del nivel de expresion.

70



Tabla 9. Valor de pendiente de la curva de validacién del método 2-*ACt

ID Blanco Valor absqluto de la Eficiencia
pendiente (%)
A misd 0.4789 93%
B mis14 0.7296 91%
c cnp20 0.5225 92%
D sgo2 0.4544 94%
E rec8 0.4576 949,
I3 cdc5 0.0508 999,

7.3.  Niveles de expresion de los genes relacionados con mitosis y ciclo celular en la cepa
mutante 4XAape2.

Los transcritos tanto de la cepa mutante 4XAape2 como de la cepa control (4X-Control) fueron
cuantificados mediante qPCR, de acuerdo con el procedimiento previamente descrito. El valor de cada
gen de interés (GOI) fue normalizado con el gen constitutivo histona 2B (htb1) correspondiente para
cada una de las muestras, y posteriormente con el valor de la muestra control a 20, 24, 28 y 32 horas de

incubacion de la cinética de crecimiento (Figura 21).

Se encontrd que proteinas como is4 y mis14 presentan una desregulacion en el periodo de crecimiento.
La subunidad 754, perteneciente al complejo de carga de cohesinas disminuye en el tiempo 32 h a su
nivel mas bajo, por lo que la localizaciéon y acoplamiento de anillos de cohesinas podria estar modificado.
Acompanado de esta deficiencia en la localizacion, reclutadores de microtibulos como la subunidad
mis14 decrece; sin embargo, los cambios son menores y discretos en todo el tiempo de estudio. La
proteina del cinetocoro interno cnp20 a partir de las 20 horas y que llega a su nivel menor hasta las 32
horas, la disminucién del transcrito de esta proteina produce la disminucién de sitios de contacto para
el ensamble de los microtibulos y el anclaje de otras proteinas que establecen la unién entre el
cinetocoro interno y externo. La conjuncién de estas tres proteinas podria impactar en la disminucion

de proteinas que sefializan a otros componentes del proceso y proteinas reclutadoras.

Tanto cdc5, sgo2 y rec8 presentan un aumento en su nivel de expresion a las 24 horas. El momento
comprendido entre las 20 y 24 horas de crecimiento de la levadura mutante 4XAape2 es crucial para la
funcién de la LAPyspll, ya que es la puerta de entrada para el efecto de las aberraciones fenotipicas,

por lo que estos genes podrian estar influenciando en este momento de crecimiento de la levadura.
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Figura 21. Analisis de QRT-PCR de los genes relacionados con el establecimiento del anillo de
cohesinas y el reclutamiento de microtiibulos para la formaciéon del huso mitético. Se determinaron los
niveles de transcripcion de la cepa control (4X-Control) y de la cepa mutante para la LAPyspll (4XAape2)
(normalizado a niveles de transcripcién de htb1). n =5. Las barras de error representan el SEM. Analisis por
"t’de Student comparando la cepa control (4X-Control) con la cepa mutante(4XAape2): P<0.001-> ***
P<0.01-> ** P < 0.05>*, ns=>no significativo.

72



La hipétesis es que los cambios trascendentales para los dafios posteriores que sufre la célula se dan en
este perfodo (de 20 a 32 horas), y podrian volverse irreversibles para la recuperacion de la funcion. La
proteina rec8, la cual se encuentra involucrada en la meiosis formando el anillo de cohesinas, presenta
un aumento de los niveles de ARNm a las 24 horas. Esto podria sugerir que la ausencia de la LAPyspII
requiere la activacién de estos genes de meiosis, como parte de una estrategia para compensar la ausencia
de otras unidades del complejo en la progresion del ciclo. Para el caso de cdc5, el aumento a las 24 horas
podria relacionarse con estimulos nutricionales en esa etapa del crecimiento principalmente
relacionados con la via TOR, seguido de la disminucién progresiva del nivel de transcrito llegando hasta
las 32 horas, donde la cinética de crecimiento de la levadura mutante se acerca al fin de la fase
logaritmica. Proteinas controladoras de la formacion de la cromatina como sgo2, podrian actuar a las
24 horas aumentando la formacién de subdominios en regiones como los telémeros, y retrasando la
transicion a la fase G2 del ciclo celular. Estas observaciones sugieren un papel regulador de la LAPyspll
en el nivel de expresion de proteinas del complejo de carga de cohesinas y reclutadores de microtubulos.
Ya que estas proteinas son de bajo nivel de expresion, la dinamica de activacion de la transcripcion de

estas puede estar finamente controlado en presencia de la LAPyspll.

7.3.1. Modificaciones del ciclo celular en la mutante de la leucin aminopeptidasa ysplIl de

Schizosaccharomyces pombe

Los procesos relacionados con la reparticion apropiada del material genético estudiados en este
trabajo, involucran a proteinas clave en la formacién del huso mitético y reguladores de proteinas del
centromero en la levadura. La localizacion de anillos de cohesinas a través de las diferentes estructuras
de ADN, desde la fase S hasta la anafase, propone la relacion estrecha entre los procesos de cohesion y
de formacion de microtibulos. La progresion del ciclo celular esta determinada por las funciones de las
diferentes proteinas antes mencionadas en diferentes etapas de la division celular (Figura 22).
Elementos formadores del centrémero, asi como los grandes complejos estructurales de los
cromosomas, se presentan a lo largo del ciclo, atrayendo as{ mas componentes, como los microtibulos,
para controlar estrictamente la reparticiéon de los cromosomas. La ausencia de alguno de ellos, deriva
en efectos ampliamente estudiados, como las aberraciones cromosémicas, aneuploidias, arresto del ciclo
celular, entre otras (68). Sin embargo, estos procesos ocurren esencialmente en el nucleo, ubicacion

celular donde la enzima citosolica hidrolitica leucin aminopeptidasa yspll no podtia tener
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Figura 22. Avance del ciclo celular y mitosis con respecto a los principales componentes del huso
mitético y su interaccion con el material genético. En rojo, se encuentran los genes que se analizaron en
este trabajo. Modificado de Encyclopzdia Britannica, Inc.

influencia, debido a su localizacién celular. Al afectar tanto la proliferacion, la viabilidad y la divisién
celular de la levadura la funcién de la enzima podria estar relacionada con modificaciones metabdlicas

de alguna de estas proteinas (69).

Sin embargo, existen eventos que podrian estar conectados y que concretan varios componentes del
citoesqueleto que ocurren a nivel de citosol. Se han observado arreglos trascendentales en la distribucion
del material genético que genera conexiones con porinas nucleares que envian sefiales al exterior del
nucleo y son puentes de comunicaciéon entre el nucleo y otras proteinas. Estas sefiales (cambios
conformacionales, exposicion de sitios de unioén a nucleosomas, metilacion y acetilacién) promueven el
acoplamiento de microtdbulos y la formacién de la septa y del anillo contractil de la levadura (39, 70).
La disrupcion de estos eventos podria implicar modificaciones en la reparticion de los cromosomas,
mayormente relacionados con la falla en la presencia de microtibulos y la disociacion tardfa o temprana,

o por otro lado, las modificaciones en la fuerza de tensién y establecimiento de la polaridad celular,
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llevadas a cabo por los microtubulos(44, 50) (Figura 23). En este caso, la LAPyspll podria encontrarse

procesando algiin componente clave en estos procesos.

Defectos en la segregacion

cromosomica

Modificaciones en k ) \ )k ' Modificaciones en

el acoplamiento de ' la tension,

los microtubulos y mantenimiento o
el huso mitotico disrupcion de las
(SPB), que regula uniones entre las

también la < V . < 7 cromatidas

citocinesis hermanas
- -

Figura 23. Defectos de la segregacion cromosoémica, que derivan en diferentes manifestaciones de
la reparticion del material genético. La falla en la accién de los microtubulos, asi como los defectos en la
cohesién generan la reparticiéon desigual de los cromosomas. Modificado de Encyclopadia Britannica, Inc.

Por otro lado, la activacion de proteinas de meiosis, uno de los procesos de rescate de lalevadura cuando
se encuentra en situaciones de estrés y compromiso de la supervivencia, podria implicar la desregulacion
de diferentes sistemas de desarrollo de la levadura. La entrada a la division sexual, y a la formacion de
células diploides, involucra no solo proteinas del nucleo, sino toda la maquinaria celular para conservar
lo mas que sea posible la viabilidad. Uno de los factores de mayor impacto en el material genético, son
las rupturas de ADN que suceden para la formacion del quiasma (51, 71). Si la LAPyspll interacciona
con alguno de los reguladores en presencia de estrés u hormonas sexuales, podria tener un papel
estabilizador de estos procesos, y en presencia de agresores celulares, conservar la supervivencia (Figura

24).
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Figura 24. Establecimiento de la cohesion en la meiosis y su interaccién con proteinas del
cinetocoro. La fosforilacién de las cohesinas define la disrupcién de los complejos y la liberacién de los
cromosomas homologos (72).



7.4.  Produccién de la proteina leucin aminopeptidasa yspll (LAPyspllI) recombinante en

el sistema de Escherichia coli.

Esta etapa del trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Intestinal
del Hospital Infantil de México Federico Gémez, bajo la asesorfa y colaboracion del Dr. Victor Manuel

Luna Pineda.

Para la produccion de la proteina heterdloga de Schizosaccharomyces pombe, se realiz6 un analisis ‘i silico”
antes de la generaciéon de la proteina recombinante para conocer su potencial antigénico para la
produccioén de anticuerpos. Este analisis se encuentra detallado en la seccién “Analisis bioinformatico
para la generacion de la rLAPysplI”.

Debido a la implicacién de esta enzima en las modificaciones fenotipicas referentes al ciclo celular
presentes en la mutante, se ha propuesto la busqueda de la LAPyspll mediante anticuerpos especificos
anti-LAPysplI. Para ello se realiz6 la produccion de la proteina recombinante en un modelo bacteriano
de expresion Escherichia coli. Para ello, se utilizo la estrategia de clonacion independiente de ligacion
(alLICator Ligation Independent Cloning and Expression System, Thermo Scientific) para la posterior
expresion y purificacion. Este tipo de metodologia permite la clonacion de proteinas en un sistema de
expresion de alto rendimiento, aumentando la eficiencia de la clonacién. Esto se realiza bajo un proceso
relativamente rapido, evitando los pasos de ligacion tradicionales, y debido al disefio de los plasmidos

pLATE, es posible generar proteinas con diferentes etiquetas para su posterior aplicacion.

7.4.1. Clonaciéon de la LAPysplI mediante la técnica de Clonacién independiente de Ligacion.

El fundamento para la generaciéon del ORF del gen ape? de la LAPyspll con extremos para
insercion al plasmido pLATES51 para la clonacién se encuentra resumido en la Figura 25A. Para la
primera etapa, se obtuvo el ORF para la LAPyspll con numero de acceso >SPAC13A11.05 a través
de la base de datos de NCBI, para el organismo Schizossacharomyces pombe. A partir de la secuencia
obtenida se generaron los oligonucleétidos de acuerdo a las especificaciones siguientes (Tabla 10): para
incorporar la etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal de la proteina se toma en cuenta un
extremo saliente de 18 pb (cursivas) incluido en el oligonucleétido sentido, complementado con 30 pb
del extremo 5 del ORF del gen ape2, ademas de un sitio de corte para la enzima enterocinasa
(subrayado) para remocion posterior de la etiqueta de histidinas después de la purificacion; en el disefio

del oligonucleétido antisentido se eliminé el codén de paro del ORF del gen ape? y se adicionaron 18
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pb para generar los extremos salientes, los cuales ya incluyen la secuencia de paro (en negritas), se

complementa con 29 pb correspondientes al extremo 3’ del ORF de la LAPyspll.

Tabla 10. Disefio de oligonucleo6tidos para la clonacién independiente de ligacion de la Leucin

aminopeptidasa yspll de S. pombe en Escherichia coli.

SENTIDO
5- GGTGATGATGATGACAAGATGAAGGGTTTAGGTCTAAGTACGAGAACC-3’ Im Longitud
Extremo saliente
Etiqgga de histidinas en el extremo N—Ferminal 18 pb 65.1°C 48 pb
Sitio de corte para la enzima enterocinasa
Extremo 5” del ORF del gen ape2 30 pb
ANTISENTIDO
5-GGAGATGGGAAGTCATTAATACTTGCGAGCGACTTCAATAATAGTGC-3" Tm Longitud
Extremo saliente 18 bb R
Con codon de paro TTA p 66.2°C 47 pb
Extremo 3’ del ORF de la LAPysplIl 29 pb

A partir de este disefio se llevé a cabo la amplificacion del gen con extremos 57y 3’de unién al plasmido

denominado pLATES51. Para ello, se extrajo ADN genémico de la cepa nativa de S. pombe 972h- (Figura

25B), para posteriormente realizar la PCR con una polimerasa de alta fidelidad. Posteriormente se

verifico el tamafio de fragmento generado y la aparicién de productos inespecificos. En la Figura 25C

se observa el corrimiento electroforético de la amplificacién del producto de PCR, donde se obtiene un

solo amplicon de 1575 pb que corresponde al ORF del gen ape2 (1539 pb) con la inserciéon de extremos

5%y 37 (36 pb) sin la formacién de productos inespecificos.
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Figura 25. Generacién del producto de PCR con el marco abierto de lectura (ORF) para el gen ape2
de la leucin aminopeptidasa yspll de Schizossacharomyces pombe. A) Esquema general del primer paso
para la Clonacién del gen ape2 en el plasmido pLATE51, mediante la técnica de clonacién independiente de

ligacién. B) Corrimiento electroforético del ADN gendémico extraido de la cepa de S. pombe 972h.
C) Corrimiento electroforético de la amplificacién del ORF del gen ape2 para la generacion de extremos 57y 3°

de unién al plasmido.

Después de la verificacion del fragmento de amplificacion del inserto con la insercién de los extremos

salientes para union al plasmido, se prosigui6 con la clonacién en el plasmido denominado pLATES51,
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este sistema permite la produccién de proteinas con una etiqueta de histidinas (6xHis-Tag) en el
extremo N-terminal y un sitio de corte para enterocinasa, el cual permite la remocién posterior de la
cola de histidinas. La expresion bacteriana de la proteina se encuentra controlada por el promotor T7
del bacteriéfago, asi como operadores /ac tio abajo y arriba de dicho promotor, después de la induccion
con el analogo de la lactosa IPTG (isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido), se comienza la transcripcion

de los genes bajo el promotor T7. Las caracteristicas generales del plasmido se representan en la Figura

26.
Plismido pLATE5! g i

DLATE“ ‘ mBT1-T2

Py; - T7 RNA polymerase promoter
T rrnBT1-T2 - Transcription terminator
lacO - lac operator
RBS - Ribosome binding site
EKS - Enterokinase recognition sequence
WQS - WELQut protease recognition sequence
Pyat - Py promoter
TT7 - T7 terminator
lac! - lac repressor
rop - rop protein regulates plasmid copy number
& rep (pMB1) - Origin of replication (r2p) of the pMB1
@0 plasmid
/pMB1 bla (Ap®) - B-lactamase gene
) 6xHis - Polyhistidine tag

PLATE vectors
45K

bla (Ap?)

Figura 26. Sistema de expresion de proteinas recombinantes por Clonacion Independiente de
Ligacion (aLICator Ligation Independent Cloning and Expression System). Vector pLATE51
linearizado para la insercién de la cola de histidinas en el extremo N-terminal, con un sitio de corte para
enterocinasa (EKS) con un promotor T7 bajo el control de un promotor lacUV5 inducible por IPTG, y
resistencia a ampicilina. En la reaccién de alineamiento del vector pLATES51 con el inserto del ORF del gen
ape2 de la LAPyspll, se generan extremos cohesivos mediante una reaccién LIC, que permite la circulatizacién
del plasmido, en la direccién deseada.

Para realizar la clonacién en el plasmido pLATE, independiente de ligacion, se generaron extremos

cohesivos en el inserto mediante una reaccién LIC de acuerdo con las especificaciones del fabricante

(Figura 27).
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Posteriormente se realizo la reaccién de alineamiento con el vector pLATES1, esta reaccion es usada

directamente para la transformacion de bacterias E.co/i BL.21-CodonPlus(DE3).

Extremos cohesivos

G DDDODK ORF del gen

5 - GGTGATGATGATGACAAG ape? TAATG -3
3 - GTTC 5.]70”1[22 ATTACTGAAGGGTAGAGG -5’
l Extremos cohesivos

Sitio de corte

Alineamiento
enterocinasa
G/D D D D K ORF delgen Codéa deipacn
"CCGGTGATGATGATGACAAG apeZ AATG T

ACTACTACTACTGTTC ATTACTGAAGGGTAGAGGC e
Spombe C~

Figura 27. Reaccion de alineamiento del vector pLATES51 con el inserto del ORF del gen apeZde la
LAPysplIl. Se generan extremos cohesivos mediante una reaccion LIC.

7.4.2. Verificacion de colonias resistentes a antibiéticos con PCR en colonia.

Después de la transformacion, se obtuvo crecimiento en dos placas, para hacer un total de 11
colonias con resistencia a ampicilina, de las cuales se consideraron 7 para realizar la verificacion
mediante PCR en colonia con iniciadores especificos del vector pLATE51 (~%£ 100 pb del inserto).
En la Figura 28 observamos que, de las colonias evaluadas, fue posible obtener dos cepas que fueron
positivas para la presencia del plasmido pLLATE51 con el inserto del ORF del gen ape2 de la LAPyspllI,

con un amplicon de aproximadamente 1800 pb.
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Figura 28. PCR en colonia de las posibles transformantes del plasmido pLATE1-LAPyspII. Un total de
siete colonias fueron verificadas para la presencia del plasmido pLATE con el inserto correspondiente del ORF
del gen ape2 de la LAPyspll. En las clonas 2 y 3 se obtuvo un producto de amplificacién de 1800 pb
aproximadamente.

7.4.3. Purificacion de la proteina LAPyspll en Escherichia colli.

Prueba de induccién y solubilidad.

Se llevaron a cabo pruebas para expresion a pequefia escala y asi determinar las condiciones de
crecimiento que influyen en los niveles de expresion y la solubilidad de la proteina de interés. La
solubilidad de las proteinas marcadas con la etiqueta de histidinas-6X en el medio intracelular o
extracelular influye en la cantidad de proteina obtenida y en las condiciones de purificacién posteriores.
La prueba de induccién y de solubilidad se realizaron de acuerdo con las especificaciones del protocolo
The QIAexpressionist, Qiagen. La proteina de interés fue identificada tanto en la fraccién soluble como
en la fraccién insoluble, posterior a la incubaciéon con 1 mM de IPTG. Se obtiene una banda a la altura
de 50 kDa aproximadamente en las muestras sometidas a induccién (Figura 29). Como control

negativo, en las muestras no-inducidas no se observan bandas a la altura de 50 kDa.
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Figura 29. Pruebas de induccién y solubilidad para la cepa productora de LAPyspIl. Se obtuvo la
fraccién soluble e insoluble del cultivo de Escherichia coli BL21-pLATE51 LAPyspll DE3 sin inducir e inducida
con IPTG a 1 mM durante 5 horas. Los extractos proteicos fueron sometidos a analisis en PAGE-SDS, gel de

poliacrilamida al 14% con tincién de azul de Coomassie.

Para verificar el nivel de expresion y la localizacion predominante de la proteina se realizé un ensayo
de western blot con anticuerpos monoclonales anti-6X His tag como anticuerpo primario (Figura 30).
Se identific6 una banda tanto en la fraccién soluble como en la insoluble después de la induccién con
IPTG, lo que nos indica que la proteina se encuentra tanto en cuerpos de inclusién como en el
sobrenadante. Debido a las caracteristicas que mantiene la proteina, asi como la cantidad presente en
la fraccion soluble, y evitando las condiciones desnaturalizantes para el manejo de la proteina, se eligio

ésta ultima fraccién para continuar con la purificacion.
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Figura 30. Western blot de la produccion de la LAPyspII recombinante en Escherichia coli BL21-
pLATES51 LAPyspII DE3, marcando con anticuerpo anti-6xHis. La proteina de interés se encuentra en la
fraccién soluble e insoluble.

7.4.4. Purificacion de la LAPyspll recombinante por Cromatografia de Afinidad por
inmovilizacién de iones (IMAC- NTA-Ni).

La cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) se lleva a cabo mediante una matriz
de agarosa NTA-Ni (acido nitrilotriacético, niquel) con alta capacidad de unién a la etiqueta de
histidinas, presente en la proteina de interés. El acido nitrilotriacético (NTA), es un quelante
tetradentado el cual ocupa cuatro de los seis sitios de unién de ligandos en la esfera de coordinacion
del ion niquel, dejando dos sitios libres para interactuar con la etiqueta 6xHis-Tag presente en las
proteinas recombinantes.

Se realizé un primer ensayo de purificacion por IMAC a partir del extracto soluble de la lisis de las
células inducidas. El solubilizado fue incubado con la resina de agarosa NT'A-Ni para posteriormente
llevar a cabo la purificacién de acuerdo con el protocolo descrito en la metodologfa. Las proteinas
fueron visualizadas en geles de poliacrilamida al 14% en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS)

revelando con tincién de azul de Coomassie (Figura 31).
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Figura 31. Etapas del perfil de elucién de la purificacion de la LAPysplIl recombinante con agarosa-
NTA-Ni (IMAC). Analisis en PAGE-SDS, geles de poliacrilamida al 14% con tincién de azul de
Coomassie. Se muestra una banda definida a 50 kDa en el carril de elucién, correspondiente al monémero de
la LAPyspll.

7.4.5. Cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC) y eliminacién de
impurezas derivadas de la purificacion.

El procedimiento ha sido desarrollado para aplicaciones de alto rendimiento donde se obtienen
grandes cantidades de la proteina recombinante altamente pura, los cuales son aspectos deseables para
aplicaciones como la cristalizaciéon de proteinas e inducciéon de producciéon de anticuerpos
monoclonales. Este tipo de cromatografia automatizada nos permite eliminar proteinas contaminantes
obtenidas en la purificacion.

La aplicacion de esta tecnologia nos permitié la purificacion, deteccion y andlisis de nuestra proteina,
la LAPyspll recombinante, obtenida del cultivo celular de E. ¢/ después de la induccién con IPTG.

Generalmente, la eleccién de la columna pertinente se hace mediante alguna de sus propiedades
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fisicoquimicas, que permitan la separacién de otras protefnas contaminantes. En este caso, se
aprovech6 la etiqueta de histidinas (6xHis-Tag) incluida en el disefio de la clonacién, y que provee al
proceso de ventajas significativas para la aplicacion del FPLC: obtencién de la proteina bajo
condiciones nativas, baja posibilidad de modificacién de la funcién o estructura de la proteina, bajo
potencial inmunogénico de la etiqueta 6xHis-Tag en ratén y obtencion de la proteina compatible con

procesos posteriores a la purificacion.

De acuerdo con las condiciones obtenidas en el punto 6.4.4., se sigui6 la estrategia separando los
componentes del cultivo para trabajar con la fraccion soluble. Posteriormente, se llevé a cabo la
purificacién en paralelo bajo condiciones nativas, aplicando la cromatografia de afinidad por
inmovilizacién de iones con columnas de Ni-NTA de superflujo. Se sometié a FLPC bajo diferentes
concentraciones de imidazol, con la finalidad de mejorar las condiciones de eluciéon y evitar la

contaminacion con otras proteinas afines a la resina.

La proteina fue purificada en dos pasos (5 y 250 mM de imidazol), los cuales sirvieron para determinar
los limites externos de las condiciones para la purificacion. Después de varios ensayos de purificacion,
se establecieron las concentraciones del gradiente de imidazol (0-200 mM). El seguimiento del proceso
se llevo a cabo mediante la deteccidn de las proteinas por medio de la cuantificaciéon UV a 280 nm, los
cuales arrojaron el cromatograma bajo el gradiente de imidazol, en un flujo de 0.5 mL/min (Figura
32A) y también el seguimiento mediante electroforesis de las purificaciones resultantes (Figura 32B).
La pureza mediante ambos procedimientos -escalonado o en gradiente- es similar, aunque el
rendimiento es algo mayor mediante la purificacion por el gradiente de imidazol. Se observé que a 250
mM de imidazol se eliminan la mayoria de las proteinas no deseadas, por lo que es esta fraccion la que
se recupera para ser usada posteriormente en los ensayos de la produccién de anticuerpos
monoclonales. Debido a que la estabilidad y el rendimiento (6.2 mg/ml) no se comprometen por el
método de gradiente de imidazol, se decidié conservar este método, y no utilizar otro paso

cromatografico de purificacion intermedia.

Finalmente, la purificacién mediante FLPC se establecié en cromatografia de afinidad por
inmovilizacién de iones (IMAC-Ni-NTA) debido al disefio de la proteina, en un volumen inicial de
medio de cultivo clarificado de 1 mL, la proteina se obtiene bajo concentraciones de imidazol de

250 mM, en un flujo de 0.5 mL./min.
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Figura 32. Purificacion de la proteina LAPysplII por FPLC . Columnas de agarosa-NTA-Ni de
superflujo. A) Cromatograma obtenido mediante FPLC utilizando un detector UV-visible a longitud de onda
de 280 nm. El flujo fue de 0.5 mL/min. B) PAGE-SDS con tincién de azul de Coomassie de las fracciones
obtenidas en el flujo escalonado y continuo de imidazol: carril 1 y 2, purificacioén a 5 y 250 mM de imidazol
respectivamente; carril 3 al 6: muestras de fracciones en gradiente de imidazol (0-200mM).
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7.5.  Produccién de anticuerpos monoclonales contra la

leucin aminopeptidasa yspll recombinante de Schizosaccharomyces pombe.

La obtencién de anticuerpos que reconozcan especificamente a la proteina en cuestion es de gran
importancia para determinar la localizacion celular en diferentes procesos de la levadura. Se ha decidido
la produccion de anticuerpos monoclonales a través del protocolo de obtencién de hibridomas (Kohler

y Milstein, 1997) (62).

7.5.1. Analisis bioinformatico para la generacion de la tLAPysplI.

Uno de los aspectos mas importantes para la generacion de anticuerpos contra una proteina
especifica, es conocer la respuesta que se podria producir en el modelo animal para llevar a cabo la
estimulacion del sistema inmune. Por ello, se realiz6 un analisis ‘% silico” de 1a LAPysplI heterdloga de
Schizosaccharomyces pombe, para conocer las predicciones de antigenicidad de la proteina recombinante
para la producciéon de anticuerpos. Asi mismo, debido a la naturaleza proteolitica de la LAPysplI,
querfamos conocer las regiones mas inmunogénicas de la estructura y si de acuerdo con estas
caracterfsticas era necesario conservar toda la estructura de la proteina recombinante, o si podiamos
tomar en cuenta alguna regiéon en particular, esto con la finalidad de beneficiar la producciéon de
anticuerpos ya sea policlonales o monoclonales. Igualmente, era importante considerar
primordialmente la estructura del sitio catalitico.

La prediccion comienza con el analisis de la secuencia de la proteina para determinar los epitopos
disponibles. El producto génico de la LAPyspll con el cédigo de acceso NP_592993.1, se examiné
mediante la herramienta de Basic Local Alignhment Search Tool (BLAST) para identificar otras
proteinas que por su secuencia podria presentar homologia con la LAPyspll, en la levadura de fision
Schizosaccharomyces pombe. En las regiones del extremo N-terminal (1-210 a.a.), la parte central de la
proteina (210-420 a.a.), el extremo C-terminal (350-513 a.a.) y la proteina completa (513 a.a), se obtuvo
el reconocimiento de acuerdo a su secuencia aminoacidica, encontrandose en la regién N-terminal una
proteina putativa denominada PH2 PH, que compartia 11 aminoacidos con la LAPyspll (E-value 4.9)
(Tabla 11). Debido a que esta coincidencia no se encuentra localizada en el sitio catalitico de la proteina,
y su valor de E-value es alto, no se tomé como una proteina de importancia que interfiriera con el

reconocimiento de los anticuerpos ya sea policlonales o monoclonales teoricos.
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Tabla 11. Analisis de BLAST para el reconocimiento de proteinas homdlogas de la LAPyspIl de

S. pombe.
Organismo: Regién Longitud Dominios conservados de Notas
Schizosaccharomyces (a.a.) la secuencia
pombe
Proteina completa - 513 Peptidase M17 superfamily | -
Extremo N-terminal N-terminal 210 Peptidase M17 superfamily | PH2 PH
fungal

Entre N-terminal y Central 210-420 Peptidase M17 superfamily | -
C-terminal
Extremo C-terminal C-terminal 350-513 Peptidase M17 superfamily | -

De esta manera, se procedio a realizar la prediccion de la respuesta inmune para la produccion de

anticuerpos, tomando en cuenta la secuencia aminoacidica completa de la LAPyspll. Mediante la base

de datos Immune Epitope Database (IEDB) (http://tools.iedb.org/main/) se hizo el anilisis de la

proteina, el cual arroj6 péptidos inmunogénicos bajo diferentes parametros: prediccion de giros beta

(73), accesibilidad superficial (74), escala de antigenicidad (75) y la prediccién de regiones hidrofilicas

(76).

En la Tabla 12 se muestran los detalles de las regiones con predisposicion antigénica y en la Figura 33

se observa una representacion de los sitios lineales antigénicos distribuidos en toda la proteina, los

cuales se encuentran homogéneos en toda la secuencia.

Tabla 12. Resumen de las regiones con predisposicién antigénica, bajo el método de Bepipred-1.0 del
IEDB (umbral de 0.350)

Bepipred Linear Epitope Prediction Results
Inicio | Término Secuencia Longitud

282 299 VTFDSGGISIKPSQNMKE 18
333 345 TENLPSGSAAKPG 13

86 97 NVSEKSVRSAAA 12
171 182 TSEKKTATAEEN 12
154 162 LFTSPAPER 9
265 273 GKEKSKDDG 9
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Figura 33. Representacion grafica de las regiones con predisposicion antigénica, bajo el método de
Bepipred-1.0 del IEDB (umbral de 0.350)

En el analisis para la determinacion de giros beta, se obtuvo un péptido determinando una ventana de
10 aminoacidos de la posicién 285 a 294 correspondiente a la secuencia DSGGISIKPS, el cual coincide
con la secuencia de la prediccion de epitopos lineales VIFDSGGISIKPSQNMKE de 18 aminoacidos
de longitud. En el analisis de accesibilidad se encontré un péptido, mediante una ventana de 10
aminoacidos, YIGKEKSKDD entre las posiciones 263 y 272, que presenta consistencia en la

generacion de epitopos lineales.

Al reconocer las secuencias que presentaba la secuencia aminoacidica en los principales parametros de
la base de datos IEDB, se tomaron en cuenta los siguientes péptidos para realizar la validacion, y que
en conjunto presentan una prediccion de los determinantes antigénicos que pudieran intervenir en la
produccioén de anticuerpos. Se organizaron de acuerdo con la regidén donde se encuentran los péptidos
a lo largo de la estructura de la proteina (Tabla 13), subrayados se muestran los aminoacidos
importantes en la actividad inmunogénica. Asi mismo, se muestran los resultados de la validacion de

los péptidos con valores cercanos o mayores a uno (Tabla 14).
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Tabla 13. Region comparativa para epitopos de la LAPyspllI, involucrados en la produccion de

anticuerpos.
ID-longitud Aminoacidos Aminoacidos Aminoacidos
265-273 282-299 333-345
264-272
264-270
LAPyspll mAbs-18 VTFDSGGISIKPSQNMKE
LAPyspIl mAbs-8 KEKSKDDG
LAPyspIll mAbs-10 | YIGKEKSKDD
LAPyspll mAbs-7 IGKEKSK
LAPyspIl mAbs-13 TENLPSGSAAKPG

Tabla 14. Validacion de la predisposicion antigénica de las secuencias de aminoacidos de la
LAPyspll de S. pombe.

Chou & Emini Karplus & Kolaskar & Parker
Fasman | Accesibilidad Schulz Tongaonkar | Hidrofobicidad
Giros superficial Flexibilidad | Antigenicidad
beta
VIFDSGGISIKPSQNMKE 1.153 0.407 1.052 1.001 2.886
KEKSKDDG 1.16 1.297 1.101 0.912 7.343
YIGKEKSKDD 1.051 0.422 1.055 0.987 3.071
IGKEKSK 1.033 0.519 0.02 0.954 4.157
TENLPSGSAAKPG 1.194 1.7 1.055 0.962 3.586

7.5.2. Produccion de anticuerpos monoclonales contra la leucin aminopeptidasa de yspll de

Schizosaccharomyces pombe a partir del método de hibridomas.

Esta etapa del trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Anticuerpos Monoclonales del
Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica (InDRE) bajo la asesorfa de la QFB. Olga Mata Ruiz
y la M.C. Yolanda Medina Flores.

7.5.2.1. Inmunizacién y fusién mediante polietilenglicol.

Los ratones fueron inmunizados inicialmente con un panel conjugado de antigeno preparado en
adyuvante completo de Freund para potenciar el efecto inmunogénico de la administracion.
Mediante el método de inmunoensayo de ELISA anteriormente descrito, se evaluaron en grupos de
tres ratones para medir la produccion de anticuerpos policlonales presentes en el suero de cada animal,

lo cual es un indicativo de la induccién de las células B para el reconocimiento de diferentes epitopos

91




del antigeno. Asi, diferentes clonas de estas células producen una mezcla de inmunoglobulinas contra
la LAPyspll recombinante.

Las diluciones de suero de raton utilizadas fueron 1:500, 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000 y

1: 32000., usando el suero del estado preinmunizado como control, para el reconocimiento del aumento
del titulo de anticuerpos policlonales presentes en el suero. El titulo se describié como la diluciéon de
suero inmunizado que da una respuesta mayor que el control a partir de 1:1000. Para este caso los
titulos para los animales fueron Cabeza dilucién 1:4000 y Lomo dilucién 1:8000. La especificidad de la
respuesta de los anticuerpos en los ratones que reciben la inyecciéon del antigeno LAPyspll

recombinante, muestran un marcado aumento en el titulo en comparacion con los estados preinmunes

(Figura 34).
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Figura 34. Titulos de anticuerpos especificos después de la inmunizacién de ratones BALB/c con el
antigeno LAPyspll recombinante. Los individuos fueron evaluados para conocer el aumento en el titulo,
con respecto al estado pre-inmune control (estado no estimulado con la inyeccién del antigeno). El control

positivo es una dilucién de anticuerpos anti-ratén (cabra anti-IgG/A/M de ratén).

Los sueros de los animales con titulos mayores a 1:1000 fueron conservados para su posterior uso en
el desarrollo de inmunoensayos para posterior estandarizacion del ensayo de ELISA, el seguimiento de

la fusion de los hibridomas y la subclonacion.
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En la seleccion de los ratones inmunizados y optimizacién de las determinaciones realizadas por
ELISA, se consideraron los sueros obtenidos de la inmunizacién a los entre los 14 y 28 dias de la
estimulacion por el antigeno LAP-yspll recombinante. Se realizé una comparacion entre las densidades
opticas de los estados preinmune donde los ratones atn no han sido retados, y el estado postinmune
donde se espera que presenten una respuesta a la induccion (Figura 35). En este tipo de analisis, fue
posible identificar a los ratones que podrian presentar una reaccioén cruzada en el momento del ensayo
de ELISA. Esto es de gran importancia, ya que impacta directamente a las estimulaciones posteriores
a la disminucién de falsos positivos en los analisis de ELISA. Se aprecia que el raton Lomo de esta
partida de inmunizacién, rebasa la absorbancia de una unidad en el estado preinmune, lo cual podria
representar una sobreestimulacion basal, con reaccion cruzada. Por otro lado, tenemos al ratén Cabeza,
el cual no supera el umbral de D.0.492=1, por lo que se considera que este raton carece de anticuerpos

inespecificos, que podrian reconocer a la LAPyspllI en el estado previo a la inmunizacion.
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Figura 35. Primera evaluacion de respuesta de anticuerpos IgG policlonales en ratones inmunizados
con la proteina LAPyspII. Tres ratones BALB/c fueron inmunizados via intraperitoneal, de los cuales se
obtuvieron los sueros entre los 14 y 28 dias de la inmunizacién. Se realizaron diluciones tanto de los sueros

preinmune como de los sueros postinmune y se probaron diferentes concentraciones de proteina
recombinante LAPyspll. Los datos muestran los valores de IgG evaluados por ELISA indirecto y expresados
en densidad 6ptica a 492nm.
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Esta determinacion se realiza a diferentes concentraciones del antigeno, esto para conocer la eficiencia
de reconocimiento de ELISA, y si existe diferencia entre la cantidad utilizada para los ensayos
posteriores. Se observa que, a 100 ng de concentraciéon de antigeno, existe el reconocimiento por los
sueros policlonales extraidos de los individuos estimulados (Figura 36). En el caso del ratéon que
presentaba sefial de fondo en el estado preinmune (Lomo), las diferencias en las diluciones de
anticuerpos (1:250 y 1:500) no son significativas en el estado postinmune. Esto implica que la reaccion
tiene una probabilidad alta de saturacién del ensayo de ELISA, debida a la inespecificidad de
reconocimiento, la sefial generada no es representativa de la interaccion con el antigeno de interés.
Debido a esta respuesta, este individuo quedo descartado para seguir con los procedimientos
posteriores.

Por otro lado, bajo las mismas condiciones, el ratén Cabeza, presentd una absorbancia baja (<1 UA)
en el estado preinmune, aumentando asi después de la inmunizacién. Cuando se evaluaron las dos
diluciones de anticuerpos, se observan diferencias entre ellas, indicando que las reacciones con 100 ng
de antigeno, no se saturan ni se bloquean, por lo que ofrecen un rango dinamico de cuantificacion a
esta concentracion, en presencia de los anticuerpos policlonales y para la subsecuente evaluacion de las

clonas producidas por el método de hibridoma.
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Figura 36. Analisis de la produccion de anticuerpos en ratones Lomo y Cabeza en una partida de
inmunizacion. Se realizo la cuantificacion de las diluciones de suero (ejemplo 1:250 y 1:500) de los ratones
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inmunizados en interaccion con 100 ng de la proteina recombinante LAPyspll. el ratén. Se hizo la
comparacion entre el estado preinmune y postinmune. Las barras de error representan el SEM. Analisis por
“t’de Student comparando el estado preinmune con el postinmune para cada dilucion: P<0.01-> ** P <
0.05>*, ns=>no significativo.

A pesar de que las inmunizaciones se realizan en condiciones controladas y los ratones utilizados
comparten caracteristicas para realizar el ensayo de manera reproducible, es inevitable no tomar en
cuenta la variabilidad biolégica inherente de cada proceso. El hecho de que los sujetos inmunizados
presenten reacciones cruzadas o inespecificas puede deberse a un fondo genético que condicione la
respuesta o la induccion indirecta de tolerancia inmunoldgica (77).

Debido a que el monitoreo continuo de la inmunizacion, la fusiéon y el mantenimiento del hibridoma
son procesos de varios pasos, los cuales consumen grandes cantidades de recursos y de tiempo, es

necesario la optimizacion y seguimiento estricto de la inducciéon de la respuesta inmune.

De acuerdo con esta evidencia, fue posible elegir a los candidatos para la esplenectomia y la posterior
generacién del hibridoma. La asociacion de las células del bazo con las lineas celulares de mieloma,
daran como resultado clonas estables que producen anticuerpos monoclonales, capaces de reconocer
un solo epitopo del antigeno (LAPyspll recombinante) haciendo esta interaccion altamente especifica,
y que nos permitira localizar a la leucin aminopeptidasa yspll en el contexto biolégico de la levadura
de Schizosaccharomyces pombe.

Después de la determinacion de la respuesta al antigeno en los animales, se sacrificaron para obtener el
bazo y llevar a cabo la fusién utilizando polietilenglicol. La linea celular de mieloma X63-Ag8.653 fue
mantenida bajo condiciones de cultivo en medio DMEM, hasta que alcanzé la confluencia del 70%,
para la fusién adecuada con las células de bazo de ratén. La técnica introducida por Kohler y Milstein,
empled el sistema de seleccion HAT descrito por Littlefield (1964) (62) . Las células de mieloma que
carecen de la enzima hipoxantina guanina fosforibil transferasa (HGPRT) son incapaces de proliferar
en presencia de medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina). La aminopterina bloquea la
biosintesis de #ovo de las purinas y pirimidinas requeridas para la sintesis de ADN, y por lo tanto, las
lineas celulares son incapaces de utilizar las vias de recuperacion para la sintesis de ADN, ya que no
poseen los sistemas enzimaticos necesarios(78).

Por otro lado, los esplenocitos contienen la enzima funcional HGPRT, pero son incapaces de proliferar
en condiciones de cultivo y naturalmente mueren. En este contexto, el medio HAT funciona como un

medio "semiselectivo”, solo sobreviviran las células que posean ambos atributos: la estabilidad de la
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linea celular y el dote enzimatico HGPRT, para llevar a cabo los procesos biosintéticos vitales de
producciéon de ADN. Para ello, es necesario lograr la fusién entre ambas células. Los productos de
fusion de esplenocitos y mieloma (hibridomas) que llevan la enzima funcional HGPRT, son capaces de
proliferar en el medio HAT. Uno de los principales agentes formadores de fusiones es el polietilenglicol,
una cera polivinilica que promueve la fusion celular y la transferencia de nucleos (79). Es asi, que
después de la recuperacion del bazo del animal evaluado después de la estimulacién con el antigeno
LAPyspll recombinante, se realiz6 la fusiéon con las células de mieloma X63-Ag8.653, las cuales se
monitorearon durante 12 dfas para observar la morfologia celular y el posible establecimiento de la
fusion.

En la Figura 37 se muestra la morfologfa de las células, observando la evolucién de las probables
fusiones. Hay que recordar que la eficiencia de fusion, la cual se refiere al nimero de fusiones que se
pueden obtener después de la hibridacion, debe ser superior el 70% ya que solo un bajo porcentaje de

esas fusiones seran dirigidas a la produccion de anticuerpos para nuestra LAPyspll recombinante.

Figura 37. Fusion de células de bazo de ratones inmunizados con LAPysplI recombinante y linea

celular de mieloma X63-Ag8.653 en medio de seleccion HAT. En el dia uno se realiz6 el cultivo de las

células resultantes de la fusioén entre esplenocitos y células inmortalizadas de mieloma. El seguimiento de la

morfologia celular y el mantenimiento se realizé durante 12 dfas, cambiando el medio de cultivo cada 3 dfas.
Visualizado en microscopio éptico invertido, 10X.

Observando la presencia de pequefias agrupaciones celulares, concentradas en diferentes puntos del
campo de observacion, es posible determinar la eficiencia de fusién en diferentes momentos del
crecimiento celular. En la Figura 38 observamos que a partir del dia 10 hasta el dia 12, es posible
establecer una eficiencia mayor al 70%, que es un parametro deseable para proseguir con la clonacién

y subclonacion.
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Generalmente, el proceso de fusion se realiza hasta dos ocasiones con diferentes animales inmunizados
que hayan respondido positivamente en la generacion de anticuerpos. Esto para aumentar la posibilidad
de obtencién de clonas productoras tanto para epitopos lineales y conformacionales, lo cual sera
evaluado posteriormente en la caracterizacion de los anticuerpos. En nuestro caso, se realizaron dos
partidas de fusion, debido a que en el primer evento las células no prosperaron, ni proliferaron, ademas
de que las absorbancias a 492 nm se mantenfan menores a uno. En el segundo evento se continué con
el mantenimiento de los cultivos, ya que paralelamente, se revisan continuamente para identificar
posibles contaminaciones (por bacterias como Mycoplasma sp.) y la seleccion mediante el medio HAT

de los posibles hibridomas.

Figura 38. Seguimiento de la eficiencia de fusién del hibridoma productor de anticuerpos
monoclonales. Entre el dia 10 y 12 ya se observan pequefias agrupaciones de las posibles fusiones
productoras de anticuerpos. El reconocimiento de pequefios grupos celulares es indicativo de la formacion de
un hibrido de células de esplenocitos y de mieloma. Visualizado en microscopio 6ptico invertido, 20X.

7.5.2.2. Subclonacion y expansion de hibridomas productores de anticuerpos.

Entre el dia 12 y 15, después de establecer una eficiencia de fusion de por lo menos el 70%, las
células que han sobrevivido a la seleccion son utilizadas para el siguiente proceso de clonacion mediante
diluciones seriadas. Los sobrenadantes de cada uno de los pozos de la placa del cultivo celular son
sometidos a un inmunoensayo por ELISA (descrito en la metodologia), contra la proteina
recombinante, junto con sus controles positivos y negativos, esto con el objetivo de identificar la
presencia de células productoras de anticuerpos anti-LAPyspll recombinante. Las absorbancias mas

elevadas detectadas por el inmunoensayo se toman en cuenta para llevar a cabo la clonacién.
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En la Figura 39, se muestra un concentrado de algunos de los valores de absorbancia obtenidos al
evaluar los sobrenadantes de los cultivos de hibridoma al dia 15 (primera evaluacién), donde la densidad
optica en este momento del crecimiento aun se considera baja; y después de 10 dias de mantenimiento
(segunda evaluacién) donde ya se observa un incremento en los valores de absorbancia. Aquellos pozos
que presentaron la mayor densidad optica (>0.15) fueron los candidatos para realizar la clonacion
mediante el método de diluciones seriadas.
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Figura 39. Ensayo de ELISA para la deteccién de hibridomas productores de anticuerpos
anti-LAPysplI recombinante. Se presentan algunos valores de absorbancia de los pozos con posible
presencia de hibridomas productores de anticuerpos monoclonales CN(-): control negativo, CP(+) control
positivo.

Igualmente, cada uno de los pozos fue evaluado morfolégicamente, identificando la formacién de
pequenas colonias de fusiones, bien definidas, aisladas, con células pequenas, que representan a

poblaciones homogéneas de clonas productoras de anticuerpos monoclonales. En la Figura 40 se

muestra la evoluciéon morfolégica de uno de los pozos.
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Figura 40. Ejemplo de reconocimiento morfolégico de los hibridomas para clonacién. Las células de
hibridoma producidas en placas de cultivo de 96 pozos son evaluadas para la formacién de agrupaciones
numerosas de células, las cuales representan un hibridoma que mantiene relativa estabilidad. Estas son
evaluadas mediante técnicas de inmunoensayo y son capaces de sobrevivir a la seleccién mediante medio HAT,
en el periodo determinado de clonacién y subclonacién. Visualizado en microscopio 6ptico invertido, 10X.

Las diluciones del cultivo de células de cada candidato productor de anticuerpos monoclonales se
evaluaron nuevamente por ELISA, dos ocasiones mas. En la Figura 41 se muestra que en la segunda
evaluacién vemos un aumento en la absorbancia en algunas de las clonas seleccionadas (5C10, 4C10,
5D10), estas se convierten en potenciales hibridomas productores de anticuerpos monoclonales. En
otras vemos disminucién (1H8, 2A5, 3B5), indicando que no ha permanecido la interacciéon entre el
antigeno y los posibles anticuerpos. Esta reaccion implica que los hibridomas no poseian la estabilidad
suficiente, y por lo tanto su capacidad secretora de inmunoglobulinas es minima. Sin embargo, con
fines de conservacion, estas células son resguardadas en caso de baja tasa de produccion de hibridos

positivos.
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Figura 41. Ejemplo de evaluacion de subclonas productoras de anticuerpos monoclonales.
Inmunoensayo de ELISA. La seleccién de los hibridos en medio HAT continud, con lo cual fue posible
seleccionar solo aquellos que fueron estables y que continuaron produciendo anticuerpos que reconocen a la
LAPyspll recombinante. Esquematizacion del primer proceso de subclonacion.

La subclonacién se realizé tres veces mas, en las mismas condiciones bajo el método de diluciones
limitantes para obtener una densidad celular de 0.9 células/pozo. En estas clonas, se considerd el

aumento de densidad 6ptica y la formacioén de una sola colonia de células, lo mas homogénea posible.

Después de realizar el seguimiento de la densidad 6ptica en la resiembra de diferentes clonas positivas
detectadas ELISA, se determind la presencia de hibridomas estables, eligiéndolos de acuerdo con el
crecimiento en placas de cultivo de 6 pozos, donde fue posible la apreciacién de una sola clona. El
porcentaje de crecimiento mayor al 30% se registré en cuatro de las clonas elegidas para la expansion,
las cuales fueron evaluadas nuevamente mediante inmunoensayo de ELISA. El escaneo de las clonas
aporto las siguientes cuatro 3C6C7D4, 3C7F11, 4C10F9, 5C10G8 las cuales presentaron mayor

absorbancia, y fueron resembradas y expandidas (Figura 42).
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Figura 42. Expansion de las clonas positivas productoras de anticuerpos monoclonales
anti-LAPysplI recombinante de S. pombe. Inmunoensayo de ELISA. La respuesta de anticuerpos mas
intensa se presento en los pozos E4, F9, F11 y G8.

7.5.2.3. Determinaciéon de la eficiencia de los anticuerpos monoclonales producidos por
hibridomas para el reconocimiento de la LAPyspll recombinante de S. pombe.

La generacién de anticuerpos monoclonales mediante la tecnologia de hibridoma requiere un
analisis extenso y detallado de las clonas obtenidas directamente de esplenocitos de animales
estimulados. Es necesario determinar la eficiencia de la clona en la produccién de estos anticuerpos, ya
que, en ciertas ocasiones, estas clonas necesitan estimulos metabélicos para tener un mayor rendimiento
en la producciéon de los anticuerpos. Esto es especialmente importante con respecto a la aplicacion
final, cuando el anticuerpo debe reconocer el objetivo satisfactoriamente, la caracterizaciéon de las
inmunoglobulinas, reconocimiento de epitopos lineales o conformacionales, y la técnica de aplicacion
a priori del anticuerpo. Si el rendimiento de produccion de la clona es bajo, podria perder su potencial
productor. Esta comparacion se realizé en clonas producidas de diferentes individuos, dependiendo
del éxito de su seleccion.

A continuacion, se muestran dos ejemplos de inmunizaciéon en animales y las clonas obtenidas a través
de los diferentes procesos de subclonacion, hasta lograr el hibridoma estable productor de anticuerpos.
En Figura 43 vemos las curvas de titulacion pata los ratones BALB/c “Cabeza’y “Cola” estimulados

para la induccién de la respuesta inmune contra la LAPyspll en diferentes momentos de la
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inmunizacién, la curva de titulaciéon del hibridoma obtenido de los procesos de clonaciéon y

subclonacion, y la titulacién de esos anticuerpos por ELISA.
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Figura 43. Titulacién de anticuerpos monoclonales y policlonales anti- LAPysplI recombinante. La
primera inmunizacién a los 14 dias después de la aplicaciéon del antigeno, segunda inmunizacién a los 21 6 28
dias, justo antes del sacrificio de los animales y extraccion del bazo (Fusion), y el establecimiento del hibridoma
después del proceso de clonacién y expansion (hibridoma). Los sueros policlonales (1* y 2* inmunizacién)
obtenidos del sangrado de los animales, asi como los sobrenadantes de los cultivos celulares donde
encontramos los anticuerpos monoclonales (fusién e hibridoma) fueron diluidos a diferentes concentraciones
seriadas (Dilucién 1 al 11) que corresponden a las diluciones 1:250 hasta 1:256000. Cada uno fue cuantificado
con la interaccién de 100 ng/pozo de antigeno LAPyspll recombinante. Panel infetior resultados de la placa
de ELISA aplicada a la titulacién de estos anticuerpos.

En el caso del inciso A) Cabeza, observamos una alta eficiencia de produccién de anticuerpos
monoclonales en el hibridoma 3C7F11.12 ya que el titulo para el reconocimiento de 100 ng de antigeno
se encuentra en la dilucién 1:256000, aun podemos identificar la generacion de color hasta esa dilucion,
por lo que, a muy bajas concentraciones del sobrenadante, ya sea completo o purificado, encontraremos

la interaccién y reconocimiento de la LAPyspll recombinante.
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En cambio, con el individuo B) Cola, el hibridoma 5A6H7.32 presenta una respuesta a la produccion
de los anticuerpos baja, la diluciéon 8 (1:32000) es la dltima dilucién en la que se observa reacciéon con
el antigeno, de acuerdo con los valores de absorbancia obtenidos. En conclusion, la produccién de
anticuerpos en las mismas condiciones de crecimiento de ambas clonas, es mayor en el caso de la clona
A (3C7F11.12) comparando con la clona B (5A6H7.32). Esto puede deberse a varias razones, el estado
metabolico de las clonas es un aspecto muy importante en su mantenimiento, y la suplementacioén del
medio de cultivo puede impactar en el grado de estrés de las células, provocando la inhibicién de la
producciéon de los anticuerpos de interés. El comportamiento de los titulos de anticuerpos de la clona
B, podrtia significar también baja estabilidad del hibridoma, ya que podria ser mas susceptible a
modificaciones en el contenido de cromosomas, que deriven en la pérdida de los genes productores de
las inmunoglobulinas. Este tipo de hibridomas son cultivados en volimenes mayores, para aumentar
el rendimiento y hacer viable la purificaciéon de los anticuerpos mediante cromatografia. A pesar de
estas desventajas, las determinaciones mediante ELISA y el seguimiento de la clona desde su fusion
fueron consistentes, es decir, es probable que el hibridoma se encuentre produciendo anticuerpos

especificos para la LAPyspll recombinante, a pesar de su baja eficiencia.

Por otro lado, la producciéon de anticuerpos policlonales encontrados en el suero de los animales
mantuvo un comportamiento semejante en los sujetos inmunizados, esto nos sugiere que la produccion
de este tipo de anticuerpos también es viable en este tipo de modelo. La ventaja de estas
inmunoglobulinas, debido a la diversidad de sitios antigénicos que podtia reconocer, es aumentar los
sitios de unién al antigeno en cuestioén, abarcando tanto epitopos lineales como conformacionales, lo
cual es deseable para aplicaciones posteriores como localizacién mediante inmunohistoquimica o
western blot. Aunque los volumenes y los rendimientos son menores, debido a que estos anticuerpos
se obtienen de cantidades muy pequenas de sangre total de animales como el ratén, nos brindan una
alternativa util y eficaz para el reconocimiento del antigeno.

Adicionalmente, el seguimiento de los titulos a través del sistema 7 vivo, ha permitido establecer una
estrategia pata el uso del antigeno a una concentracion de 20 pg/mlL para la generacion de anticuerpos
policlonales en ratén, y probablemente en otros organismos como la gallina o la rata. Asi mismo, el
antigeno purificado mediante cromatografia IMAC o FPLC-IMAC, aunque no se encuentra formando
la estructura homohexamérica natural presente en la levadura . pombe, es posible utilizatlo como
recubrimiento para el reconocimiento por ELISA. El rango 6ptimo de deteccion del antigeno fue de

100 ng.
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8.Conclusiones

e la ausencia de la leucin aminopeptidasa yspll en la levadura Schizosaccharomyces pombe provoca
modificaciones en la proliferacién y la supervivencia de la levadura. Con respecto a la cepa 4X-
Control, la cepa mutante 4XAape2 presenta una tasa de generaciéon menor (5.17 vs 4.80), asi como
compromiso de la viabilidad a partir de las 28 horas, hasta las 32 horas donde disminuye
aproximadamente un 50%. La fase de crecimiento critica, donde la cepa mutante 4XAape2 presenta
los cambios mas importantes en cuanto a su tasa de crecimiento y viabilidad es el periodo
comprendido entre las 20 y las 32 horas, en este rango se presenta la fase logaritmica de crecimiento,

extendiéndose a la fase final de la etapa exponencial.

e Se observan modificaciones en la segregacion del material genético en la cepa mutante 4XAape2 a
partir de las 28 horas de crecimiento. Es posible reconocer células carentes de nucleo, contenido
nuclear polarizado, aglomeraciones celulares y falla en la division del contenido nuclear. Aunado a la
disminucién en la proliferacion, que la viabilidad se encuentre comprometida en este punto de

crecimiento puede deberse a las anomalias de segregacion en el material genético.

e Al realizar un acercamiento mediante qRT-PCR a los genes emitidos por el estudio de microarreglos
de ADN de la mutante 4XAape2, observamos una disminucion de la expresion de los genes wis14,
enp20 y sgo2 involucrados en la formacién del cinetocoro y la interacciéon con el centréomero,
elementos clave para la progresion del ciclo celular a través de la mitosis. Ademas, los posicionadores
de cohesinas, subunidad #is4 del complejo de carga, también se encuentran disminuidos desde el
inicio de la fase logaritmica. Es posible que procesos relacionados a la reproduccion sexual también
estan activos como una respuesta alternativa a procesos de estrés celular, la cohesina rec8 presenta
un aumento en el nivel de expresién a las 24 horas de crecimiento. El factor cdc5, identificado como
parte del espliceosoma y regulador de la transicion de la fase G2/S también presenta un aumento a
las 24 horas. El aumento de la transcripcion de estos componentes sugiere la regulacion a este nivel
de la leucin aminopeptidasa yspll, que podria explicarse por interacciones con proteinas nucleares,
interaccion con los microtubulos y el huso mitético a nivel citosélico, o el procesamiento de estos

componentes en su metabolismo o modificacion.

104



Se establecié un modelo de expresion de la proteina recombinante LAPyspll en la cepa Escherichia
coli BL.21-Codon Plus (DE3) bajo la induccién de IPTG; con una etiqueta de histidinas en el extremo

N-terminal y un sitio de corte para la enterocinasa.

Mediante la purificaciéon con la técnica de cromatografia de afinidad IMAC-NTA-Ni) fue posible
purificar la proteina recombinante LAPyspll en estado soluble y estable para la produccién de

anticuerpos monoclonales contra esta.

La leucin aminopeptidasa yspll recombinante de S. pombe fue purificada a través del método de
cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC), eligiendo columnas de afinidad IMAC
de un mililitro para aumentar la pureza y el rendimiento de la proteina. Extendiendo el gradiente de

imidazol para la purificacion, se obtuvo la proteina sin afectar su estabilidad ni su concentracion.

Se generaron anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos a la leucin aminopeptidasa yspll
recombinante mediante el método de hibridoma. Hasta el momento se han establecido cuatro clonas
productoras de anticuerpos 3C6C7D4, 3C7F11, 4C10F9 y 5C10G8. Asi mismo, se recuperaron
anticuerpos policlonales de sueros de los ratones BALB/c, que también reconocen a la LAPysplIl.
Hasta el momento se han realizado 2 clonaciéon para la seleccion del probable epitopo

inmunodominante contra esta proteina recombinante.
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9.Perspectivas.

Realizar una titulacién de los anticuerpos monoclonales producidos con el antigeno LAPyspll por
el método de ELISA y western-Blot, para cada una de las clonas.

Determinar el isotipo de los anticuerpos producidos: IgG, IgA, IgM.

Establecer la especificidad de los anticuerpos obtenidos mediante inmunoensayos (ELISA, western
blot, inmunofluorescencia) usando extractos protéicos de la levadura.

Localizar con el anticuerpo monoclonal producido a la LAPyspll en las células a través de
inmunofluorescencia durante las fases de crecimiento celular. Co-localizar con las proteinas

relacionadas antes mencionadas.

Evaluar procesos como la mitosis, en diferentes estados de arresto celular para determinar los
cambios en los genes relacionados con el ciclo celular y mitosis.
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11. Anexos

A) Preparacion de soluciones y medios

« Medio LB (Luria Bertani)

Peptona de caseina 10 g/L
Extracto de levadura 5g¢/L
Cloruro de sodio 5¢/L

(Si se requiere medio solido, agregar 2 % de agar). Esterilizar en autoclave a 15 psi durante 15 min.

< Medio YE
Extracto de levadura 5¢/L
3 % glucosa 3%

St se requiere medio sélido, agregar 3 % de agar.

Se esteriliza en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

< Suplementos 225 mg/L
Cada uno 0.0225%
L-adenina
L-histidina
L-leucina
Uracilo
L-lisina

Esterilizar en autoclave a 15ps/15 minutos.

< Medio YNB

YNB DIFCO 6.7 g/L
Acetato de sodio 1g/L
Cloruro de potasio 0.9 g/L
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Glucosa 2%
Si se requiere medio sélido, agregar 3 % de agar.
Se esteriliza en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Adicionar suplementos

2 Medio minimo mineral EMM2

Acido ftalico 3¢/L
Na:HPO, 224 /L
NH.CI 5g/L

Esterilizar por filtracion y adicionar en la siguiente proporcion.

Sales 50X 2%
Glucosa 10X 10%
Vitaminas 1000X 0.1%
Minerales 10°000X 0.01%
Aminoacidos y bases 50X 2%

(Si se requiere medio solido, agregar 2% de agar)

Esterilizar en autoclave a 15psi/15 minutos.

<2 EMM2 N-
Acido ftalico 3¢/L
Na,HPO, 224 /L

(Si se requiere medio solido, agregar 2% de agar)

Esterilizar en autoclave a 15 psi/15 minutos.

Esterilizar por filtracion y adicionar en la siguiente proporcion.

Sales 50X 2%

Glucosa 10X 10%
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Vitaminas 1000X 0.1%

Minerales 10°000X 0.01%
Aminoacidos y bases 50X 2%

« SALES 50X
MgCI2 *6H,O 5.35%
CaCI2 *2H,O 0.075%
KCl 5%
NaQSO4 0.20/0

La solucioén es fotosensible por lo que se recomienda preparar en frasco ambar. Esterilizar en autoclave

a 15ps/15 minutos. Guardar a 4 °C.

«< VITAMINAS 1000X

Acido pantoténico 0.1%
Acido nicotinico 1%
Inositol 1%
Biotina 0.01%

La solucién es fotosensible por lo que se recomienda preparar en frasco ambar. Esterilizar por filtracion.

Guardar a 4 °C.

«<2 MINERALES 10000X

Acido bérico 0.5%

MnSO#H,O 0.45%
Z0SO#*TH,O 0.72%
FeCL*4H,0O 0.17%
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Acido molibdico 0.16%

KI (yoduro de potasio) 0.1%
CuSO*5H,0O 0.04%
Acido citrico 1.1%

La solucién es fotosensible por lo que se recomienda preparar en frasco ambar. Esterilizar por filtracion.

Guardar a 4 °C.

«< GLUCOSA 30%
Glucosa 60¢g
Aforar a 200 mL con HO mili-Q estéril.

Esterilizar en autoclave a 15ps/15 minutos.

«< PBS IX pH 7.4

NaCl 137 mM
KCl 2.7 mM
Na,HPO 410 mM
KH,PO4 2 mM

Esterilizar en autoclave a 15 psi /15 min y almacenar a 4 °C.

<2 PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA EXTRACCION DE ADN
CROMOSOMICO DE LEVADURAS

Solucion de lisis

Para 100 ml: Reactivo Cantidad

SDS lg
NaCl 0.584 ¢
Tris-base 0.121 ¢
EDTA 16 mg
Tritéon X-100 2mL

Concentracion final
1%

100 mM

10 mM

0.38 mM

2%
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2 Buffer de zimoliasa

Acido citrico 50 mM a pH 5.6
Na,HPO 450 mM a pH 5.6
EDTA 40 mM a pH 8
Sorbitol 1.2M

Esterilizar en autoclave a 15 psi /15 min y almacenar a 4 °C.

« Purificacion de proteinas por IMAC
Buffer 1 (10 mM K2HPOg4, pH 7.4, 150mM NaCl y ImM EDTA)
Buffer 2 (20mM de Tris pH 7.5, 160 mM NaCl y 20 mM de imidazol)

Buffer 3 (50 mM Na2HPO4 pHS8, 100mM NaCl y 500 mM de imidazol)

« Inmunoensayo de ELISA.

Solucioén de lavado

PBS- Tween

NazHPO4(10 mM) 142 ¢
NaH2PO4 (1.8 mM) 022 ¢
NaCl (140 mM) 8.19 ¢
Tween 20 (0.2 %) 2 mL
Ajustar el pH a 7.4

Adicionar agua destilada a 1000 mL
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Solucion de recubrimiento

Na2CO3 0,159 ¢
NaHCOs3 0,293 ¢
Agua destilada 100 mL

Ajustar pH a2 9.6

Solucién de bloqueo

5% de leche en polvo sin grasa 5¢g

Afadir soluciéon PBS-Tween a 100 mL

Solucion de sustrato OPD

Orto-fenilendiamina (OPD) 4mg
Buffer de citratos 0.1M 10mL
Peréxido de hidrégeno (H.O») 30%

Solucion de paro

Acido sulfarico (H.SOx) 25N
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