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Resumen

En este estudio, se optimizd la expresion y caracterizacion cinética de las enzimas
recombinantes piruvato quinasa (PK) y fosfofructocinasa-1 (PFK-1) de Ustilago
maydis, utilizando diferentes cepas de Escherichia coli como sistema de expresion y
el vector pET 28a. Se optimizé la expresion de las enzimas PK y PFK-1 variando
parametros como la temperatura, el tiempo de induccién y la concentracion del
inductor IPTG. Las enzimas fueron purificadas mediante cromatografia de
intercambio idnico, y en el caso de la PK, se utilizé también cromatografia liquida de
alta resolucion (FPLC). Por primera vez, se obtuvieron los parametros cinéticos K,,,
Vinax Y Ki.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes, la PK de U. maydis sigue un modelo
cinético de tipo Michaelis-Menten para sus sustratos el fosfoenolpiruvato (PEP) y la
adenosina difosfato (ADP). Este comportamiento es indicativo de una regulacion
eficiente de la glucdlisis. Ademas, se observd una inhibicion competitiva por
adenosina trifosfato (ATP) frente al PEP, lo cual sugiere que el ATP actua como un
regulador negativo de la PK También se reportd una inhibicion acompetitiva por el
piruvato. Por otro lado, la PFK-1 mostré una cinética de tipo Michaelis-Menten con
una K,, de 3.26 mM para su sustrato la fructosa-6-fosfato (F6P), mientras que el ATP
fue un inhibidor por sustrato a concentraciones mayores de 1 mM. A diferencia de
otras PFK-1, la enzima de U. maydis no mostrd regulacion alostérica por el citrato y
el malato. Adicionalmente, se observo que el ADP es un inhibidor competitivo de la

PFK-1. Mientras que la fructosa-1,6-bisfosfato (F1,6BP) es un inhibidor acompetitivo

Estos resultados sugieren que la PK y la PFK-1 de U. maydis presentan
mecanismos de regulacion diferentes a los presentes en la mayoria de los
organismos eucariotas, particularmente en cuanto a la falta de inhibicién por citrato y
malato en la PFK-1, lo que podria ser una adaptacion metabdlica para mantener un
flujo constante de glucosa a través de la glucdlisis, optimizando el uso de los
recursos energéticos del hongo. Este comportamiento en ambas enzimas
reguladoras ofrece potenciales aplicaciones biotecnoldgicas en la optimizacién del
metabolismo para la produccion de metabolitos de valor agregado y la comprension

de la regulacion metabdlica en U. maydis.



1. Introduccion

1.1 Sistema de expresion

Los sistemas de expresion son utilizados de manera amplia para expresar
proteinas con la finalidad de caracterizarlas cinéticamente, estudiarlas como agentes
terapéuticos o analizarlas estructuralmente (Singh et al.,, 2015). Un sistema de
expresion consta de tres componentes:

1. la célula: necesaria para proveer toda la maquinaria necesaria para la sintesis
de la proteina.

2. el vector: indispensable para insertar material genético extracelular en el
huésped y regular la expresion de la proteina de interés el cual contiene
marcadores de seleccion.

3. un cassette de expresion: necesario para la transcripcion y traduccién de la
proteina de interés.

Hay una amplia gama de sistemas de expresion; uno de los que mas se puede
destacar es Escherichia coli, una bacteria Gram negativa, parte de las
enterobacterias. Mayormente se puede localizar en la microbiota del tracto
gastrointestinal de animales homeotermos y en heces fecales; una gran parte de
estas cepas son inocuas sin embargo otras mas pueden desencadenar fuertes
infecciones como lo es la hepatitis, la septicemia, y la cistitis. Algunas de las
ventajas que pueden resaltar de E. coli como sistema de expresién son las
siguientes: es de facil manipulacion genética, tiene un tiempo corto de duplicacion,
de entre 20 y 30 minutos, capacidad de crecer en medios de bajo costo, carece de
proteasas y su genoma esta completamente secuenciado (Singh et al., 2015) (Lara
2011). En la tabla 1, se pueden apreciar algunas caracteristicas generales de las
diferentes cepas de E. coli y el uso recomendado como sistema de expresion.

Los sistemas de expresion presentan diversos problemas y desafios como lo es la
formacion de cuerpos de inclusion o formas insolubles de las proteinas, esto como
resultado una produccién de proteina inactiva o un bajo rendimiento de produccion y
la falta de maquinaria postraduccional. Algunas causas de la formacién de cuerpos
de inclusién son: 1) alta temperatura de induccion, 2) alta concentracién de inductor,
3) la expresién de un promotor regulable (ser activados a voluntad) (Terol et al.,

2021).Si se desea tener un eficaz rendimiento para la proteina de interés se requiere



seleccionar el sistema de expresion apropiado, también se debe considerar las
condiciones de induccién como son la temperatura, la concentracién del inductor, el
tipo de inductor, el tiempo de induccién, el medio de cultivo, y la cepa hospedera
(Serrano et Espuries., 2006)

En conclusion, a través de manipulaciones genéticas se han obtenido
diversas cepas de E. coli con caracteristicas genéticas y fisioldgicas especificas bien
conocidas, como se muestra en la tabla 1, por lo que la eleccién de la cepa a utilizar
también dependera de las caracteristicas de la proteina a producir (Sahdev et al.,
2007).

Tabla 1. Diferentes cepas de E. coli utilizadas como sistema de
expresion.
Cepa Caracteristicas Requerimien- Uso preferente Referencia
tos de
crecimiento
(Papaneop
BL21(DE3) | Deficiente en proteasas Lon y No presenta Expresién de hytou &
Omp-t. Contiene polimerasa T7. | un control genes no toxicos | Kontopidis,
Usa altas concentraciones de estricto de 2013)
IPTG para la induccion expresion; se
recomienda
adicion de 1%
de glucosa en
el medio
BL21(DE3) | El plasmido pLysS produce la Cloranfenicol Expresion de (Rosero et
GoldpLysS | lisozima T7 para reducir la 34 pg/mL genes toxicos al., 2017)
expresion a nivel basal del gen
de interés. Expresa polimerasa
T7 con IPTG
En presencia de | (Studier,
BL21-AlI™ | Alberga una copia del gen de la | Tetraciclina glucosa se 2018)
RNA polimerasa T7 con control | 12.5 ug/mL reprime la
del promotor araBAD inducible expresion
por arabinosa.
(Hayat et
Origami™B | Tienen mutaciones en los genes | Kanamicina Mejora en gran al., 2018)
(DE3) de la tiorredoxina reductasa y de | 15 yg/mL y medida la
la glutation reductasa. Tetraciclina formacioén de
12.5 pg/mL enlaces disulfuro
en el citoplasma




Cuando se utiliza | Carstens,
BL21 | Portan copias adicionales de los | Tetraciclina junto con C. P et al,.
CodonPlus | genes de RNAt argU, ileY y 12.5 ug/mLy | vectores de 2001)
(DE3)-RIL | leuW. Reconocen los codones cloranfenicol | expresion
AGA/AGG (arginina), AUA 34 pg/mL impulsados por el
(isoleucina) y CUA (leucina) promotor T7,
proporciona
niveles
significativos de
transcripcion de
genes
heterdlogos.
(Arano-Vare
Rosetta™ | Derivados de BL21, los genes Cloranfenicol | Mejora la laetal.,
(DE3) | de RNAt son impulsados por sus | 34 ug/mL expresién de 2012)
promotores nativos. proteinas
eucariotas que
contienen
codones que rara
vez se usan en
E. coli.
(Fierro et
DH5a | Implementadas para la No requiere Adecuadas para | al., 2019)
deteccion azul/blanca de control de la construccion
colonias en placas bacterianas expresion de bancos de
que contienen Blue-gal o X-gal genes o para la
por medio del gen lacZ M15, generacion de
permiten una alta produccion y bibliotecas de
calidad de ADN por la mutacion DNAc
en endA

Nota: Polimerasa T7 es una enzima que se utiliza para sintetizar ADN a partir de una plantilla de ADN
o ARN originaria del virus T7. Lisozima T7 es una enzima que hidroliza enlaces en la pared celular de
ciertas bacterias, lo que puede provocar su lisis. Promotor araBAD elemento regulador utilizado para
controlar la expresion de genes en sistemas bacterianos; codifican enzimas necesarias para
metabolizar la arabinosa. Gen endA codifica una endonucleasa en E. coli que es responsable de la
degradacion del ADN

Un vector es una molécula de DNA que contiene un fragmento de DNA
externo al del origen, y es utilizado en técnicas de clonacion o DNA recombinante
como medio de transporte e introducciéon a una célula hospedadora. Estos se
pueden clasificar en vectores de clonacion y de expresion. Los primeros unicamente
podran mantener el DNA externo dentro del fragmento y ademas duplicarse en
diferentes células con la finalidad de producir grandes cantidades de DNA de una
molécula recombinante. Por otro lado los vectores de expresidn tienen como objetivo
final producir una proteina recombinante especifica, en un organismo hospedero

como lo es E. coli (Lara 2011).



Los componentes generales de un vector de expresion de acuerdo con Balbas y
Bolivar (1990). son:

e sitio de origen: o replicacién sitio unico reconocido por proteinas para dar
inicio a la replicacion unidireccional.

e marcador de seleccion: gen que confiere resistencia o algun tipo de fenotipo
para seleccion.

e sitios de restriccion: sitios unicos de reconocimiento a enzimas de restriccion
que generan un corte.

e promotor: secuencia de ADN necesaria para el inicio de la transcripcion a
RNA; por medio de un inductor genera la expresion de la proteina.

e sitio multiple de clonacién

e sitio de union al ribosoma

e codon de inicio y de terminacién

El sistema de vector pET es un sistema ampliamente utilizado para expresar
proteinas recombinantes en E. coli. El gen de interés se clona en el vector pET bajo
el control de un sistema regulador de la transcripcién y traduccién del bacteriéfago
T7. La activacidon de la expresion se logra mediante la RNA polimerasa T7 dentro de
la célula. Una vez que el sistema se encuentra en un estado de induccién completa,
la mayoria de los recursos presentes en la célula, se dedican a expresar el gen de
interés. Pasadas unas pocas horas de induccion, la proteina recombinante podria
constituir casi la mitad de la proteina total de la célula (Montes et al., 2016). Para
inducir la expresibn de la proteina se requiere la adicion de
isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (Mierendorf et al., 2003).

Existen dos tipos de vectores
1. vectores de clonacion

Los vectores de clonacion se presentan como moléculas de ADN circular, que
se replican de forma independiente al ADN cromosomico. Estos vectores
contienen fragmentos de ADN, generalmente un gen, que se desea introducir
en un organismo huésped como E. coli. Para lograrlo, el vector se corta con

enzimas de restriccion y, tras insertar el fragmento, se convierte en un vector



recombinante. Los vectores mas comunes incluyen plasmidos, fagos,

fagémidos, cosmidos y cromosomas artificiales bacterianos o de levadura.

Los componentes principales que debe tener todo vector de clonacion

son:

e El origen de replicacion (ORI) es una secuencia en el ADN del vector que
permite el reconocimiento de proteinas necesarias para iniciar la replicacion.
Los plasmidos suelen tener un solo sitio ORI, lo que les permite replicarse de
forma unidireccional.

e El| marcador de seleccion es un gen que otorga resistencia a antibiéticos o
genera un fenotipo especifico, permitiendo identificar las células que han
incorporado el vector. Los mas comunes son los genes de resistencia a
ampicilina o kanamicina, y algunos plasmidos contienen el gen lacZ, que
codifica la B-galactosidasa, produciendo una coloracién azul cuando se pone
en contacto con X-gal. También se utilizan marcadores como el gen GFP
(proteina verde fluorescente), que genera fluorescencia bajo luz UV en las
células transformadas.

e El sitio de clonacion multiple (MCS) es una region del ADN del vector que
contiene varios sitios unicos de reconocimiento para enzimas de restriccion,
facilitando la insercion de diversos fragmentos de ADN. Entre los sitios mas
comunes en los vectores se encuentran los de las enzimas EcoR |, Hind I,

BamH I, Xho I, y Kpn |, figura 1.

2. vectores de expresion

Los vectores de expresion estan disefiados para producir RNA o proteinas a partir
de un RNA molde; los cuales pueden ser plasmidos o fagos. Aparte de los
elementos basicos de los vectores de clonacion son el origen de replicacion,
marcador de seleccion el sitio de clonacion multiple, ademas de un promotor fuerte
para garantizar una expresioén eficiente, un sistema de induccién simple y efectivo y
una baja expresion basal. También cuentan con secuencias de terminacion de la
transcripcion y sitios de unién al ribosoma (IRES) que permiten el ensamblaje de la
maquinaria de traduccion; que es la secuencia Shine-Dalgarno que precede el

codon de inicio AUG de la traduccion en los ARNm de procariotas. También debe



incluir secuencias de terminacién de la transcripciéon y de adicidon de cola de
poliadenilacion, pues con ello el transcrito estara protegido de la degradacién de
nucleasas, con lo que su vida media se extendera. Dicha secuencia es
complementaria con el extremo 3’ del ARNr 16S, cuya hibridacion permite el
ensamblaje de la maquinaria de inicio de la traduccion, figura 1. Es fundamental
controlar la expresion basal, ya que un numero elevado de copias plasmidicas junto
con promotores fuertes puede afectar la viabilidad celular. Ejemplos de estos
vectores son pcADN3.1, pET161, y pDEST10. (Sandoval et al. 2013)

Sitio de union

Marcador de al Ribosoma
seleccion
) Origen de } Promotor
AMp replicacién o5
Hindll
Xhol -
SMC  BamHI Marcadorde £ Hindll
¥bal seleccion L £ Xhol
EcoRl S BamHI
e Xbal
Origen de (=] EcoRl
replicacion
Cola de
Poli A
Vector de Vector de
clonacién expresion

Figura 1. Esquema de un vector de clonacion y un vector de expresion. Ambos tipos de vectores
cuentan con un origen de replicacion, un marcador de seleccion y un sitio de clonacion multiple;
ademas los vectores de expresion cuentan con un sitio de unién al ribosoma, un promotor y una cola
de poliadeninas. Modificado de accessmedicina:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1473&sectionid=102743892

El sistema de vectores pET es ampliamente utilizado para la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli. En este sistema, el gen de interés se inserta bajo el control
del regulador fuerte del bacteri6fago T7. La activacion de la expresion se logra
proporcionando la ARN polimerasa T7 dentro de la célula. Cuando se induce por
completo, casi todos los recursos de la célula se destinan a la expresion del gen. En
pocas horas, la proteina recombinante puede constituir hasta la mitad de la proteina
total de la célula (Mierendorf et al., 1998). Existen diferentes marcadores de
seleccion como la ampicilina, la lactamasa y la kanamicina. En los vectores pET la

kanamicina es ampliamente utilizada debido a que la ampicilina es degradada por la


https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1473&sectionid=102743892

lactamasa secretada. Ademas, el gen de la kanamicina esta orientado en el sentido
opuesto al promotor T7, por lo que no se incrementara la produccion del gen Kan
después de la induccion resultante de la transcripcion de lectura del promotor T7,
figura 2 (Shilling et al., 2020).

17 12%0pgs

Lacl ORF

Terminador T7

Ori
Ampicilina

Rop pBR322 ori

Figura 2. Mapa del vector pET 21. Los componentes del vector son: T7 Promotor: Regula la
transcripcion a altos niveles del gen de interés en presencia de la ARN polimerasa T7. Junto con el
elemento LacO, forma el promotor T7lacl. LacO: Sitio de unién para Lacl que inhibe la actividad del

promotor T7, evitando la expresion no deseada del gen. RBS (Ribosome Binding Site): Sitio de
union al ribosoma que facilita la produccion eficiente de la proteina. ORF (Open Reading Frame): El
marco de lectura abierta del gen de interés. Terminador T7: Secuencia que finaliza la transcripcion
del gen de interés, evitando la transcripcion continua. Ampicilina: Gen de resistencia a la ampicilina,

que permite la seleccion del plasmido en E. coli. pBR322 ori: Origen de replicacion pBR322, que

genera bajo numero de copias del plasmido. Rop: Proteina que regula el nimero de copias del

plasmido en combinacion con el origen pBR322. Lacl: Promotor y secuencia codificante del represor
lac, que reprime la transcripcion del gen de interés y de la ARN polimerasa T7 en ausencia de IPTG.

Modificado de vectorbuilder: https://en.vectorbuilder.com/resources/vector-system/pET16b.html

1.2 Generalidades de las proteinas recombinantes

Las proteinas tienen caracteristicas especificas de acuerdo con su cadena
lateral constituida por una serie de aminoacidos diferentes, propiedades
indispensables de conocer a la hora de aplicar un proceso de purificacion, ya que
estas técnicas pueden ser afines a la carga de la proteina, el peso molecular, la

hidrofobicidad o la especificidad por algun ligando (Jayakrishnan et al., 2024).



Una proteina recombinante es el producto de la implementacion de tecnologia del
DNA recombinante y la implementacién de algun tipo de microorganismo como
huésped para estudio de una proteina, facilitar la produccién de una proteina de
interés o la produccion de proteinas con una baja disponibilidad natural
(Arauzo-Aguilera et al., 2023). De manera simplificada el proceso de obtencion de
una proteina recombinante se basa en la seleccion de un gen de interés para
después colocarlo dentro de un sistema de expresiéon disponible; este sistema de
expresion debe de dar resultados 6ptimos en la expresion de genes. Continuando
con la induccion de la proteina recombinante para proseguir con una lisis celular y
finalmente purificar la enzima por métodos convencionales como el intercambio
ionico. ElI método escogido depende de las caracteristicas de la proteina

recombinante (Eskandari et al., 2024).

1.3 La via de la glucdlisis

La glucdlisis es la via central a través de la cual se oxida la glucosa. Consta
de 10 reacciones enzimaticas, que tienen lugar en el citosol. El producto final de la
oxidacién de la glucosa son dos moléculas de adenosina trifosfato (ATP), dos
moléculas de piruvato y dos moléculas de nicotinamida adenina dinucleotido
(NADH). Dependiendo del organismo el piruvato puede tomar una ruta anaerobia o
aerobia. Por la via aerdbica el piruvato se convierte en oxalacetato (OAA) por accion
de la piruvato carboxilasa, o en acetil-CoA si lo toma la piruvato deshidrogenasa.
Por la via anaerdbica el piruvato es convertido en etanol o en lactato. (Caballero
Roque, 2006).

De las 10 reacciones de la glucodlisis el primer paso es catalizado por una
hexocinasa (HK); la reaccion encargada de atrapar a la glucosa dentro de la célula
fosforilandola, el ATP es el donador de fosfato y se produce la glucosa-6-fosfato
(G6P). La reaccién catalizada por la hexocinasa es la segunda reaccion de la via es
catalizada por la fosfoglucoisomerasa convirtiendo a la G6P en su isémero, la
fructosa-6-fosfato (F6P); siendo esta una reaccion reversible. Posteriormente la
F6P es fosforilada en una reaccion catalizada por la fosfofructocinasa-1 (PFK-1),
una enzima alostérica, el producto de la reaccion es la fructosa-1,6-bisfosfato
(F1,6BP). La cuarta reaccion es la ruptura de la F1,6BP en dos moléculas de 3

carbonos; la dihidroxiacetona 3-fosfato (DHAP) y el gliceraldehido 3-fosfato (G3P)



catalizada por la aldolasa; siendo esta una reaccion reversible. EIl DHAP, debe ser
convertido en una molécula de G3P por isomerizacién, una reaccion catalizada por
la triosa fosfato isomerasa. La reaccidn es reversible. Las dos moléculas de G3P
seran oxidadas incorporando un fosfato ademas de la reduccion de NAD?
interviniendo la gliceraldehido 3 fosfato isomerasa (GAPDH) dando como producto al
1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG) y un NADH (Pertierra et al., 2002).

El 1,3-BPG se convierte 3-fosfoglicerato (3PG) por accion de la fosfoglicerato cinasa
produciendo ademas un ATP. Posteriormente, el intermediario 3PG es tomado por la
mutasa y se convierte en 2-fosfoglicerato. El penultimo paso es la deshidratacion del
2-fosfoglicerato por medio de una enolasa para producir fosfoenolpiruvato (PEP),
una molécula inestable que es convertido rapidamente en piruvato en una reaccion
catalizada por la piruvato cinasa (PK), la reaccion también produce una molécula de
ATP; esta reaccion es irreversible. (K. Mathews et al., 2003).

La via de la glucdlisis tiene tres pasos limitantes los cuales son catalizados por la
HK, la PFK-1 y la PK. A continuacion, se describen brevemente algunas

caracteristicas de estas enzimas reguladoras.

1.3.1 La hexocinasa

La HK es una enzima funcional como tetrametro, cataliza la fosforilacion de
las hexosas utilizando el ATP como donador de fosfato. La existencia de isoformas
de HKs se describid en los 60’ para Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) y para
mamiferos. En Yarrowia lipolytica se expresa un sélo gen para la HK y la enzima
presenta una asa inusual de 37 aminoacidos, no presente en otros géneros de
Yarrowia. La eliminacion de esta asa produce cepas incapaces de fosforilar la
glucosa o la fructosa aparentemente por cambios morfolégicos inducidos por la
pérdida de la asa de 37 aa (Fletterick et al., 1975).

Las HKs estructuralmente son similares entre especies, y constan de dos dominios,
un monoémero de peso molecular de 51 kDa que tiene una forma alargada y que esta
dividido en dos Iébulos por una profunda hendidura central, figura 3. Una cadena
polipeptidica esta plegada en tres dominios estructurales, uno de los cuales es
predominantemente a-helicoidal y dos de los cuales contienen cada uno una lamina
p-plisada flanqueada por a-hélices (Eugenio & De, 1987)). La HK de humanos

contiene 15 a-hélices y 13 f-hélices, mientras que Kluveromyces lactis tiene 13
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a-hélices y 18 -hélices. Otra caracteristica compartida por las HKs es la unién de
glucosa, en sus dominios se acercan entre si para adoptar la conformacién cerrada

del sitio catalitico (Rodriguez-Saavedra et al., 2021).

Figura 3. Modelo de la hexocinasa de S. cerevisiae. En azul fuerte se muestra la regién con una
confianza > 90, en azul claro de entre 90 y 70, en amarillo de entre 70 y 50 y en
anaranjado < 50. Obtenido de Uniprot:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P04807/entry#structure

1.3.2 La fosfofructocinasa-1

La PFK-1 cataliza el segundo paso limitante de la glucdlisis utilizando como sustrato
a la F6P, formando F1,6BP. El AG° para esta reaccién es de -14.2 KJ/mol siendo una
reaccion espontanea junto con un gasto de ATP el cual tiene una alta energia de
hidrolisis. La actividad de la enzima catalizadora esta regulada negativamente por
varios efectores como el ATP, el citrato y su producto el PEP. Altas concentraciones
de adenosina monofosfato (AMP) activan a la enzima (Reuter, R & M., Bar, J.,
Haferburg, D., & Kopperschlager, G, 2000) . En S. cerevisiae la PFK-1 forma un
heterotetramero de 835 kDa, compuesto por cuatro subunidades alpha y cuatro
betha de aproximadamente 105 kDa cada uno; el analisis del complejo
proteina-ligando ha demostrado la unién de la fructosa 2,6-bisfosfato (F2,6BP) (un
potente efector de la PFK-1 que se encuentra sélo en eucariotas superiores) activa a
la PFK-1 y revela un nuevo sitio de union de nucledtidos; exhibe una cinética
cooperativa con F6P y es activada por AMP y F2,6BP, mientras que el ATP actua
como sustrato y como un inhibidor alostérico (Ruiz et al., 2001; Kricke et al., 1999).

La PFK-1 de Ustilago maydis consta de 867 aminoacidos y su peso molecular es de

93 KDa; figura 4, se puede observar la estructura de PFK-1 de este organismo.
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Figura 4. Modelado molecular de la PFK-1 de U. maydis. En azul fuerte se muestra la region con
una confianza > 90, en azul claro de entre 90 y 70, en amarillo de entre 70 y 50 y en anaranjado <
50. Obtenido de Uniprot: https://www.uniprot.org/uniprotkb/AOAOD1DZW1/entry

1.3.3 La piruvato cinasa

El tercer paso limitante de la via de la glucdlisis es catalizado por la PK, esta
enzima usa como sustrato al PEP y transfiere un grupo fosforilo al adenosin
difosfato (ADP), generando ATP y piruvato los cuales son utilizados en procesos
aerobios y anaerobios. Ademas de ser un proceso irreversible debido a que la
reaccion posee un AG de -31.4 KJ/mol siendo muy favorable, dependiente de Mg*?
y K. Los reguladores alostéricos de la enzima son la F1,6BP, el PEP, ATP y
acetil-CoA. (Zoraghi et al., 2010). La enzima es un homotetramero para la mayoria
de los organismos, pero también se presenta como monomero, dimero,
heterohexamero y heterotetramero dependiendo del organismo y la ubicacién
intracelular. La actividad de PK esta controlada por varios efectores fisioldgicos,
incluidos H*', Mn*2, K*' y Mg*? (Mufioz & Ponce, 2003).

La PK de U. maydis consta de 528 aminoacidos y un peso molecular de 58 KDa,

figura 5.

En S. cerevisiae la PK tiene una secuencia de 2885 nucledtidos que codifican a 499
aminoacidos y una cadena polipeptidica de 34 residuos de la secuencia de
aminoacidos deducida de la levadura. Ademas, la proteina tiene un peso molecular
como monomero de 57.5 kDa; aunque su estructura pertenece a un tetramero, el
sitio alostérico se encuentra ubicado en el dominio regulador de la enzima. Una de

las enzimas mas estudiadas es la de este microorganismo (Burke et al., 1983).
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Figura 5. Modelado molecular de la PK de U. maydis. En azul fuerte se muestra la regién con una
confianza > 90, en azul claro de entre 90 y 70, en amarillo de entre 70 y 50 y en anaranjado < 50.
Obtenido de Uniprot: : https://www.uniprot.org/uniprotkb/AOAOD1E735/ent
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2. Antecedentes

2.1 Ustilago maydis como modelo de estudio

Ustilago maydis (U. maydis) es un hongo fitopatoégeno, comestible y biotréfico
perteneciente al orden Basidiomycota y a la familia de los Ustilaginomycetes. Es el
responsable de la infeccion del maiz llamado huitlacoche, teniendo importancia a
nivel alimentario; pero también a nivel biotecnoldgico y biomédico por su facil
manipulacion y rapido crecimiento ademas de producir moléculas de valor agregado
como enzimas, acidos organicos, glicolipidos entre otros (Wierckx et al., 2021).

Su ciclo de vida se caracteriza por presentar un dimorfismo, el cual puede generar
una transicion de levadura a filamentos dependiendo de condiciones in vitro. Este
proceso se observa al comenzar su crecimiento en fase haploide como levadura
saprofita. Después se forma el dicarién dando como resultado un hongo filamentoso
que pasa a las células vegetales mediante una estructura de infeccidén especializada
llamada apresorio. Como resultado se obtiene una serie de tumores que cambian el
tamafno y la morfologia con esporas diploides de color negro (Juarez-Montiel et al.,
2011).

La levadura U. maydis se utiliza ampliamente como modelo de estudio de las vias
metabdlicas presentes en eucariotas superiores, ademas se utiliza como modelo
para la comprensiéon de la biologia y fisiologia celular. Es un microorganismo
aerobico no fermentativo, no produce etanol o lactato. (Olicon-Hernandez et al.,
2019). U. maydis se ha modificado genéticamente para la sintesis de betacarotenos
a partir de la expresion del gen ccol que codifica para una oxigenasa; esta
produccion se regula por el pH y la aireacion presente en el cultivo. En un estudio de
sobreexpresion se observo que conlleva a la produccién de 2 moléculas de retinal,
con lo cual se concluye que este organismo ocupa el retinal como un pigmento
protector el cual se forma a partir de la escision de dobles enlaces de los
carotenoides (Estrada et al., 2009).

En un analisis proteémico, U. maydis destaca entre los eucariotas superiores al
tener una similitud de 777 proteinas que comparte con el ser humano debido a la
correlacion que existe entre los genes de ambas especies; lo cual se ha podido
aprovechar para estudios de proteinas y diferentes procesos o rutas metabdlicas

que no se ha observado en otros modelos convencionales como lo es S. cerevisiae.
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Hablando de comparaciones genéticas en el estudio se detecté que, en un analisis
genomico y protedomico, en el humano y el hongo U. maydis existen asociaciones en
ambos casos a enfermedades como el cancer, los trastornos cardiovasculares y los
defectos en el metabolismo; estos ultimos podrian estar estrechamente relacionados
con la glucdlisis (Steinberg, G., & Perez-Martin, J., 2008) (Minsterkétter & Steinberg,
2007).

El genoma de U. maydis comprende 20.5 millones de pares de bases; un numero
pequefio en comparacién con otros hongos fitopatdgenos que pueden albergar
hasta 6,902 genes que codifican para diversas proteinas, muchas de estas proteinas
que previamente no se habian estudiado actualmente se sabe que son expresados
para excretar y regular el proceso de infeccién del maiz (Kamper et al., 2006). El
trabajar con hongos ha facilitado el estudio de muchas rutas metabdlicas de la
célula; en especial las levaduras de gemacion, debido a un tiempo de crecimiento
rapido y medio de cultivo simple ademas de su accesibilidad genética e

implementacion con herramientas moleculares sofisticadas.
2.2 La glucdlisis en Ustilago maydis

La glucdlisis es una ruta bastante estudiada en las levaduras ya que estas
tienen la composicion proteica mayormente comprendida segun estudios
protedmicos, ademas se ha hecho una determinacion a profundidad en la cinética de
algunas enzimas como lo fue la PFK-1, la enolasa, la aldolasa y la PK en S.
cerevisiae. La glucdlisis de U. maydis se ha estudiado en extractos crudos y
protoplastos (De la Fuente & Cortés, 2012), los parametros cinéticos de la glucdlisis
fueron analizados previamente en U. maydis, y revelaron que cambios en factores
fisicoquimicos como temperatura, concentraciones de nutrientes, humedad vy
disponibilidad de oxigeno, genera que el microorganismo se adapte, a diferencia de
S. cerevisiae (Fuller & Kim, 2021). De acuerdo con Saavedra et al. (2008) las
actividades especificas de la PK, la HK y la PFK-1 son mayores en un medio minimo
que en un medio rico en fuente de carbono y nitrégeno, estas se van modificadas
por la etapa de crecimiento del microorganismo y por ende la adaptacién metabdlica
a un estado nutricional cambiante el cual implica la regulacion transcripcional de
genes glicoliticos y probablemente involucra también la actividad especifica de las

enzimas glucoliticas. La PFK-1 fue la enzima con menor actividad con un valor de
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0.05 U/ mg de proteina en medio YPD y de 0.1 U/ mg de proteina en medio minimo.
Una orden de magnitud menor comparado a otras levaduras. Por otro lado, la
actividad de la PK en medio YPD fue de 1.3 U/ mg de proteina y en medio minimo
de 0.5 U/mg de proteina el cual es un valor similar al determinado en las levaduras

Suillus bovinus and Debaryomyces. hansenii. (Saavedra et al., 2008).

Las K,, de la PK en medio rico fue para el PEP= 0,12 mM y el ADP=0,42 MMy en
medio minimo fue de PEP= 0,33 mM y ADP 0,31 mM (Saavedra et al., 2008). En
otro estudio, se observé una amplia especificidad de sustrato a la enzima PFK-1 ya
que se puede fosforilar con diversos azucares y nucleétidos al realizar expresion

génica en E. coli al exhibir mayor actividad en presencia de CO, (Shakir et al., 2019).
2.3 Aplicaciones biotecnolégicas de la PKy la PFK-1

La PK se utiliza en la fabricacion de biosensores de glucosa, que tienen aplicaciones
médicas y son fundamentales para el control de la diabetes. Investigar y optimizar el
sistema de expresion de la PK podria contribuir al desarrollo de biosensores mas
eficaces y sensibles, con aplicaciones directas en la monitorizacién de glucosa y
otras enfermedades metabdlicas. Caso particular es la elaboracion de un biosensor
sensible a ATP y ADP con amplificacion de sustrato interno a partir de un electrodo
enzimatico que da respuesta a oxigeno y una capa que incorpora cuatro sistemas
enzimaticos (PK, HK, lactato deshidrogenasa (LDH) y lactato monooxigenasa) para
la determinacién sensible de ADP y ATP. Por medio de reciclaje enzimatico con una
sensibilidad a ADP 220 veces mayor en comparacion con la reaccion no amplificada
(Ronkainen et al., 2010; Wollenberger et al., 1987).

Otro enfoque de analisis es como objetivo de terapia génica en el caso de
deficiencia de la PK (PKD); donde se muestra que en estudios preclinicos en terapia
geénica para PKD se puede tratar a base de un vector que alberga un promotor de un
gen lentiviral utilizado para transducir células madre hematopoyéticas (HSC) de PKD
en ratdon que posteriormente se trasplantaron a diferentes ratones con PKD
mieloablaciones. La expresion ectopica de la PK corrige el fenotipo hematoldgico y
revirtiendo la patologia; demostraron una correccién funcional de la via glucolitica en
glébulos rojos derivados de HSC con PKD corregidas genéticamente, sin

alteraciones metabdlicas en los leucocitos (Garcia-Gomez et al., 2016).
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La regulacién de PFK-1 en microorganismos modificados genéticamente puede
redirigir el flujo metabdlico hacia la produccion de compuestos deseados, como
productos quimicos de alto valor. Esto tiene implicaciones significativas en la
produccion sostenible de productos quimicos y materiales de alto valor. Tal es el
caso particular de la sobreexpresion del gen que codifica la PFK-1 de la cepa
recombinante Corynebacterium glutamicum mediante la introduccion del gen
heterdlogo D-ldhA de Lactobacillus delbrueckii crucial para lograr una alta
produccion de D-lactato alcanzando una concentracion de hasta 2.17 M después de
un periodo de incubacién de 80 h para el bioproceso en medio de sales minerales
(Tsuge et al., 2015)

2.4 Métodos de purificacion de las proteinas

2.4.1 Cromatografia

La cromatografia se describe como la interaccién de una fase maévil con una
fase estacionaria, la cual va a influir directamente con las caracteristicas fisicas y

quimicas para la separacion de 2 o mas componentes.
2.4.2 Purificacion por intercambio iénico en columna de gravedad

Una de las técnicas cromatograficas mas implementadas en la purificacion de
proteinas es la cromatografia de intercambio idnico, la cual tiene como principio
separar las moléculas de acuerdo con su afinidad en carga ionica (Cummins et al.,
2010). Para que una proteina se puede adherir a una matriz en una cromatografia
de intercambio idnico se debe trabajar de acuerdo a un pH y un punto isoeléctrico
(pl) determinados, por ejemplo, cuando la proteina se encuentra en una solucién con
un pH mayor a su punto pl, esta puede adherirse a una matriz cargada
positivamente (intercambio aniénico) y cuando se trabaja con un pH menor a su pl,
la proteina se puede pegar a una matriz cargada negativamente (intercambio

cationico) (Mayolo-Deloisa, K et al., 2012).

Una de las resinas empleadas con mayor frecuencia en cromatografia de
intercambio idnico es la de dietilaminoetil celulosa (DEAE-C); la resina hace mencion

del grupo funcional "Dietilaminoetil" que es una amina cuaternaria que contiene dos
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grupos etilo en cada extremo de la cadena. Contiene grupos funcionales con carga
positiva, lo que le permite interactuar y unirse a iones negativos en solucion. Como
fase moévil para este tipo de matriz se utiliza el amortiguador Tris a una
concentracion de 10 mM. EIl Tris es un amortiguador con un PKa de 8.06 por lo que
su capacidad amortiguadora esta en un rango de 7.0 y 9.2(Mayolo-Deloisa, K et al.,
2012).

2.4.3 Purificacién por FPLC

La cromatografia liquida de alta resolucién (FPLC, fast performance liquid
chromatography) es wuna cromatografia de media presion desarrollada
principalmente para la purificacion de proteinas con alta resolucién vy
reproducibilidad. El sistema FPLC permite el uso de una amplia gama de
amortiguadores acuosos (la fase movil) y diferentes fases estacionarias (resina);
disponibles en una amplia gama de tamafios de particulas y superficies de ligandos
que se seleccionan en funcion de su aplicacion, para realizar los principales modos
de cromatografia: intercambio ionico, filtracién en gel, afinidad, cromatoenfoque,
interaccion hidrofdbica, fase inversa. Sin embargo, la cromatografia de intercambio
anionico y de filtracion en gel son las mas utilizadas. La cromatografia FPLC se
puede ampliar, lo que permite el analisis de muestras que contienen desde
miligramos de proteinas en columnas de 5 mL hasta la produccion preparativa de
kilogramos de proteinas purificadas utilizando columnas de varios litros de volumen.
El FPLC también cuenta con un detector espectrofotométrico (UV), indicadores de

conductividad y un colector de fracciones (Goke & Keim, 1992).

El flujo de la fase movil a través de la fase estacionaria esta controlado por una
bomba que mantiene el flujo del amortiguador constante, regularmente va de 1 a 5
mL/ min, y a una presion baja, normalmente de 3 a 5 bar. La composicion de la fase
movil puede variar mezclando dos o mas soluciones contenidas en depdsitos
externos. Por ejemplo, para un caso de intercambio idnico, la resina se selecciona
de manera que la proteina de interés se pueda unir a la resina mediante interaccion
de carga en un amortiguador y posteriormente pueda disociarse de la resina y

recuperarse con un segundo amortiguador que llamamos de elucion (Pontis 2016).
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Para el caso particular de la PK y la PFK-1 de U. maydis, la determinacion del pl
tedrico se logré6 a partir de la secuencia de aminoacidos obtenida de la base de
datos Uniprot (https://www.uniprot.org/), seguido de la implementacién de la
herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) de Expasy
(https://www.expasy.org/) en funcion de la cantidad o porcentaje de cada uno de los

aminoacidos presentes en la secuencia de la proteina.
2.5 Fundamentos de cinética enzimatica

La cinética enzimatica hace referencia al estudio y analisis de la velocidad de
reaccion catalizada por una enzima; la cual es una de sus propiedades principales
encargado de describir mecanismos cataliticos y la especificidad de las enzimas
(Cornish-Bowden, 2013). La cinética relaciona una unidad de tiempo con la cantidad
de producto que se obtiene en una reaccidon donde interviene una enzima;
primordialmente se observa la velocidad con que se lleva a cabo la reaccion y puede
ser estudiada por medio de la siguiente ecuacion:

AP — oy = kS)

At -

Ecuacion 1. Ecuacidn de velocidad . [P]: concentracion de proteina, t: tiempo, v: velocidad
de la reaccion, k: constante de Michaelis- Menten, [S]: concentracion de sustrato

2.5.1 El modelo de Michaelis- Menten

Los primeros estudios en actividad enzimatica modelaron el sistema llave-cerradura
en donde una enzima sélo se acopla a un tipo de sustrato, aunado a esto se
presentd que una enzima (E) se une a un sustrato (S) para formar un complejo
enzima-sustrato (ES) y que la conversion del complejo ES en enzima libre mas

producto (E + P) se denomina velocidad inicial (Vo) como en la siguiente ecuacion:

E+S T’ES TE+P

Ecuacién 2. Formacién del complejo ES. E Enzima, S: Sustrato, y P: Producto K, K; y K>:
velocidades de reaccion
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Por otro lado, la formacion y disociacion del complejo ES es una reacciéon que suele
ser rapida debido a que implica la formacién y ruptura de enlaces no covalentes.
(Cornish 2012).

Para la comprension de la formaciéon del complejo ES se plante6 un modelo
matematico como ecuacion de velocidad, donde la interaccion entre la enzima y el
sustrato dependera de la afinidad de la enzima y la concentraciéon de sustrato;
concluyendo que a altas concentraciones de sustrato la enzima es limitante y a
bajas concentraciones de sustrato la velocidad inicial de reaccion puede cambiar su
afinidad catalitica. Al analizar en una grafica se puede aplicar la siguiente ecuacion a
una hipérbola correspondiente a la pendiente de la curva de Vo en funcion del

sustrato [S]

_ ax
y = b+x

Ecuacidn 3. Ecuacion de hipérbola rectangular

donde a es la asintota de la curva (el valor de y a un valor de x infinito) y b es el
punto del eje x que corresponde a un valor igual a a/2. Los términos se pueden
definir para la cinética enzimatica donde y=Vo, x =[S], a = V,,,, y b= Constante de

Michaelis-Menten (K,). Dando como resultado la ecuacion de Michaelis Menten:

max [

5]
Vo= &k +1]

Ecuacion 4. Ecuacion de Michaelis-Menten

En la ecuaciéon 4, V., se define como la velocidad maxima de la reaccion a
concentraciones de sustrato saturante. Mientras que K,, se expresa como la
constante de equilibrio de disociacion de ES para dar E+S o la medida de afinidad
de la E por el S, es decir, mientras menor sea el valor numérico de K,, la enzima
tiene mayor afinidad por su sustrato. Al presentar los datos en una gréfica, figura 6,
la K, es la concentracion del sustrato necesario para alcanzar Y2 de V,,,, (H. Robert
Horton et al., 2008).
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Figura 6. Modelo de cinética de Michaelis Menten. En el eje de las X se observa la variacion de la
concentracion del sustrato, la K, se puede apreciar como un medio de la V., en funcion de la
velocidad inicial de una reaccidén enzimatica sobre el eje de las Y.

2.5.2 El modelo de Hans Lineweaver-Dean Burk

El modelo de Leonor Michaelis y Maud Menten describe la velocidad de
reaccion enzimatica en funcién de la concentracion de un sustrato. Sin embargo, la
representacion directa de este modelo resulta en una hipérbola lo que dificulta el
analisis de los datos. Motivo por el cual en 1934 Hans Lineweaver y Dean Burk
propusieron la transformacion de la hipérbola a una linea recta. La férmula

matematica de la representacion es:

1 Ko (1 1
7 =G )ty

0 max max

Ecuacion 5. Ecuacién de Lineweaver-Burk

En el grafico de Lineweaver-Burk, figura 7, el eje de las abscisas representa
el reciproco de la concentracién del sustrato (1/S) y el eje de las ordenadas
representa el reciproco de la velocidad de la reaccién 1/v. La interseccion de la linea
con el eje de las ordenadas da el valor de 1/V,,,, y la pendiente de la linea recta es
igual a K, /V,.. Asi la ecuacién de Lineweaver-Burk facilita la obtencion de los
parametros cinéticos K, y V..., para una enzima de interés (Rodriguez et al., 2019).
La ecuacion de Lineweaver-Burk puede compararse con los términos de la ecuacion

de una linea recta (ecuacioén 6) como se muestra en la tabla 2:

Y=mx + b
Ecuacion 6. Ecuacion de la linea recta
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Tabla 2. Comparacion de los términos de la ecuacién de la linea recta y
la ecuacion de Lineweaver-Burk.

Componente Valor en la ecuacion

Y| Y

1
Vo =
/]
! 1

[S]

1

KI.TI

Figura 7. Modelo de Lineweaver-Burk. Los valores de -1/K,, se obtienen con la interseccién de la
recta con el eje de las x y el valor de 1/V,,,, se obtiene de la ordenada al origen.

2.5.3 Inhibidores enzimaticos

Un inhibidor enzimatico es una molécula que se une a una enzima y modifica
su actividad catalitica. Si la unidn es reversible se habla de una unién no covalente,

si la union es irreversible se hace referencia a una union covalente (Saboury, 2009).

Existen tres tipos de inhibicién reversible, 1) la inhibicion competitiva, donde el

sustrato y el inhibidor compiten por el mismo sitio activo en la enzima. El inhibidor se
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asemeja estructuralmente al sustrato y se une al sitio activo de la enzima,
bloqueando asi el acceso del sustrato. Cuando el sustrato se une al sitio activo, el
inhibidor no puede hacerlo, y viceversa. Si el inhibidor se une al sitio activo, resulta
en una disminucién de la velocidad de reaccion, el efecto que produce es un
incremento en el valor de la K, pero sin alterar V,,,, esto significa que se necesita
una mayor concentracion de sustrato para alcanzar la misma velocidad maxima
comparado en ausencia del inhibidor; figura 8a (H. Robert Horton et al., 2008). El
segundo tipo de inhibicién es 2) la inhibicién no competitiva; en este caso, el
inhibidor se une al sitio alostérico de la enzima; el cual se puede definir como el
punto de unién de una enzima que al interactuar con un modulador o efector va a
generar un cambio su conformacion y ademas de alterar su actividad catalitica. Esto
puede ocurrir tanto en presencia como en ausencia del sustrato. En consecuencia, el
parametro cinético V,,,, disminuye sin alterar la K,, figura 8b. La mayoria de las
enzimas no se apegan al modelo de inhibicion no competitiva, que se caracteriza por
no modificar el valor de la K,,. Sin embargo, cuando se altera tanto la V,,.,, como la
K., se habla de una inhibicion no competitiva de tipo mixta, esto debido a que la
afinidad del inhibidor hacia la enzima libre “E” tiende a aumentar o disminuir por el

complejo enzima-sustrato “ES” (Dixon, 1953).

3) La inhibicion acompetitiva es el tercer tipo de inhibicion, donde el inhibidor solo
se centra en el complejo “ES” y no en la “E”, dando como resultado la disminucién
de la V,., al convertir la “E” en el complejo inactivo enzima-sustrato-inhibidor “ESI”.
La formacién del complejo ESI no es reversible ni siquiera a elevadas
concentraciones de S; también provoca un descenso en K, de manera proporcional
a V... figura 8¢ (H. Robert Horton et al., 2008).
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Figura 8. Modelo de Lineweaver-Burk. Se ejemplifican los tres tipos de inhibicién: a) Inhibicién
competitiva b) Inhibicién no competitiva y c) Inhibicion acompetitiva. En negro se representa la
actividad de una enzima en ausencia de inhibidor y en rosa la actividad de la misma enzima en
presencia de un inhibidor.
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3. Justificacion

U. maydis es un microorganismo aerobico no fermentativo que depende de la
glucolisis aerobia para la obtencion de energia. La glucdlisis es una via metabdlica
regulada por las enzimas hexocinasa, piruvato cinasa y fosfofructocinasa-1; juegan
un papel importante en la generacién de energia en forma de ATP. La actividad
especifica de las enzimas reguladoras de la glucdlisis se ha determinado en
extractos citosdlicos y en protoplastos de U. maydis cultivada en presencia de
diferentes fuentes de carbono. Sin embargo, no se han logrado caracterizar los
valores de los parametros cinéticos V,,.,, K, para la PFK-1 y la PK y no se han
establecido los inhibidores de la actividad de estas enzimas. Este trabajo busca
primero establecer un sistema de expresidbn para producir las enzimas
recombinantes de PK y de PFK-1 de U. maydis y segundo obtener los parametros
cinéticos V.., K, para cada uno de sus sustratos y por ultimo la K; de sus

respectivos inhibidores.
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4.Hipétesis

La PK y la PFK-1 de U. maydis presentan propiedades cinéticas y mecanismos de
regulacion distintos a los convencionales en organismos eucariotas; la PFK-1 no
esta sujeta a la regulacién alostérica tradicional ejercida por citrato y malato, y la PK
sigue un modelo cinético tradicional de Michaelis-Menten bajo condiciones de altas
concentracion de PEP y ADP.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

e Optimizar la expresién, purificacién y caracterizacion de la PK y la PFK-1 del

fitopatdogeno Ustilago maydis.

5.2 Objetivos especificos

Transformar las cepas de E. coli BL21(DE3), BL21 CodonPlus (DE3)-RIL,
BL21(DE3) GoldpLysS, BL21-Al™, Origami™B(DE3), Rosetta™ (DE3).
Establecer la concentraciéon de IPTG y/o arabinosa adecuada para obtener la
optima expresion de la PK'y la PFK-1.

Establecer la temperatura éptima de induccién de la expresién de la PK y la
PFK-1.

Establecer el tiempo 6ptimo de induccidn de la expresion de la PK 'y la PFK-1.
Purificar a la PK'y PFK-1 por columna de intercambio ionico.

Determinar el mecanismo cinético de la PK 'y la PFK-1 para cada uno de sus
sustratos.

Determinar la K; para los respectivos inhibidores de la PK 'y la PFK-1.
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6. Materiales y métodos

6.1 Mantenimiento de las cepas

Las cepas de E. coli BL21(DE3), BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, BL21(DE3)
GoldpLysS, BL21-Al™, Origami™B(DE3), Rosetta™ (DE3) y DH5a se conservaron

en una solucion de glicerol al 25% a -70 °C o en nitrégeno liquido a -230 °C.

6.2 Crecimiento de las cepas

Las cepas de trabajo E. coli fueron reactivadas por siembra en Luria Bertani
(LB) agar (Extracto de Levadura: 5 g/L, NaCl: 5 g/L, Triptona: 10 g/L y agar selectivo
al 2%). Después se inoculé en LB-liquido en un matraz de 50 mL con 10 mL de
medio LB junto con Kanamicina 50 mg/mL por 14 h a 37 °C con 160 rpm. De este
cultivo se inoculdé un matraz con medio LB con antibidtico para empezar el
crecimiento celular ajustado a una DOgy,, de 0.1 unidades de absorbancia y se
siguid el crecimiento hasta alcanzar una DOg,, de 0.6 unidades de absorbancia.
En este momento se detuvo el crecimiento incubando en hielo por un par de

minutos.

6.3 Extraccion de DNA plasmidico

A partir del medio de cultivo de la cepa DH5a que contenia el plasmido pET
28a (PK o PFK-1), se tomd6 una alicuota de 600 puL en un tubo Eppendorf y se
centrifugé a 11,000 rpm durante 30 segundos. Se descartdé el sobrenadante y se
resuspendié en 600 pL de agua esterilizada. Se prosiguio con la extracciéon de DNA
plasmidico de acuerdo con el Kit Zyppy Plasmid miniprep™ (Zymo Research, USA).
A la vez, el pellet celular se resuspendié adicionando 100 uL de 7x amortiguador de
lisis celular, el tubo se agitd por inversién de 4 a 6 veces y se dejoé incubar durante 2
minutos hasta pasar de un color azul turbio a un azul transparente. Asi mismo se
agregaron 350 uL del amortiguador de neutralizacién (Neutralization Buffer).
Después la muestra se mezcld cuidadosamente hasta tener una neutralizacion
completa, para continuar con la formacion de un precipitado. Posteriormente la
muestra se centrifugd a 11,000 rpm durante 4 minutos. Durante ese tiempo se monté

la columna de extraccién con Zymo-Spin y el tubo de coleccién. Una vez terminada

28



la centrifugacion se recolecté el sobrenadante con una pipeta y se colocé sobre la
columna de extraccidon para volver a centrifugar la columna a 11,000 rpm durante 15
segundos. Pasado el tiempo se descartd el sobrenadante de la columna y se lavd
por adicién de 200 pyL de Endo-wash Buffer y centrifugando a 11,000 rpm durante 30
segundos. Al término se adicionaron 400 pL de Zyppy wash Buffer a la columna y se
volvié a centrifugar a 11,000 rpm durante 1 minuto. Finalmente se transfirié la
columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL limpio y se agregaron 30 pL de Zyppy
Elution Buffer a la matriz de la columna, se incuba 1 minuto a temperatura ambiente
y se centrifugé a 11,000 rpom durante 30 segundos. El sobrenadante que contiene el
plasmido se guardd a -4 °C (Burbano et al., 2017), (Kit Zyppy Plasmid miniprep™
Zymo Research, USA).

6.4 Cuantificacion de DNA

La concentracion de DNA extraido se determiné en el NanoDrop de Thermo
Fisher™ seleccionando la opcion de DNA de doble cadena, para poder obtener la
concentracion de DNA en ng/mL; por medio de las absorbancias a 280/260 nm y
260/230 nm. El instrumento se calibré a cero con agua destilada. Después se
levantd el cabezal y se limpid el lector con un pafio. De la misma forma se continud
colocando las muestras de DNA extraidas en el lector y haciendo las lecturas

correspondientes para determinar la concentracion de DNA. (Burbano et al., 2017)

6.5 Electroforesis en gel de agarosa

El gel de agarosa al 1% se prepard con el amortiguador TAE al 1X a partir de
TAE 50x, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 50 mM, Tris 2 M y &cido acético

glacial 1 M). La agarosa se fundio con pulsos de 10 segundos en microondas hasta
que se observo transparente. Una vez que la temperatura disminuyoé se le agrego
200 ng/mL de bromuro de etidio, posteriormente se mezclé suavemente y para
finalmente verterlo en el soporte de electroforesis. Una vez que el gel solidificé se
agrego TAE al 1X sobre la camara de electroforesis hasta cubrir completamente el
gel de agarosa. Después se colocaron las muestras de DNA (5 pL de muestra
combinada con 5 uL de DNA loading buffer, 2-20 pg/uL). Como marcador de peso

molecular se utilizd la escalera de DNA de rango alto GeneRuler SM 1351. El
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voltaje se ajustd a 75 voltios y se dejé aproximadamente durante 1 hora. Al finalizar,

el DNA se visualizé en el gel con luz UV.

6.6 Obtencion de células competentes

A partir de las diferentes cepas de E. coli (BL21(DE3), BL21 CodonPlus
(DE3)-RIL, BL21(DE3) GoldpLysS, BL21-Al™, Origami™B(DE3), , Rosetta™ (DE3)
seccion 6.2 sin vector, se hizo un pre-cultivo en 10 mL de medio LB junto con el
antibiético adecuado (kanamicina 50 mg/mL, cloranfenicol 20 mg/mL y/o tetraciclina
10 mg/mL); y se realiz6 un Overnight, a 37 °C con agitacion constante de 180 rpm.
Al término se tomé una alicuota se determiné la DOgyy,m Y S€ inocularon 10 mL de
medio LB a una DOg, inicial de 0.1. Se siguio el crecimiento y se registré hasta
llegar a una DOgy.m de 0.6. Una vez alcanzada esta densidad el crecimiento se
detuvo colocando las células en frio a 4 °C y se centrifugd a 7000 rpm por 5 minutos
a 4 °C. El sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendié en CaCl, 100 mM y
se dejo incubar 30 minutos a 4 °C. Al término se centrifugd a 7000 rpm a 4 °C por 5
minutos, posteriormente, el pellet se resuspendié con 200 uL de solucion estéril de
CaCL2 con 15% de glicerol fria y simultdneamente mezclando por inmersién
suavemente el tubo que las contenia. Se realizaron alicuotas de 50 yL y se

conservaron a-72 °C hasta que se requirieron. (Chang et al., 2017).

6.7 Transformacion de las cepas de Escherichia coli

Una alicuota de células competentes, ver seccion 6.7, se transfirio a un tubo
falcon de polipropileno, y se le agregé de 10 pg a 100 ng de DNA plasmidico con el
vector de la secuencia codificante para la PK o la PFK-1y se incub6 a 4 °C por 30
minutos. Al mismo tiempo se realizé el mismo procedimiento con otra alicuota, pero
sin agregar DNA plasmidico para tener un control negativo. Pasado ese tiempo las
células competentes se sometieron a un choque térmico en bafo Maria a 42 °C
durante 20 segundos y se volvié a colocar a 4 °C por 2 minutos. Al término de la
incubacién se adicioné 1 mL de medio LB sin antibiético y se incubé durante 1 hora
a 37 °C con agitacién constante a 180 rpm. Finalizada la incubacion se tomé una
alicuota de 20 pyL y sembrd por extension en medio LB-agar selectivo (con
antibiético) y se incubé a 37 °C por un periodo de 12 a 16 h. Para optimizar el

protocolo de transformacion se ensayaron diferentes condiciones de choque térmico
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desde los 38 °C hasta los 45 °C y lapsos de tiempos de 15 segundos hasta los 30 s
(Chang et al., 2017).

6.8 Induccidn de la sintesis de la proteina recombinante

A partir de las colonias transformadas, seccion 6.8, se selecciond una colonia
y se inoculé en 10 mL de LB con el antibidtico de seleccion y se incubo a 37 °C. A
partir de este pre-cultivo se tomd una alicuota para comenzar un cultivo en 10 mL de
LB liquido mas antibiotico con una DOgg. de 0.1. Por consiguiente, cada 30 minutos
se tomd una alicuota y se registro la absorbancia hasta llegar a una DOgq,,, de 0.6.
Una vez alcanzada esta absorbancia se realizé la induccién con 200 uM de IPTG a
16 °C durante 12 h (overnight). Finalizado el overnight, se centrifugd la muestra en
cadena de frio a 4 °C a 8000 rpm durante 10 minutos, se descart6 el sobrenadante,
y se obtuvo el peso humedo por diferencia de pesos, después se resuspendio de
acuerdo con la relacion 1 mL de amortiguador de lisis por cada gr de peso humedo.
Como control se tomd una alicuota de un 1 mL de células sin inducir, todas las
muestras se centrifugaron y se resuspendieron en 100 pL de amortiguador de lisis
para bacterias que contenia Tris-HCI 50 mM, acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
1 mM, NaCl 100 mM, Glicerol al 5%, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM,

cocktail inhibidor de proteasas Roche y DNAasa 5 unidades / mL.

6.9 Lisis celular con perlas de vidrio

Por medio de viales para el Mini Beadbeater se colocaron 600 uL de perlas
de vidrio de 25 pm de diametro y se dejaron a -20 °C. Continuando con las células
resuspendidas como se describe en 6.9, se adicionaron en el vial conteniendo las
perlas de vidrio y se agreg6 PMSF 1 mM y DNAasa 5 unidades/ mL. Se prosiguio a
lisar en el equipo Mini Beadbeater; para ello se realizaron 5 ciclos con lapsos de 30
segundos de lisis y 1 minuto de reposando en bafo de agua fria a 4 °C. Una vez
finalizada la lisis, se retiraron las perlas de vidrio por decantacion y el sobrenadante
se centrifugd a 15,000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Al término se recuper¢ el
sobrenadante, inmediatamente se adicion6 PMSF 1 mM, por consiguiente, la
muestra se conservo a 4 °C hasta su uso. El pellet se suspendié de acuerdo con la

relacién 1:1 utilizando el amortiguador de lisis y se tomo una alicuota de 20 uL que
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se conservd a 4 °C hasta su uso. De este modo el sobrenadante y el pellet se

analizaron por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

6.10 Lisis celular por sonicacion

Las células descritas en 6.9, se resuspendieron en el amortiguador de lisis de
bacterias y se agregé PMSF 1 mM y DNAasa 5 unidades/ mL para posteriormente
sonicarlas en el equipo Soniprep 150™ a una amplitud ajustada a 10 (amplitude
microns), llevando el proceso en cadena de frio a 4 °C. En este sentido se realizaron
8 ciclos de 30 segundos de sonicacién por 1 min de reposo en bafio de agua a 4 °C.
Una vez finalizados los ciclos, el lisado se centrifugé a 15,000 rpm a 4 °C durante 10
minutos y se recupero el sobrenadante. Para terminar, se analizé el sobrenadante y

el pellet por electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE.

6.11 Determinacion de la expresion proteica

El pellet y el sobrenadante de las muestras previas se analizaron por
electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE; para ello, se elaboré un gel SDS. En la
parte inferior se elabor6 un gel separador de acrilamida al 10% a partir de una
solucion de acrilamida al 30%, Bis-Acrilamida al 0.8%, Tris HCI-pH 8.8 3 M, agua
destilada, dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%, PMSF al 10% vy
tetrametiletiliendiamina (TEMED) al 99%. En la parte superior se colocd el gel
concentrador a partir de una solucion de acrilamida al 30%, Bis-acrilamida al 0.8%,
Tris-HCI-pH 6.8 0.5 M, agua destilada, SDS al 10%, PMSF al 10% y TEMED al 99%.
Una vez solidificado el gel, se elabor6 el amortiguador de corrida al 10x con glicina
1.92 M y Tris 250 mM para posteriormente diluirlo al 1x con agua destilada y verterlo
dentro de la camara con SDS al 0.1%. Posteriormente para cargar las proteinas en
el gel, se mezclaron con loading buffer que contiene Tris-HCI 0.5 M 10 mL, SDS al
20% 10 mL, glicerol 100% 10 mL, azul de bromofenol 0.02% 8 mL, y 40 mL de agua;
antes de ocupar por cada 100 pL afadir, B-mercaptoetanol 5 u, y se corrid primero a
un voltaje de 80 voltios aproximadamente 30 minutos hasta alinear las muestra,
enseguida, se aumento el voltaje a 110 voltios para terminar de correr el gel. Una
vez terminada la electroforesis se tifid con solucion de tincion a partir de Coomassie
R250 0.5 gr, metanol 150 mL, acido acético 25 mL y agua, alrededor de 12 h en

agitacion a 100 rpm. Después se lavo con solucion destefiidora que contenia
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metanol al 30% y acido acético al 7% dejando en agitacion; esta solucion se cambid
las veces necesarias hasta tener un gel claro. Posteriormente, el gel se observo a

contraluz para analizar los resultados (Gonzalez A & Fillat MF, 2018)

6.12 Determinacién de proteina por el método de Lowry

La concentracion de proteina se determinod utilizando el método de Lowry

(Lowry et al., 1951), modificado por Bensadoun y Weinstein (Bensadoun &
Weinstein, 1976). Brevemente, la curva estandar se realizé con albumina de suero
de bovino (BSA). Ademas, se ocupd el reactivo A (Na,CO; al 2% y NaOH 1N),
reactivo B (K,C,H,O¢ al 2%,) y reactivo C (CuSO,5H,0 al .2%). Después se
mezclaron 20 mL de A junto con 0.2 mL de B y 0.2 mL de C para tener como
resultado el reactivo D.
Asi mismo en tubos de ensayo se colocO los volumenes correspondientes para
construir la curva estandar: 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 ug de BSA,y 2 yL y 4 pyL de
las muestras extraidas de lisado. El volumen de los tubos de ensayo se ajusté a 100
ML con agua destilada y posteriormente, se adicion6 500 pL de detergente
desoxicolato de sodio (DOC) al 4% y 1.5 mL del reactivo D. Después las muestras
se agitaron suavemente en el vortex y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Al término de la incubacion se adicion6é 150 pL del reactivo
de Folin 1IN y se mezclé en vortex. La muestra se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente. Al término de la incubacion se determiné la absorbancia a
660 nm.

6.13 Determinacidn de la actividad especifica de la PFK-1

Para determinar la actividad de PFK-1 se ocupd el un microplate reader
Varioskan Lux de Thermo Scientific. Como blanco se realizé una lectura a 340 nm
con la placa vacia y con agua. EIl volumen final de la mezcla de reaccion fue de 50
ML. La mezcla contenia lo siguiente: MgCl, 5 mM, EGTA 0.5 mM, KH,PO, 1 mM,
Mg-ATP1 mM, NADH 0.15 mM, F6P 2.5 mM, KCN 500 uM, n-octilgalato 3 uM, BSA
al 0.1%, LDH 3 unidades, PK 4 unidades, sorbitol 100 mM. La reaccion se inicié con
la adiciéon de Mg-ATP Tanto para determinar la V,,.,y la K, para el Mg-ATP y la F6P,
se realizaron ensayos en los cuales se mantenia la concentracion del Mg-ATP fija en

0.5 mM y se variaron la concentracion de la F6P de 0.0625 mM a 4 mM, o se
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mantuvo fija la concentracién de la F6P en 2 mM variando la concentracion del
Mg-ATP de 0.0625 mM a 3 mM, respectivamente. La actividad de la PFK-1 se

determiné siguiendo la oxidaciéon del NADH a 340 nm (eyapH=6.2 mM") siguiendo

la reaccidn, figura 9 (Santamaria et al., 2002).

Fructosa-6-fosfato Fructosa-1,6-bifosfato Piruvato Lactato

ATP ADP ADP ATP NADH+H* NAD®

Figura 9. Ensayo acoplado para la PFK-1. Se muestra el acoplamiento de PFK-1 en color azul, y el
uso de las enzimas acoplantes PK y LDH para determinar la actividad enzimatica de PFK-1,
utilizando a sus sustratos el F6P y el Mg-ATP y siguiendo la oxidacion del NADH a 340 nm.

Para la cinética de inhibicion de la PFK-1 por ADP, se trabajo el ensayo acoplado
con diferentes enzimas; el volumen final de la reaccion fue de 50 pL. La mezcla de
reaccion contenia lo siguiente: MgCl, 5 mM, EGTA 0.5 mM, KH,PO, 1 mM, Mg-ATP
1 mM, NADH 0.15 mM, F6P 2.5 mM, KCN 500 uM, n-octilgalato 3 uM, BSA al 0.1%,
Aldolasa 2 unidades, glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 3 unidades, triosa fosfato
isomerasa 3 unidades, sorbitol 100 mM. La reaccion se inici6 con la adicion de
Mg-ATP Para determinar la V,,.,y la K, para el ADP, se realizaron ensayos en los
cuales se mantuvo fija la concentracién del Mg-ATP en 0.5 mM y se vari6 la
concentracion de la F6P de 0.0625 mM a 4 mM. La actividad se determind siguiendo

la oxidacion del NADH a 340 nm y tomando en cuenta su coeficiente de extincion
molar eyapH= 6.2 MMy la proteina en el ensayo, figura 10 (Hansen & Schonheit,

2004).
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Fructosa-6-fosfato TTD Fructosa-1,6-bifosfato  ¢m———
ATP ADP Dihidroxiacetona fosfato

NADH+H*

GPDH

NAD*

Glicerol-3-fosfato

Figura 10. Ensayo acoplado para determinar la actividad de la PFK-1 con inhibicion por ADP.
Se muestra el acoplamiento de PFK-1 en color azul, en presencia de sus sustratos la F6P y el
Mg-ATP y como inhibidor al ADP en rojo. También se hace uso de la aldolasa, la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa y la triosa fosfato isomerasa en gris, como enzimas de reaccion, siguiendo la
oxidacion del NADH a 340 nm.

6.14 Determinacion de la actividad especifica de la PK

La actividad de la PK se determin6é en microplaca como blanco se realizé una
lectura a 340 nm con la placa vacia y con agua. El volumen final de la mezcla de
reaccion fue de 100 uL, la cual contenia: MgCl, 5 mM, EGTA 0.5 mM, KH,PO, 10
mM, KCI 100 mM, ADP 3 mM, NADH 0.15 mM, PEP 1 mM, LDH 2 unidades, BSA al
0.1%. Se inici6 la reaccion con la adicién de ADP. Para determinar la V,,,,y la K,, de
la enzima por su sustrato el PEP el ADP se realizaron ensayos en los cuales se
mantenia la concentracion de ADP fija en 1 mM y se variaba la concentracion del
PEP de 0.0625 mM a 4 mM, o se mantenia constante la concentracién del PEP en 2
mM vy se variaba la del ADP de 0.0625 mM a 2 mM. La actividad se determind
siguiendo la oxidacion del NADH a 340 nm a partir de la reaccion, figura 11 (Irving &

Williams, 1973). El célculo de la actividad especifica se realiz6 considerando el
coeficiente de extincion molar del NADH (eyapH= 6.2 mM™) y la proteina utilizada en

el ensayo.

LDH

Fosfoenolpiruvato TT Piruvato W Lactato

ADP ATP NADH +H- NAD+

Figura 11. Ensayo acoplado para determinar la actividad de la PK. Se muestra el acoplamiento
de la PK en azul ademas del uso de so de la LDH en gris para determinar la actividad enzimatica de
PK, usando sus sustratos el PEP y el ADP, siguiendo la oxidacién del NADH a 340 nm.
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Para la cinética de inhibicion de PK por su producto el piruvato el volumen final de la
reaccion fue de 100 pL. La mezcla de reaccion contenia MgCl, 5 mM, EGTA 0.5 mM,
KH,PO,10 mM, KCI 100 mM, ADP 1 mM, NAD* 0.2 mM, PEP 1 mM, HK 2 unidades,
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 5 unidades, piruvato 6 mM, glucosa 10 mM y BSA

0.1%. La actividad especifica se determind siguiendo la reduccion del NAD" y se
calculé considerando el coeficiente de extincién molar del NAD* (eyap= 6.2 mM™) y

la cantidad de proteina en el ensayo, esquematizando la reaccion acoplada utilizada

para esta determinacion, figura 12 (Byrnes et al., 1994)

_ () [ Gepon |
Fosfoenolpiruvato ﬁb Piruvato ﬁb Glucosa-6-fosfato 6-fosfogluconato

ADP ATP ATP ADP NAD® NADH + H

Glucnsa

Figura 12. Ensayo acoplado para determinar la actividad de la PK con inhibicién por piruvato.
Se muestra el acoplamiento de la PK en color azul. Las enzimas HK y glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa en gris, se usaron para determinar la actividad enzimatica de la PK teniendo como
sustratos al PEP y al ADP, observando su inhibicion por su producto el piruvato en rojo, siguiendo la
reduccion del NAD*a 340 nm.

6.15 Determinacion del punto isoeléctrico en las proteinas

En primer lugar, se obtuvo la secuencia de aminoacidos de cada una de las
enzimas de interés (PK y PFK-1) utilizando la base de datos Uniprot
(https://www.uniprot.org/). Después se implementd la herramienta ProtParam
(https://web.expasy.org/protparam/) de Expasy (https://www.expasy.org/) para asi
obtener su pl tedrico a partir de la cantidad o porcentaje de cada uno de los

aminoacidos presentes en la secuencia de la proteina.

6.16 Empacado y estabilizacién de la columna para PFK-1

Se utilizé la resina DEAE-C. La resina se preparo realizando 3 lavados; el
primer lavado se realizdé incubando la resina con HCI 0.5 M durante 1 hora, al
término el acido se retird por decantacion. La resina se enjuago una vez con
amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, el segundo lavado se realiz6 con NaOH 0.5
M, durante 1 hora, al término el NaOH se retir6 por decantacion y el tercer lavado
se realizé con el amortiguador de corrida que contiene Tris-HCI pH 7.5 10 mM; este

lavado se repitid dos veces. Al término de los lavados la resina se empaco por
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sedimentacion en una columna Pharma de longitud 40 cm y un diametro de 2.6 cm.
La altura final de la resina empacada fue de 10 cm. Posteriormente la resina se
equilibré pasando el amortiguador Tris-HCI pH 7.5 10 mM a un flujo de 20 mL por

hora durante toda la noche (12 h). Al dia siguiente se procedi6 a inyectar la muestra.

6.17 Purificacion por columna de intercambio idnico por gravedad

La muestra se cargé dejando un flujo de 20 mL por hora; una vez agotado el
volumen de la muestra se adicion6 la fase moévil Tris-HCI pH 7.5 10 mM para
eliminar interferentes. Para corroborar que la proteina se adhirié a la columna con la
resina DEAE-C, se realizaron ensayos acoplados para confirmar que no hubiera
actividad de la PFK-1 en algunas fracciones colectadas. Para eluir los restos de la
enzima adherida a la resina DEAE-C se introdujo en la columna un gradiente de
NaCl a una concentraciéon de 0 a 0.3 M junto el amortiguador de corrida previamente
utilizado, la bomba se dejé trabajando a un flujo de 20 mL por hora, el cual se fue
recolectando en un colector de tubos de ensayo. Al final se agregd un pulso de NaCl

al 0.5 M para corroborar que todo se haya desprendido de la columna

6.18 Determinacion de la pureza de las fracciones recuperadas para
PFK-1

La proteina recuperada en las fracciones se agregé 1 mM de fluoruro de
fenil-p-metilsulfonilo (PMSF) y posteriormente se determiné la cantidad de proteina
en el NanoDrop de Thermo Fisher™ a una longitud de onda de 280 nm. Para ello,
primero se calibr6 a cero el instrumento con agua destilada y se procedio a
determinar la cantidad de proteina presente en cada fraccion. Con los datos
obtenidos se construyé una curva de absorbancia. Aquellas fracciones que
contenian la muestra de la PFK-1 y proteinas interferentes mostraron una mayor
absorbancia. La pureza de las fracciones colectadas se analiz6 por SDS-PAGE
(10%) y también se analizé su actividad utilizando el ensayo acoplado

correspondiente para la PFK-1 (seccion 6.14)
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6.19 Empaquetado y estabilizacion de la columna para la PK

La purificacién de la PK se realizé por FPLC. Se utilizé la resina DEAE-C. La
resina se preparo realizando 3 lavados; el primer lavado se realizé incubando la
resina con HCI 0.5 M durante 1 hora, al término el acido se retiré por decantacion.
La resina se enjuago una vez con amortiguador Tris-HCI 10 mM, pH 7.5, el segundo
lavado se realizé con NaOH 0.5 M, durante 1 hora, al término el NaOH se retir6 por
decantacion y el tercer lavado se realiz6 con el amortiguador de corrida que
contiene Tris-HCI pH 7.5 10 mM; este lavado se repitié dos veces. Al término de los
lavados, se empaquetd la resina por sedimentacién en una columna, el volumen fue
de 1.5 mL la altura final de fue de 10 cm. Después con el mismo amortiguador de
Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 se equilibré la resina. El correcto funcionamiento de la
columna se determind y dejé pasar el amortiguador de corrida Tris-HCI pH 7.5 10

mM a un flujo de 500 pL por minuto durante 30 minutos.

6.20 Purificacion por FPLC para la PK y determinacién de la

actividad enzimatica.

La muestra se diluyé 1:1 (v/v) con el amortiguador de corrida Tris-HCI pH 7.5
10 mM vy se filtré usando un filtro Pall de 0.2 uyM fluorodino con membrana baja en
proteinas de unidén apirdgena. Una vez filtrada la muestra, esta se inyecto en la
columna DEAE-C, el flujo de inyeccion de la muestra se ajusté a 500 pyL por minuto.
El programa de FLPC se configur6 de la siguiente forma: el gradiente de elusion se
inicié ajustando el gradiente de concentracion al 0% y velocidad constante de 500
ML por minuto de flujo durante 10 minutos, posteriormente la velocidad de flujo se
mantuvo fija y se aumenté el gradiente de concentracién de la fase movil a 100% en
30 minutos y se mantuvo fija durante 10 minutos. Finalmente se disminuyé la
concentracion del gradiente al 0 % durante 2 minutos y 30 segundos. Las fracciones
recolectadas fueron de 500 microlitros y se adicion6 1 mM de PMSF. La presencia
de proteina se detectd a una longitud de onda de 260 nm.

Aquellas fracciones que contenian la muestra de la PK y proteinas
interferentes mostraron una mayor absorbancia. La pureza de las fracciones
colectadas se analiz6 por SDS-PAGE (10%) y también se analiz6 su actividad

utilizando el ensayo acoplado correspondiente para la PFK-1 (inciso 6.15)
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6.21 Determinacion de proteina

Para calcular la proteina especifica para cada enzima (PK y PFK-1) presente
en la fraccion seleccionada, se realizd una curva estandar utilizando BSA, en gel
SDS-PAGE al 10%; como se describid su elaboracidon en 6.12. En el gel se cargaron
las concentraciones de 0.25 ug, 0.50 pg, 0.75 yg y 1 ug de BSA para realizar la
curva estandar, ademas se cargaron 14 pL y 25 pL de la muestra de la PK y la
PFK-1 por duplicado.

El gel se corrié a una carga inicial de 80 voltios durante 20 minutos para colocar las
muestras en el gel concentrador. Después se continud corriendo el gel a una carga
de 110 voltios hasta terminar la electroforesis. Una vez terminada la electroforesis el
gel se tind con mezcla de tincion (Coomassie R250 0.5 gr, metanol 150 mL, acido
acético 25 mL y agua) alrededor de 12 h en agitaciéon a 100 rpm. Después se lavo
con solucién destefidora que contenia metanol al 30% y acido acético al 7% en
agitacion constante; esta solucion se cambi6 las veces necesarias hasta tener un gel
claro.

Después se cortaron las bandas de interés para la PK y la PFK-1 y de la curva de
BSA. Cada banda se coloc6d en un tubo de ensayo el cual contenia 1 mL de la
solucién de elusién de Coomassie: SDS al 3% e Isopropanol al 50%, ademas se
cortd una banda sin carga de proteina, para tomar como blanco, los tubos se
colocaron en bafio Maria a 37 °C de 12 h a 24 h. Finalmente se leyo la absorbancia
de la solucidn a 595 nm tomando como blanco la solucion destefiidora del fragmento
de el sin proteina. Los datos se graficaron, y con la ecuacion de la linea recta se

realizé la curva patron y se estimo el contenido de la proteina PK'y PFKA1.

6.22 Determinacion de parametros cinéticos

A partir de los ensayos enzimaticos descritos previamente, se obtuvieron los
parametros cinéticos K, y V.. de la PFK-1 por sus sustratos F6P y Mg-ATP en
ausencia y presencia de sus inhibidores ADP, F16BP, citrato y malato y los
parametros cinéticos K, y V..., de la PK con los sustratos ADP y PEP en ausencia y

presencia de sus inhibidores Mg-ATP y piruvato.
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7. Resultados

7.1 Crecimiento de cepas

Las cepas fueron cultivadas en medio LB y se fue tomando su densidad
optica a 600 nm cada 30 minutos para poder generar una curva de crecimiento. Se
muestra el crecimiento de la cepa BL21 DE3 con el vector de la PK de U. maydis 'y
BL21 Gold pLysS (DE3) transformados con el vector PFK-1 de U. maydis, figuras 13

y 14 respectivamente.

10+

-
1

Absorbancia DOggonm
©
1

0.01-

Tiempo (horas)

Figura 13. Curva de crecimiento de la cepa BL21 DE3 transformada con el vector pET 28
conteniendo el gen de la PK. Se puede observar que a partir de la 1° h la cepa se encuentra en una
fase de crecimiento exponencial, al llegar a una DOg,, de 0.6 se agregé el inductor IPTG en una
concentracion de 100 mM para la sintesis de la PK. n=3 £ SD
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Figura 14. Curva de crecimiento de cepa BL21 Gold pLysS (DE3) transformada con el vector
PET 28 que contenia a la PFK-1. De la misma forma se puede observar que a partirde la 1° h la

cepa se encuentra en una fase de crecimiento exponencial, al llegar a una DOgg,., de 0.6 se agregd
el inductor IPTG en una concentracion de 100 mM para la sintesis de la PFK-1. n=3 £ SD.

7.2 Obtencion de las transformantes y optimizacion de la sintesis
de la PFK-1

La extraccion de DNA de la capas E. coli DH5« portadora del vector de la
PFK-1 en U. maydis se realizé por medio del Kit Zyppy Plasmid miniprep™ (Zymo
Research, USA) obteniendo 37.2 ng/uL DNA de PFK-1 el cual se cuantificé usando
el NanoDrop de Thermo Fisher™,
El proceso de transformacion para las cepas de E. coli (BL21(DE3), BL21
CodonPlus (DE3)-RIL, BL21(DE3) GoldpLysS, BL21-Al™, Origami™B(DE3),
Rosetta™ (DE3) se llevé a cabo por golpes de temperatura comenzando con una
incubacion de 30 minutos a 4 °C, posterior se ensayaron diferentes temperaturas y
tiempos para los golpes de calor: 42 °C durante 15, 20 y 25 segundos y 30 °C
durante 15, 20 y 25 segundos; para las cepas de E. coli BL21 DE3, BL21
CodonPlus (DE3)-RIL, BL21 Gold pLysS (DE3) el proceso 6ptimo fue un golpe de

calor a 42 °C durante 20 segundos, para la cepa de E. coli Origami™B(DE3) el
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proceso optimo de transformacion fue con un golpe de calor a 30 °C durante 15
segundos y para las cepas de E. coli Rosetta™ (DE3) y BL21-Al™ no se obtuvo
células transformantes con el vectores que contenia la PFK-1. En la tabla 3 se
muestran las cepas que toleraron los procesos de transformacioén y se obtuvieron
colonias para la expresion de las proteinas con resistencia al antibiotico
correspondiente para cada cepa.
Las cepas de E. coli BL21 DE3, BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, BL21 Gold pLysS
(DE3) y Origami™B(DE3) transformadas el vector que contenia la PFK-1 fueron
incubadas en medio LB a 37 y 16 °C durante 3 y 12 h respectivamente y en ambos
casos se analizaron concentraciones de inductor de 100 y 200 uM de IPTG; se
cosecharon y se realizé una SDS-page al 10% para analizar la expresion, en la tabla
3 se muestra las cepas que toleraron los proceso de transformacion y se obtuvieron
colonias para la expresion de las proteinas con resistencia al antibidtico
correspondiente para cada cepa. Finalmente se optimizaron los procesos de
induccidn para la sintesis de la PFK-1

Tabla 3. Cepas transformadas ante diferentes condiciones de inducciéon

con el vector pET 28 que contiene el gen de la PFK-1.

Cepa Vector Crecimiento de colonia Tiempode Temperatura Concentracion
en agar selectivo la de del inductor
posterior al proceso de  induccién induccién (uM)
transformacién (h) (°C)

BL21 PFK-1 Crecimiento de colonia 3 37 100

DE3

BL21 PFK-1 Crecimiento de colonia 3 37 200

DE3

BL21 PFK-1 Crecimiento de colonia 12 16 100

DE3

BL21 PFK-1 Crecimiento de colonia 12 16 200

DE3

BL21 PFK-1 Crecimiento de colonia 3 37 200

CodonPI

us

(DE3)-

RIL
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BL21
CodonPI
us
(DE3)-
RIL

PFK-1

Crecimiento de colonia

12

16

200

BL21
Gold
pLysS
(DE3)

PFK-1

Crecimiento de colonia

37

200

BL21
Gold
pLysS
(DE3)

PFK-1

Crecimiento de colonia

12

16

200

BL21-
Al™

PFK-1

Sin crecimiento de
colonia

Origami
TMB
(DE3)

PFK-1

Crecimiento de colonia

37

100

Origami
TMB
(DE3)

PFK-1

Crecimiento de colonia

37

200

Origami
TMB
(DE3)

PFK-1

Crecimiento de colonia

12

16

100

Origami
TMB
(DE3)

PFK-1

Crecimiento de colonia

12

16

200

Rosetta
™ (DE3)

PFK-1

Sin crecimiento de
colonia
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7.3 Obtencion de las transformantes y optimizacion de la sintesis
de la PK

La extraccion de DNA de la capas E. coli DH5a portadora del vector de la
PK en U. maydis se realizdé por medio del Kit Zyppy Plasmid miniprep™ (Zymo
Research, USA) obteniendo 72.9 ng/pl. Ademas, se cuantificé por medio del
espectrofotometro de microvolumen NanoDrop de Thermo Fisher™.
El proceso de transformacién para las cepas de E. coli BL21 DE3, BL21 CodonPlus
(DE3)-RIL, BL21 Gold pLysS (DE3) y Origami™B(DE3), BL21-Al™ y Rosetta™
(DE3) se llevo a cabo por golpes de temperatura comenzando con una incubacién
de 30 minutos a 4 °C, posterior se estudiaron diferentes temperaturas y tiempos
para los golpes de calor: 42 °C durante 15, 20 y 25 segundos y 30 °C durante 15, 20
y 25 segundos; para las cepas de E. coli BL21 DE3, BL21 CodonPlus (DE3)-RIL,
BL21 Gold pLysS (DE3) el proceso optimo fue un golpe de calor a 42 °C durante 20
segundos, para la cepa de E. coli Origami™B(DE3) el proceso optimo de
transformacién fue con un golpe de calor a 30 °C durante 15 segundos y para las
cepas de E. coli Rosetta™ (DE3) y BL21-Al™ no se obtuvo células transformantes
con los vectores de la PK y la PFK-1. En la tabla 4 se muestran las cepas que
toleraron los procesos de transformacién y se obtuvieron colonias para la expresion
de las proteinas con resistencia al antibiético correspondiente para cada cepa.
Las cepas de E. coli BL21 DE3, BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, BL21 Gold pLysS
(DE3) y Origami™B(DE3) transformadas con los vectores que contenia la PK fueron
incubadas en medio LB a 37 y 16 °C durante 3 y 12 h respectivamente y en ambos
casos se consideraron concentraciones de inductor de 100 y 200 uM de IPTG; se
cosecharon y se realizé una SDS-page para analizar la expresion, en la tabla 4 se
muestra las cepas que toleraron los procesos de transformacion y se obtuvieron
colonias para la expresion de las proteinas con resistencia al antibiético
correspondiente para cada cepa. Finalmente se optimizaron los procesos de

induccion para la sintesis de la PK.
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Tabla 4. Cepas transformadas ante diferentes condiciones de induccién

con el vector pET28 que contiene el gen de la PK.

Cepa Vector Crecimiento de colonia en Tiempo Temperatura Concentracion
agar selectivo posterior al de de induccion del inductor
proceso de induccion (°C) (MM)
transformacion (h)

BL21 PK Crecimiento de colonia 3 37 100

DE3

BL21 PK Crecimiento de colonia 3 37 200

DE3

BL21 PK Crecimiento de colonia 12 16 100

DE3

BL21 PK Crecimiento de colonia 12 16 200

DE3

BL21 PK Crecimiento de colonia 3 37 100

CodonPI

us

(DE3)-RIL

BL21 PK Crecimiento de colonia 12 16 100

CodonPI

us

(DE3)-RIL

BL21 PK Crecimiento de colonia 3 37 100

Gold

pLysS

(DE3)

BL21 PK Crecimiento de colonia 12 16 100

Gold

pLysS

(DE3)

BL21-Al | PK Sin crecimiento de colonia | - - -

™

Origami | PK Crecimiento de colonia 3 37 100

TMB

(DE3)

Origami PK Crecimiento de colonia 3 37 200

TMB

(DE3)
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Origami PK Crecimiento de colonia 12 16 100
TMB
(DE3)

Origami PK Crecimiento de colonia 12 16 200
TMB
(DE3)

Rosetta PK Sin crecimiento de colonia | - - -
™ (DE3)

7.4 Estandarizacion de la expresion de la PK y la PFK-1

El analisis de la expresion de las enzimas recombinantes en las cepas de E.
coli se realiz6 por medio de SDS-PAGE para los extractos obtenidos con los
diferentes tiempos (3 y 12 h), temperaturas (37 °C y 16 °C) y concentraciones de
induccion (100 y 200 uM de IPTG). Se muestra la expresion que se obtuvo utilizando
las cepas BL21 DE3, CodonPlus (DE3)-RIL) y BL21 Gold pLysS (DE3) como
sistemas de expresion de la PK y de la PFK-1, figura 15. La mejor expresion se
obtuvo para ambas enzimas cuando la cepa (BL21 DE3 y Gold pLysS DE3) se
incubd a una temperatura de 16 °C. También se observo una expresion considerable
en la cepa BL21 CodonPlus (DE3)-RIL transformada con el vector para la PKF-1.
Por otro lado, la cepa BL21 CodonPlus (DE3)-RIL para el vector de la PK no mostré
expresion, lo mismo ocurrié para la cepa Origami™B(DE3) con ambos vectores de
expresion (PK y PFK-1) al variar parametros de induccion. El control negativo del

vector de expresion pET 28 vacio no mostré expresion, como se esperaba.
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PK PFK1 PFK1
kD MW Cont DE312h DE33h Cont DE312h  DE33h Cont CoP12h CoP3h
a 100 200 100 200 100 200 100 200 100 200 pM 100

250
150

100
75

50

37

25 ——

b -~FK1--- PK PFK1
MW CoP 3 hCont GoP 12h GoP3h Cont GoP12h GoP23h Pet28
200 pM 100 uM 200 pM 100 pM 200 pM 100 uM 200 pM 100 pM 200 pM 100 pM

kDa
250

130
100

70

55

35

25

Figura 15. Estandarizacion de la expresion de la PK y la PFK-1. La optimizacion de la expresion
de las enzimas recombinantes se realizé en las cepas E. coli DE3 (E. coli BL21 DE3), CoP (E. coli
BL21 CodonPlus (DE3)-RIL), GoP (E. coli BL21 Gold pLysS (DE3)), Cont (control) pET 28 (BL21 DE3
con pET 28 vacio). La PK con un peso molecular de 58 kDa y la PFK-1 con peso molecular de 93
kDa utilizando diferentes concentraciones de IPTG (100 y 200 uM) y temperaturas y tiempos de
incubacion (3 ha 37 °Cy 12 h a 16 °C). El gel de poliacrilamida se cargé con 20 pL de proteina y se
indica la 6ptima condicién para la expresion de la enzima de interés.

Al realizar la cuantificacion y el analisis de actividad enzimatica en los diferentes
sistemas de expresion, los que tuvieron un mayor grado de actividad en la fraccion
soluble o el sobrenadante comparado con la cepa BL21 DE3 con el vector pET 28
vacio (control), para el caso de la PFK-1, el sistema de expresién con mayor grado
de actividad enzimatica fue en la cepa BL21 Gold pLysS (DE3) y de la PK el sistema
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con mayor grado de actividad enzimatica fue en la cepa BL21 DE3; ambos inducidos
con IPTG 100 uM y una temperatura de 16 °C durante 12 h, figura 16.

a
0.5

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25

0.2

umol/minemgproteina

0.1

0.05

0
b BL21 PK BL21 BL21 Codon Codon Gold pLys Gold pLys Pet 28 PK Pet 28 PK Pet 28 Pet 28
SN PFK1 SN PFK1 PE Plus PFK1Plus PFK1 PFK1 SN PFK1 PE SN PE PFK1 SN PFK1PE
SN PE
0.14

0.12

pmol/minemgproteina
o o o o
R 8 8 S

o
o
o

BL21 BI21 DE3 BL21 BL21 Codon Codon Gold Gold Pet28 Pet28 Pet28 Pet28
DE3PE SNPK DE3PE DE3 SN plusPE plus SN pLysS pLys SN PKSN PKPE PFK1SN PFK1PE
PK PFK1 PFK1 PFK1 PFK1 PE PFK1 PFK1

Figura 16. Analisis comparativo de la actividad especifica de la PK y la PFK-1. a) Comparacion

de la actividad especifica de la PK y la PFK-1 entre las cepas inducidas con 100 uM de IPTG a 16 °C
durante 12 h. Como control negativo se ocupé la cepa BL21 que contenia el vector pET 28 vacio. b)

Comparacion de la actividad especifica de la PK y la PFK-1 entre las cepas inducidas con 100 uM de
IPTG a 37 °C durante 3 h, la cepa BL21 que contenia el vector pET 28 vacio se ocup6 como control.

En azul claro E. coli BL21 DE3 (BL21 DE3), en naranja cepa E. coli BL21 CodonPlus (DE3)-RIL
(Codon plus), en verde cepa E. coli BL21 Gold pLysS (Gold pLysS), en azul fuerte BL21 DE3 con pET
28 vacio (pET 28) y rojo la cepa BL21 DE3 con pET 28 vacio; estos dos ultimos como control para la
PK'y la PFK-1 respectivamente. SE: Sobrenadante, PE: Botén de lisis o pellet, PK: Vector pET 28 con
el gen de la PK para la determinacion de su actividad enzimatica y PFK-1 Vector pET 28 con el gen
de la enzima PFK-1 para la determinacion de su actividad enzimatica. n= 3 + SD.
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7.5 Punto isoeléctrico tedrico de la PK y la PFK-1

El punto isoeléctrico se determind utilizando el programa ProtParam de
Expasy, el pl tedrico para la PK es de 5.9 y para la PFK-1 de 6.3. Con base en el pl
determinado, se decidié ocupar un amortiguador de elucion de 7.8, de esta forma al
tener un pH mas alto que el pl de las enzimas, la proteina estaria cargada
negativamente, también se decididé ocupar la resina DEAE-C ya que es comunmente
utilizada para separar moléculas cargadas negativamente, como proteinas y acidos
nucleicos. Al contener la resina grupos funcionales con carga positiva permitio

interactuar y unirse a los iones negativos en la solucion.

7.6 Purificacion de la PFK-1 de la cepa BL21 Gold pLysS (DE3)

La expresion de la PFK-1 en la cepa BL21 Gold pLysS (DE3) se corrobor6
por electroforesis SDS-PAGE (10%), una vez corroborada la expresion de la
proteina el extracto clarificado y filtrado se pasé por la columna de intercambio
idnico, se colectaron diversas fracciones (1.5 mL) y se analizaron por electroforesis
SDS-PAGE (10%), figura 17. Las fracciones con un mayor grado de pureza fueron
de la 18 a la 24. La actividad enzimatica correspondiente a la PFK-1 de las
fracciones de interés se determin6 por medio de ensayos acoplados, registrando la
oxidacion del NADH a 340 nm vy utilizando su coeficiente de extincién molar para se
calcul6 la actividad especifica, figura 18. Las fracciones con una mayor actividad
enzimatica fueron las numero 21 y 27. Interesantemente las fracciones mas puras
no tuvieron la mayor actividad de la PFK-1. La fraccién 27 presentaba una mayor

actividad y se decidi6 utilizarla para llevar a cabo la caracterizacion de la enzima.
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Figura 17. Andlisis de pureza de las fracciones que contienen a la PFK-1. La PFK-1
recombinante se obtuvo de la cepa E. coli BL21 Gold pLysS (DE3) inducida a 16 °C durante 12 h. La
pureza se analizé mediante SDS-PAGE (10%), la imagen muestra las fracciones recolectadas a partir

de la purificacién por cromatografia de intercambio idnico con resina DEAE-C. De la fraccion 19 a la
21 se observa una mayor pureza de la enzima de interés.
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Figura 18. Perfil de elusién de la PFK-1. La enzima recombinante fue purificada por cromatografia
de intercambio iénico utilizando la resina DEA-C. A cada una de las fracciones colectadas se les
determind la DO, 060nm Y 12 actividad enzimatica a 25 °C. Las fracciones que tuvieron mayor actividad
fueronla 21y la 27.

7.7 La PFK-1 se inhibe por su sustrato el Mg-ATP

Para realizar la caracterizacién cinética de la PFK-1 por su sustrato el

Mg-ATP, se realizaron ensayos acoplados en donde se variaba la concentracion de
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Mg-ATP desde 0.0625 mM hasta 3 mM mientras que la concentracion de F6P se
mantuvo constante en 2 mM. La PFK-1 mostré una cinética del tipo
Michaelis-Menten a bajas concentraciones (0.125 a 0.75 mM) mientras que a partir
de 1 mM de Mg-ATP inesperadamente la PFK-1 se inhibid, figura 19.

Debido a que la fraccién 27 no contiene a la PFK-1 pura. El contenido de proteina
que corresponde a la PFK-1 se determiné realizando un SDS-PAGE que contenia
14, y 25 uL de la fraccién de interés y 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.75 mg/mL y 1
mg/mL de BSA como curva estandar. Con los datos se construy6 la curva estandar y
utilizando la ecuacion de la linea recta se determiné el contenido de proteina en las
fracciones de interés (21 y 27). El contenido de proteina fue de 0.008 ug/uL y se
utilizé para calcular la actividad especifica de la PFK-1 a partir de la pendiente

resultante en los ensayos acoplados.

Para obtener los parametros cinéticos Vmax, K, y K, los datos obtenidos de los
ensayos acoplados se analizaron con el programa Prism 10 utilizando la ecuacion
de inhibicion por sustrato. La V.= 45.25 £ 9.74 ymol/min-mg de proteina, y K,=
0.30 £ 0.12 mM. Dado que la enzima mostro inhibicion por sustrato se determiné
una constante de inhibicion (K)) la cual tuvo un valor de K= 0.29 £0.09 mM y n= 6.07
1+1.42. En donde “n” es la suma de los 6rdenes parciales de las especies de reacciéon
y se toma como punto de partida para la integracién de la ecuacion de cinética
dando el orden de reaccion.

Por otra parte, la actividad de la PFK-1 contenida en las fracciones mas puras (19 a
25) se analizo utilizando Mg-ATP 0.5 mM, en esta concentracion se observo la
velocidad maxima de la reaccion, sin embargo, la PFK-1 contenida en las fracciones
19 y 25 no mostraron una mayor actividad enzimatica, por lo que se continud

trabajando con la fraccion 27.

(K +x (1+(x"))/ ki)
Ecuacioén 7. Inhibicién por sustrato. V,,,, velocidad maxima de la enzima, K, constante de

Michaelis-Menten, K;, constante de disociacion para la unién del sustrato y n, exponente que refleja la
cooperatividad o la naturaleza no lineal de la inhibicién.

y:
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Figura 19. Cinética de la PFK-1 al variar su sustrato el Mg-ATP. a) Efecto de la concentracion del
Mg-ATP sobre la velocidad de reaccion catalizada por la PFK-1 con una concentracion fija de F6P de
2 mM, pH 7 y una temperatura de 25 °C. n=3 + SD. b) Doble reciproco de la PFK-1.
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7.8 Cinética de saturacion de la PFK-1 recombinante por su

sustrato F6P

Se realiz6 la cinética de PFK-1 por medio de ensayo enzimatico al variar la
concentracion de F6P desde 0.25 mM hasta 8 mM; manteniendo Mg-ATP constante
en una concentracion de 0.5 mM; se ocupoé esta concentracion de Mg-ATP debido a
que a altas concentraciones la enzima se inhibe. Una vez obtenida la actividad
especifica a diferentes concentraciones de sustrato, los datos se analizaron con dos
ecuaciones: ecuacion de Michaelis-Menten, ecuacién 8. Y con la ecuacién de
alosterismo sigmoidal, ecuacién 9 esto debido a que se observé que los datos
graficados presentaban una curva sigmoide. El mejor ajuste se obtuvo con la
ecuacion de Michaelis-Menten, Figura 20. Los valores obtenidos para los
parametros cinéticos fueron V.= 85.23 + 5.54 pmol/min‘mg de proteinay K,,= 3.26
+ 0.47 mM.

max )
Km+ X
Ecuacion 8. Michaelis-Menten. V,,,, es la velocidad méaxima de la enzimay K, es la constante de
Michaelis-Menten.

vo =

= ne X

Khalf"+ "

Ecuacion 9. Sigmoideo alostérico. V,,,, es la velocidad maxima de la enzima'y Khalf" es la

concentracion de sustrato que produce la mitad de la velocidad maxima de la enzima, h es la
pendiente de Hill; cuando h = 1, esta ecuacion es idéntica a la ecuacion estandar de

Michaelis-Menten, cuando es mayor que 1, la curva es sigmoidea debido a la cooperatividad positiva.
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Figura 20. Cinética de saturacion de la PFK-1 por su sustrato la F6P. a) Efecto de la
concentracion de F6P sobre la velocidad de reaccién catalizada por la PFK-1 con una concentracion
constante de Mg-ATP 5 mM a un pH 7 y 25 °C. b) Doble reciproco de los datos. n=3 + SD.
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7.9 El ADP es un inhibidor competitivo de la PFK-1

Para continuar con la caracterizacion cinética de la enzima se evaluaron algunos
inhibidores reportados para la enzima. El ADP es un subproducto de la reaccién
catalizada por la PFK-1 en presencia de Mg-ATP y F6P, es por ello que se analizé el
efecto del ADP sobre la enzima, las concentraciones utilizadas fueron 0.2 y 0.5 mM;
estas concentraciones se han reportado previamente en Bacillus stearothermophilus
y Methanosarcina acetivorans (F16BP y ADP) (Byrnes et al., 1994;
Santiago-Martinez et al., 2019). Se muestra que el ajuste de los datos a un modelo
Michaelis-Menten (a) y su reciproco (b) obtenidos en ausencia y presencia de ADP,
figura 21. La presencia del ADP modificé los parametros cinéticos K,, y V.. por lo
que se analizo el tipo de inhibicidn que presentaba la enzima en presencia de ADP.
Los datos se analizaron con la ecuacion de inhibicion competitiva, la
a-competitiva, la no competitiva y de inhibicion mixta. La ecuacién con la que
mayormente se ajustaron los datos fue para una inhibicidbn competitiva, ecuacion
10, esto quiere decir que el ADP compite con el Mg-ATP por el mismo sitio activo en
la enzima. En este caso el inhibidor se asemeja estructuralmente al sustrato y se une
al sitio activo de la enzima, bloqueando asi el acceso del sustrato, produciendo un
incremento en el valor de la K, pero sin alterar V,.,. Con esta ecuacién se
obtuvieron los valores de los parametros cinéticos V,,,,= 83.52 + 3.93 umol/min-mg
de proteina, K,= 3.08 + 0.33 mM y K= 0.36 £0.04 mM. La inhibicion competitiva se
caracteriza por mantener sin cambios la V,,,, en presencia o ausencia del inhibidor
mientras que la K, varia. En el grafico de Lineweaver Burk se observa un cambio en

la interseccion en el eje x que corresponde al parametro K,,..

V x
KmObS = Km(l + [I]/KD) ; y = K Obs +x

Ecuacién 10. Ecuacién de Inhibicién competitiva. V., es la velocidad maxima de la enzima, K, es
la constante de Michaelis-Menten, K, es la constante de inhibicién e | es la concentracion del
inhibidor.
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Figura 21. Inhibicién competitiva del ADP sobre la PFK-1. a) Inhibicion competitiva del ADP sobre
la PFK-1 cuando se varia la F6P y se fija el Mg-ATP en 0. 5 mM, a un pH 7 y 25 °C. Control (e), 0.2
mM ADP (A)y 0.5 mM ADP (m). b) Doble reciproco de los datos, las lineas convergen en el eje de

las Y (1/V,,..) y tienen diferentes puntos sobre el eje X (-1/K,, ) caracteristico de una inhibicién
competitiva. n=3 £ SD.
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7.10 La F1,6BP ejerce una inhibiciédn acompetitiva

También se analizdé el efecto de la F1,6BP sobre la PFK-1, la F1,6BP es un
subproducto de reaccion de la PFK-1 al utilizar sus sustratos el Mg-ATP y la F6P. La
actividad de PFK-1 se determind en presencia de 0.2 mM de F1,6BP. Se decidi6
utilizar esta concentracion debido a que se ha reportado en Bacillus
stearothermophilus 'y Methanosarcina acetivorans (Byrnes et al., 1994,
Santiago-Martinez et al.,, 2019). La F1,6BP caus6 una inhibicién parcial de la
actividad de la PFK-1, y de los parametros cinéticos V., y K., figura 22, por lo que
la inhibicion que se presenta es del tipo acompetitiva; esto quiere decir que el
inhibidor solo se une al complejo “ES” (enzima-sustrato), y como resultado
presenta una disminucion en la V,,, al convertir la “E” en el complejo inactivo
enzima-sustrato-inhibidor “ESI”.

El tipo de inhibicion que ejerce la F1,6BP sobre la PFK-1 se analiz6 con una
ecuaciéon para inhibicion competitiva, acompetitiva, no competitiva y mixta teniendo
como resultado que el modelo mas adecuado a estos datos fue una inhibicion

acompetitiva, la ecuacién que se utilizé es la siguiente:

VMax Km VMaxApp "X
V App =———F —_— - V=
Max (1+1/ Alpha Kl_) (1 +1/Alpha Ki) (KmApp +x)
Ecuacién 11. Inhibicién acompetitiva. V,,,, es la velocidad maxima de la enzima, K, es la constante
de Michaelis-Menten, AlphaK; es la constante de inhibicion e | es la concentracién del inhibidor.

; K App =

Los valores que se obtuvieron son: V.= 86.44 + 4.50 pmol/min-mg de proteina,
K,= 3.89 £ 0.37 mM y Alpha (Kj)= 0.18 £ 0.02 mM. Al analizar el doble reciproco de
Lineweaver-Burk se puede observar que las lineas generadas tras obtener los
inversos son paralelas y nunca se tocan; por lo que se concluye una inhibicion del

tipo acompetitiva o también llamada inhibicion mixta.
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Figura 22. Inhibicion acompetitiva de la F1,6BP. sobre la PFK-1. a) Cinética del control(e) y en
presencia de 0.2 mM del inhibidor F1,6BP (A ). La actividad se determind a una concentracion fija
de 0.5 mM Mg-ATP 0.5, pH 7y 25 °C. b) Se muestra el doble reciproco de los datos, con sus
respectivas ecuaciones; se aprecian dos rectas paralelas caracteristico de una inhibicién
acompetitiva. n=3 + SD.
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7.11 El citrato y el malato no son inhibidores de la PFK-1

Se escogieron al citrato y al malato como posibles inhibidores de la PFK-1. Las
concentraciones probadas para cada uno de los posibles inhibidores fueron 2 y 5
mM. Estas concentraciones se tomaron como referencia de estudios realizados
para Teladorsagia circumcincta (Walker et al., 2012). El malato y el citrato no
tuvieron un efecto inhibidor sobre la actividad catalitica de la PFK-1 en ninguna de
las concentraciones ensayadas, figura 23. Los datos con y sin inhibidor se ajustaron

al modelo de Michaelis-Menten (Ecuacién 8).

59



Q

©
= 80
3
o
e 60-
Q
T
o -
_E 40
£
E  20-
2
= 0-
I T T T T 1
0 2 4 6 8 10
F6P [mM]
-~ 0 mM Malato —4— 2 mM Malato -2 5 mM Malato
b
©
= 80—
)
2
o 60+
Q
o
o -
§ 40
k=
E 204
2
=3 0-
I T T T T 1
0 2 4 6 8 10
F6P [mM]
—-8- 0 mM Citrato -4 2 mM Citrato - 5 mM Citrato

Figura 23. Efecto del malato y el citrato en la actividad de la PFK-1. a) Se muestra la actividad de
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7.12 La PFK-1 es termoestable hasta temperaturas de 45°C

La estabilidad de la enzima a altas temperaturas se analiz6 por ensayos
acoplados. La enzima pura se incub6 a diferentes temperaturas, estas fueron de 30
°C, 40 °C, 45 °C y 50 °C a una incubacion de 5, 10 y 15 minutos. Interesantemente
no se observo un cambio en la actividad especifica de la enzima en el rango de 30
°C a 45 °C. A 50 °C con 5 minutos de incubacién la enzima perdié un 50% de su
actividad. Después de los 15 minutos pierde un 75% de actividad especifica, figura
24,
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Figura 24. Analisis de la termoestabilidad de la PFK-1. Incubacion de la PFK-1 durante 0, 5, 10y
15 minutos a temperaturas de a) 30 °C, b) 40 °C, ¢) 45 °C y d) 50 °C. Se calcul6 la actividad
especifica para cada rango. La PFK-1 pierde termoestabilidad pasando los 50 °C. n=2 + SD
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7.13 Purificacion de la PK de la cepa BL21 DE3

El extracto de la cepa BL21 DE3 obtenido por sonicacion se pasoé por una
columna de intercambio id6nico acoplado a un cromatégrafo. Las fracciones
colectadas con un mayor grado de pureza fueron la 17, 18 y 19; esto se analiz6 por
SDS-PAGE, figura 25. Posteriormente, se determind la actividad enzimatica por
medio de ensayos acoplados y se obtuvo que la fraccion con una mayor actividad

enzimatica fue la 18, figura 26.
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Figura 25. Analisis de la pureza de las fracciones que contienen a la PK. La PK recombinante se
obtuvo de la cepa E. coli BL21 (DE3) inducida a 16 °C durante 12 h. La pureza se analizé por
SDS-PAGE (10%), la imagen muestra las fracciones recolectadas a partir de la purificacién por

cromatografia de intercambio i6nico con resina DEAE-C acoplado a FPLC. En las fracciones 17, 18 y

19 se observa una mayor pureza de la enzima de interés.
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Figura 26. Perfil de elusion de la PK. La enzima recombinante fue purificada por cromatografia de
intercambio idnico, acoplado a FPLC, utilizando la resina DEA-C. A cada una de las fracciones
colectadas se les determiné la DO,g060 nm ¥ 1@ actividad enzimatica a 25 °C. Las fracciones que

tuvieron mayor actividad fueron la 18 y 19.
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7.14 Cinética de saturacion de la PK recombinante por su sustrato
el PEP

La cinética de la PK se realizé con ensayos acoplados en donde se vario la
concentracion del PEP desde 0.25 mM hasta 2 mM mientras se mantuvo fijo el ADP
a una concentracion de 3 mM. Se muestra la cinética de saturacion de la PK por su
sustrato el PEP la cual es del tipo Michaelis-Menten, figura 27. Los valores
obtenidos para los parametros cinéticos fueron V,;,,=149.49 +5.21 ymol/min-mg de
proteina 'y K,,=0.088 +0.01 mM

El contenido de proteina se determiné por SDS-PAGE; para ello se realizo
una curva de BSA en un gel desnaturalizante SDS-page como se describe para la
PFK-1 en el apartado 7.7.

Con los datos se construyd una curva estandar y utilizando la ecuacion de la linea
recta se determind el contenido de proteina en las fracciones de interés, la cual se
utilizd para calcular la actividad especifica de la PK a partir de la pendiente
resultante en los ensayos acoplados y se determind la proteina total para la fraccion

proteica 18, dando un resultado de 0.023 pg/uL de proteina.
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Figura 27. Cinética de saturacion de la PK por su sustrato el PEP. a) Efecto de la concentracion
del PEP sobre la velocidad de reaccién catalizada por la PK con una concentracion constante de
ADP 3 mM a un pH 7 y 25 °C, con un volumen de enzima de 5 yL en una dilucién 1:2. b) Doble

reciproco de los datos. n=3 + SD.
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7.15 Cinética de saturacion de la PK recombinante por su sustrato
ADP

La cinética de la PK se realizd con ensayos acoplados en donde varié la
concentracion del ADP en la reaccion, la variacion fue 0.25 mM hasta 3 mM
teniendo una concentracion fija de PEP 2 mM; al analizar la enzima con una
ecuacion de Michaelis por medio de Prism 10, figura 28. El analisis cinético por
medio del programa Prism 10 se ajustd a la ecuacion de Michaelis-Menten
(Ecuacion 8) para determinar los parametros cinéticos y se obtuvo los siguientes

valores V,,,,=170.87 £ 5.39 ymol/min-mg de proteina y K,,=0.25 £ 0.02 mM
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Figura 28. Cinética de saturacion de la PK por su sustrato el ADP. a) Efecto de la concentracion
del ADP sobre la velocidad de reaccion catalizada por la PK con una concentracion constante de
PEP 2 mM a un pH de 7 y 25 °C, con un volumen de enzima de 5 pl en una dilucion 1:2. b) Doble

reciproco de los datos. n=3 = SD.
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7.16 El Mg-ATP es un inhibidor competitivo de la PK

El ATP es un subproducto de la reaccion catalizada por la PK en presencia de ADP
y PEP, por lo que se probé el efecto del Mg-ATP sobre la enzima, la concentracion
utilizada fue de 6 mM la cual ha sido probada en musculo de conejoy S. cerevisiae
(Macfarlane & Ainsworth, 1972) (Ainsworth & Macfarlane, 1973). Se muestran los
ajustes de Michaelis-Menten (a) y Lineweaver Burk (b) obtenidos en ausencia y
presencia de Mg-ATP, figura 29. Al observar cambios en la K, y la V., se decidi6
analizar el tipo de inhibicion que presentaba la enzima en presencia de Mg-ATP el
cual es un producto de la reaccidn catalizada. Los datos se analizaron utilizando la
ecuaciéon de la inhibicibn competitiva, la a-competitiva, la no competitiva y de
inhibicion mixta. La ecuacién con la que mejor se ajustaron los datos fue para una
inhibicion competitiva, esto quiere decir que el Mg-ATP compite con el ADP por el
mismo sitio activo en la enzima. En este caso el inhibidor se asemeja
estructuralmente al sustrato y se une al sitio activo de la enzima, bloqueando asi el
acceso del sustrato, produciendo un incremento en el valor de la K, pero sin alterar
V pax-

Se utilizé ecuacién inhibicidon competitiva (Ecuacion 10) y se obtuvieron los valores
de los parametros cinéticos V,,,,=146.60 + 4.46 umol/min-mg de proteina, K,,=0.083
+0.01 mM, K=2.85 £1.05 mM. La inhibicion competitiva se caracteriza por mantener
sin cambios la V,,., en presencia o ausencia del inhibidor mientras que la K, varia.
En el grafico de Lineweaver Burk se observa un cambio en la interseccion en el eje x

que corresponde al parametro K,,,.
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Figura 29. Inhibicion de la PK por Mg-ATP. a) Comparacion de los efectos de la cinética de la
actividad especifica de la PFK-1 con Mg-ATP en ausencia (e) y una concentraciéon de 6 mM (A)
ademas de una concentracion fija de ADP 3 mM a un pH 7 y 25 °C. b) Doble reciproco de los datos.
n=3 + SD.
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7.17 El piruvato es un inhibidor acompetitivo de la PK

También se analiz6 el efecto del piruvato sobre la PK, el piruvato es un subproducto
de reaccion de la PK al utilizar sus sustratos el ADP y la PEP. Para ellos primero se
cambid el sistema para un ensayo acoplado con la oxidacion de NAD* para que no
existiera alguna interferencia con piruvato, como se describe en 6.15. A partir de
aqui se generé un control (Figura 30) analizandolo con la ecuacién de
Michaelis-Menten (Ecuacion 8) y se obtuvo los siguientes valores: V,,=174.09
17.95 ymol/min-mg de proteina y K,,=0.07 £0.01 mM

La actividad de la PK se determind en presencia de 6 mM de piruvato. Se decidid
utilizar esta concentracion debido a que se ha reportado en musculo de conejo, S.
cerevisiae igual que para el caso de Mg-ATP (Macfarlane & Ainsworth, 1972)
(Ainsworth & Macfarlane, 1973). El piruvato causé una inhibicién parcial de la
actividad de la PK, los parametros cinéticos V., y K, disminuyeron de manera
similar, figura 31. Por lo que la inhibicidon que se presenta es del tipo acompetitiva;
esto quiere decir el inhibidor solo se centra en el complejo “ES”, y como resultado
presenta una disminucion en la V,,, al convertir la “E” en el complejo inactivo
enzima-sustrato-inhibidor “ESI”. Ademas, provoca un descenso en K,, de manera
proporcional a V.

El tipo de inhibicion que ejerce la F1,6BP sobre la PFK-1 se analiz6 con una
ecuacion para inhibicion competitiva, acompetitiva, no competitiva y mixta teniendo
como resultado que el modelo mas adecuado a estos datos fue una inhibicién
acompetitiva (Ecuacion 11). Los valores que se obtuvieron son: V,,,=171.40 £4.39
pumol/min'mg de proteina, K,=0.06 £0.01 mM y Kj,,=10.72 £08 mM. Al analizar el
doble reciproco de Lineweaver-Burk se puede observar que la interseccién en el eje
“X” y “y” nunca se tocan generando las lineas paralelas; por lo que se corrobora una

inhibicion de tipo acompetitiva.
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Figura 30. Cinética de saturacion de la PK por su sustrato el PEP. a) Efecto de la concentracion
del PEP sobre la velocidad de reaccién catalizada por la PK con una concentracion constante de
ADP 3 mM a un pH 7 y 25 °C, con un volumen de enzima de 5 uL en una dilucion 1:2. b) Doble
reciproco de los datos. n=3 = SD.
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En la tabla 5 se muestra un compendio de los parametros cinéticos obtenidos para
cada una de las enzimas.
Tabla 5. Compendio de los parametros cinéticos obtenidos para la PFK-1

y la PK para cada uno de sus sustratos e inhibidores.

Enzima Sustrato Inhibidor K, Vnax K;
(mM) (#mol/min * mg  (mM)
de proteina)
Mg-ATP - 0.30 £ 0.12 45.25 +9.74 29 +£0.09
F6P - 3.26 £ 0.47 85.23 +5.54 -
F6P ADP 3.08 £0.33 83.52 + 3.93 0.36 +£0.04
PFK-1
F6P F1,6BF 294 +0.33 81.69 +4.03 0.32 +0.03
F6P Malato 3.16 £ 0.52 84.85 + 5.57 -
F6P Citrato 3.14+0.53 83.90 + 6.23 -
ADP - 0.25 #0.02 170.87 £ 5.59 -
PEP - 0.08 £ 0.01 149.49 £ 5.23 -
PEP* - 0.07 *0.01 174.09 £ 7.95 -
PK NAD*
PEP Mg-ATP | 0.083 +0.01 146.60 * 3.83 2.85%0.51
PEP* Piruvato | 0.06 * 0.01 171.40 £ 4.39 10.72 +0.85
NAD" *

*Para la determinacion de la inhibicion de la PK por piruvato se utilizé el ensayo acoplado descrito en
6.15 para el correcto acoplamiento de la enzima y también se determiné los parametros cinéticos V.,
y K,,en presencia y ausencia del inhibidor.
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8. Discusion

En investigaciones anteriores, se habia evaluado la actividad de las diez enzimas
implicadas en la glucdlisis en U. maydis mediante el uso de extractos clarificados y
protoplastos. Sin embargo, no se habia logrado obtener los parametros cinéticos
para la PFK-1. Para tratar esta restriccion, en el estudio actual se realizd la
expresion, purificacion y caracterizaciéon cinética de la PFK-1 y la PK; dos enzimas

que regulan la glucadlisis.

8.1 Optimizacién de la expresion

El gen codificante para todas las enzimas se introdujo en el plasmido pET 28a
utilizando las cepas de E. coli BL21(DE3), BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, BL21(DE3)
GoldpLysS, BL21-Al™, Origami™B(DE3) y Rosetta™ (DE3) como sistemas de
expresion. Estas cepas fueron tratadas para hacerlas competentes y posteriormente
se realizo la transformacién por choque térmico para la insercion del vector pET 28.
El seguimiento del crecimiento celular se realizé hasta alcanzar un valor de DOgynrm
de 0.6 unidades de absorbancia, momento en el cual se procedi6 a la induccién con
IPTG.

Se ha reportado que la sobreexpresion inducida por IPTG a bajas temperaturas, en
un rango de 15 °C a 23 °C, incrementa significativamente la solubilidad y actividad
de las proteinas (San-Miguel et al., 2013). Durante la fase exponencial de
crecimiento en E. coli, al relacionar un crecimiento lento debido a las bajas
temperaturas en las que se encuentra el sistema de expresion y facilitar una buena
expresion de proteinas heterdlogas, permite un éptimo plegamiento de las proteinas
y reduce la formacién de agregados insolubles. Sin embargo, en las condiciones
descritas se ha reportado una menor tasa de sintesis de proteina total, con una
incremento en la calidad y solubilidad de las proteinas expresadas, lo cual es

ventajoso para el objetivo (San-Miguel et al., 2013).

Inducir la expresion en la fase logaritmica media asegura que las células estén
activas, tengan division y una elevada sintesis de proteinas, lo que maximiza el
rendimiento de la proteina heter6loga. Por otro lado, realizar la inducciéon en una
fase tardia de crecimiento puede resultar en una menor produccién de proteinas

funcionales debido a la protedlisis intracelular, la acumulacién de proteasas
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intracelulares que pueden degradar las proteinas recién sintetizadas, reduciendo asi

el rendimiento y calidad de las proteinas heterdlogas (Jiang, Y. M et al., 2007).

En otro estudio, se ha confirmado que la induccién del promotor Lac en E. coli
mediante IPTG a bajas concentraciones resulta eficaz para regular la actividad
transcripcional de este promotor. Sin embargo, es crucial monitorear el momento de
induccién, ya que puede variar dependiendo de la proteina de interés (Briand et al.,
2016). Ademas, la induccion con altas concentraciones de IPTG puede tener efectos
negativos en la sintesis de la proteina deseada, posiblemente debido a la
sobrecarga metabdlica y la acumulacion de proteinas mal plegadas. (Briand et al.,
2016). Se ha sefialado que el uso de concentraciones bajas de IPTG permite una
expresion mas controlada y eficiente de proteinas recombinantes, minimizando el
estrés celular y mejorando la solubilidad y disminuyendo la formacion de cuerpos de

inclusién de las proteinas.

Asimismo, se ha observado que la inducciéon en cultivos en fase exponencial
temprana (DOgynm de 0.1 unidades) y en fase exponencial media (DOgynm de 0.6
unidades) no se detecta una gran fluctuacién en el rendimiento de la produccién de
proteina recombinante. En contraste, la induccién en una fase de crecimiento
exponencial tardia (DOggo,m de 1.0 unidades) resulta en una reduccidn significativa
de la produccién de proteina total. Por otro lado, la induccion en la fase de latencia
inhibe considerablemente la produccion de biomasa, lo que a su vez afecta
negativamente la producciéon de proteinas recombinantes. Durante la fase de
latencia, las células no estan activas, dividiéndose ni produciendo proteinas a un
ritmo elevado, lo que reduce la eficiencia de la expresion de proteinas inducidas
(Olaofe et al., 2010).

En este proyecto con base en la literatura, la induccion se realizé en una fase de
crecimiento exponencial media. Ambas cepas de BL21(DE3) y BL21 Gold pLysS,
presentaban un rendimiento éptimo en la produccion de la proteina de interés.
Ademas, se detectd la formacion de cuerpos de inclusién, pero estos decrecieron
con la modificacion de la temperatura y el tiempo de induccién. La induccion se llevo
a cabo a una DOy, de 0.6 unidades, temperatura de expresion 6ptima fue de 16

°C con un tiempo de 12 h para la PFK-1 y la PK.
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Durante la lisis y la obtencion del extracto clarificado de estas cepas, se analizé6 la
actividad especifica de las proteinas recombinantes y se compard el extracto
clarificado con el pellet generado, se observd que, en algunas cepas, como
Origami™B (DE3) no se obtenia una buena actividad. En el caso de BL21 Gold
pLysS y BL21 CodonPlus (DE3)-RIL, la proteina se acumulaba en cuerpos de
inclusion, permaneciendo una parte de la proteina en el pellet y el resto en el
sobrenadante por lo que se probaron diferentes temperaturas y tiempos de
induccion para disminuir esta incidencia . Este hallazgo concuerda con estudios que
sugieren que las bajas temperaturas favorecen el correcto plegamiento de las
proteinas y reducen la formacion de cuerpos de inclusion (Baneyx, 1999). En cuanto
a la concentracion del inductor IPTG, se determind que no afectaba
significativamente los resultados finales en la expresion de la proteina, ya sea con
100 uM o 200 uM de IPTG. Por lo tanto, se decidi6 trabajar con concentraciones
bajas para reducir riesgos de toxicidad de las células y no comprometer el

rendimiento para ambas enzimas (Studier, 2005).
8.2 Purificacidon de las enzimas

Los polioles y azucares en presencia de una enzima que se encuentra purificada en
un medio acuoso brindan estabilidad a las enzimas, las interacciones hidrofébicas
entre los residuos de aminoacidos no polares se fortalecen, lo que produce una
estructura mas rigida de las proteinas y un efecto de termoestabilidad o resistencia a
cambios de temperatura. Este suceso radica en el efecto positivo en la actividad del
agua del medio. Ejemplo de ello, en un estudio la implementacion de glicerol en
concentraciones de 10-100% aumentd la estabilidad térmica de la glucoamilasa
sometida a 60°C, durante 10 minutos , mientras que una proteasa se pudo
almacenar durante 23 dias a 33 °C con la adicién de 50-70% de glicerol. También la
adicién de DMSO condujo a una actividad residual del 100% después de 9 meses
para una malato deshidrogenasa brindando una mayor estabilidad junto con el
glicerol cuando se usa como crioprotector generando una gran efectividad (lyer &

Ananthanarayan, 2008).

Una vez completado el proceso de purificacion de la PFK-1 y determinada la
actividad especifica de las fracciones obtenidas, las fracciones 21, 27 y 19 se

preservaron en glicerol al 50% para su almacenamiento a 3°C y -15°C. Ademas, los
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ensayos para determinar los parametros cinéticos K, y V.., de ambas enzimas
revelaron resultados muy similares en términos de actividad especifica, indicando
que ambas fracciones eran funcionalmente equivalentes. Para la PK y la PFK-1
todas las fracciones se preservaron en glicerol al 50% para su almacenamiento a 3
°C y -15 °C, ya que se observo que, al no realizar este paso, inmediatamente perdia

su actividad.
8.3 Caracterizacion cinética

De acuerdo con los estudios que se llevaron a cabo en la presente tesis, la PK
presenta un modelo cinético de Michaelis-Menten en presencia de ambos sustratos
de la misma forma que la PFK-1 en presencia de su sustrato la F6P; a diferencia de
su sustrato el Mg-ATP para este sustrato la enzima muestra una inhibicidn por
sustrato a concentraciones mayores de 2 mM, similar a la PFK-1 de eritrocitos de
ratas y ratones (Kuhn et al.,, 1974) Setaria cervi (Sharma, 2011). Por otro lado la
PFK-1 presentd una inhibicion competitiva por ADP y una inhibicion acompetitiva por
la F1,6BP al tener como sustrato variable F6P y sustrato fijo al Mg-ATP. Este estudio
demuestra que la PK, tiene una inhibicion competitiva por el Mg-ATP y una inhibicion
acompetitiva por el piruvato cuando se varia la concentracion de PEP como primer
sustrato y teniendo una concentracion fija de ADP como su segundo sustrato. Por
otro lado, la PFK-1 presentd una inhibicion competitiva por ADP y una inhibicion
acompetitiva por la F1,6BP al tener como sustrato variable F6P y sustrato fijo al
Mg-ATP.

8.3.1 La PK de U. maydis

Este estudio demuestra que la PK, tiene una inhibicion competitiva por el Mg-ATP y
una inhibicién acompetitiva por el piruvato cuando se varia la concentracién de PEP
como primer sustrato y teniendo una concentracion fija de ADP como su segundo
sustrato. Se puede sugerir que la PK de U. maydis, al ajustarse a un modelo de
Michaelis-Menten con ambos sustratos como se menciond previamente, es
probable que se adecue a una cinética mas simple y eficaz, lo que forme una
relacion directa entre la concentracion de sus sustratos (PEP y ADP) y la velocidad
de la reaccion hasta que la enzima esté completamente saturada y asi poder

desempenar de mejor manera la regulacion metabdlica del hongo; los valores
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obtenidos de K, para PEP y ADP indica que la enzima tiene una alta afinidad por
sus sustratos, por lo que funcionara de manera eficiente incluso a bajas
concentraciones de estos. Haciendo una comparacion con los valores de la PK de T.
brucei (Barnard & Pedersen, 1988) y P. falciparum (Chan & Sim, 2004) muestra
valores de K, mas altos para los dos sustratos, tanto PEP como ADP, lo que indica
una afinidad menor, esto ya que cada microorganismos lograria adaptarse de
manera diferentes en los mecanismos de su metabolismo parasitico u oportunistas,
siendo que las fluctuaciones en la disponibilidad de recursos pueden ser mas
significativas o diferentes para cada caso. Por otro lado, las comparaciones con la
PK de Babesia microti (Xiaomeng An et al., 2021) y Pseudomonas aeruginosa
(Abdelhamid et al., 2019) ofrecen una perspectiva sobre como las enzimas similares
pueden divergir en sus mecanismos de regulacion dependiendo del contexto

metabdlico esto al comparar la K,,de la enzima en cada organismo.

Analizando las diferentes inhibiciones que presenta la PK de U. maydis, el caso de
las isoenzimas de ricino (Ireland et al., 1980) sirve como modelo de comparacion ya
que se identificd la inhibicidon por citrato, malato y Mg-ATP. Aunque la PK de U.
maydis no mostro inhibicion directa por citrato o malato, si mostré una inhibicion
competitiva por el Mg-ATP, lo que sugiere que esta molécula es un regulador
competitivo de la enzima. Este comportamiento de la enzima también se ha
reportado para la PK de S. cerevisiae (Macfarlane & Ainsworth, 1972). una
regulacion alostérica por la fructosa-1,6-bisfosfato (F1,6BP) para la PK se ha
reportado, sin embargo, en este trabajo no se explord en U. maydis, pero se puede
marcar como un punto de interés a futuro, ya que este efector positivo ayuda en el
incremento de la actividad enzimatica como una respuesta a la demanda energética

del mismo microorganismo.

La inhibicibn acompetitiva de U. maydis, por piruvato y la competitiva por Mg-ATP
destacan como mecanismos especificos que permiten un control preciso sobre la
glucdlisis, lo que permite que se controle la produccidn de energia y metabolitos
intermedios en respuesta a las condiciones celulares sin que exista un gasto
energético mayor. En el caso de la PK de musculo de conejo (Ainsworth &
Macfarlane, 1973; Reynard et al., 1961), la inhibicién competitiva por Mg-ATP vy la

inhibicion no competitiva por piruvato muestran mecanismos de regulacion similares
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en cuanto a la dependencia de Mg-ATP en comparacién con U. maydis, pero se
diferencian en términos de la interaccion con productos finales, la PK de conejo
regula su actividad mediante interacciones con productos separados del sitio activo
lo que conlleva a una enzima alostérica y al mismo tiempo se forma un ajuste que se
vinculado a la demanda energéticas especifica del tejido muscular. Se demuestra
que el tipo de inhibicién puede variar dependiendo la especie; mientras que en U.
maydis la inhibicion es competitiva para la PK frente a Mg-ATP, en C. reinhardtii (Wu
& Turpin, 1992) y T. tubifex (Hoffmann, 1981), se observa una inhibicion no
competitiva o mixta, lo que sugiere diferencias en la interaccion de Mg-ATP con las
enzimas y posibles variaciones en la estructura o accesibilidad del sitio de union.
Ademas, la inhibicion acompetitiva por piruvato para la PK en U. maydis no se
presenta de la misma forma, ya que se muestra de forma competitiva en C.
reinhardtii (Wu & Turpin, 1992) frente a piruvato; esto destaca cémo los organismos
priorizan diferentes estrategias para regular el flujo de metabolitos en la glucdlisis.
En U. maydis, este tipo de regulacion podria estar vinculado a su capacidad para
derivar intermediarios hacia otras rutas metabdlicas como la gluconeogénesis o la

biosintesis de aminoacidos en respuesta a cambios ambientales.
8.3.2 La PFK-1 de U. maydis

De acuerdo con este estudio, la PFK-1 de U. maydis presenta una K, alta para FGP,
con lo que se puede inferir que esta enzima funciona de manera eficiente solo
cuando hay abundantes niveles de F6P en la célula y al mismo tiempo podria
generar una oOptima regulacion del flujo de la glucdlisis. De la misma forma este
suceso podria provocar que en situaciones de escasez de F6P, la PFK-1 no se
encuentre activada de manera eficiente y asi limitaria la entrada de glucosa hacia la
glucolisis y conserva recursos metabolicos que se pueden usar en otros momentos.
En un estudio sobre la PFK-1 de E. coli se mostré un comportamiento similar donde
la enzima se ajusta a la ecuacion de Michaelis-Menten cuando se incrementa la
concentracion de F6P. (Atkinson & Walton, 1965), de la misma forma en como se
mostréo para U. maydis; aqui se indicé que la enzima sigue este mismo modelo
cinético, al presentar una dependencia directa de la concentracién de F6P para su
actividad maxima. En Mpycobacterium tuberculosis (Snasel et al.,, 2021), la

comparaciéon entre las isoformas A y B muestran diferencias en la afinidad y la
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sensibilidad a ciertos inhibidores inhibidores: la isoforma A, es mas activa en la
glucolisis ademas de que muestra inhibicion por sustratos como F1,6BP y ADP, por
otro lado, la isoforma B no presenta alguna regulacién por moduladores, lo cual
destaca una funcionalidad diferenciada que optimiza la adaptacion metabdlica pero

dentro de un mismo organismo.

Cabe recalcar que la inhibicién de la PFK-1 por Mg-ATP, a pesar de ser su sustrato,
sugiere estar estrechamente relacionada con el estado energético de la célula; la
inhibicion por sustrato puede fungir como un mecanismo para que se evite un gasto
excesivo de glucosa para la via de la glucdlisis y asi poderse acoplar de acuerdo
con las necesidades energéticas de la célula. Ademas de resaltar la importancia del
suceso, este fenomeno se ha reportado en otros organismos de manera similar,
tales son los casos provenientes de eritrocitos de ratones y ratas, donde se reporta
que a concentraciones de Mg-ATP superiores a 0.4 mM se disminuye gradualmente
la actividad de la PFK-1 hasta alcanzar una inhibicion completa a 1 mM. (Kuhn et al.,
1974). Otro caso donde se presenta la inhibicién por su sustrato es en Setaria cervi,
la PFK-1 se también se inhibe a altas concentraciones de Mg-ATP; el articulo
sugiere que las concentraciones Optimas de Mg-ATP para la enzima debe ser por
debajo de 100 uM (Sharma, 2011). También se presenta en Lactobacillus bulgaricus
donde se observd una inhibicidon por sustrato a concentraciones superiores a 1 mM
de Mg-ATP (Paricharttanakul et al., 2005), sin embargo, en L. bulgaricus, este efecto
inhibitorio puede ser contrarrestado cuando la concentraciéon de F6P supera los 5
mM.

Por otro lado, en estudios de algunos mamiferos, como el mono (Sharma, 2011), es
necesario concentraciones entre 0.4 y 1 mM de Mg-ATP para la activacion de
PFK-1, a diferencia de algunos parasitos como Moniezia expansa, Ascaris suum,
Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi (Sharma, 2011) que requieren entre 50 y
200 yM de Mg-ATP para la activacion de la enzima; concentraciones mucho mas
bajas, lo que expone una diferencia en la regulacién de la actividad enzimatica entre
estos microorganismos y los vertebrados. De acuerdo con el estudio, el fendmeno
se puede explicar al plantear un modelo alostérico de la enzima, donde el Mg-ATP
se une a un sitio distinto al activo, lo que produce una conformacion de la enzima'y

reduce su actividad. Sin embargo, en U. maydis, la regulacion podria depender de la
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disponibilidad de sustratos (Mg-ATP y F6P), sin que se presente algun tipo de
conformacién alostérica como se plantea con otros organismos. Esto podria ser una
adaptacidon metabdlica especifica del hongo y presentar una mayor susceptibilidad a
la inhibicion por sustrato para que se genere una regulacion mas efectiva por

Mg-ATP con la finalidad de evitar un exceso de flujo glucolitico.

Asi como los productos de la PFK-1 para U. maydis se presentaron como sus
inhibidores, en caso competitivo con ADP y no competitivo con F1,6BP, en Bacillus
stearothermophilus, ADP y F16BP actuan como inhibidores: el ADP en
concentraciones de 0.05 a 0.5 mM disminuye significativamente la actividad
enzimatica al comportarse como un inhibidor de tipo competitivo, mientras que
F16BP, en concentraciones de 0.2 a 2 mM, muestra una inhibicion de tipo
acompetitiva (Byrnes et al., 1994). También es el caso de la PFK-1 de
Methanosarcina acetivorans, donde la F1,6BP y el ADP a una concentracion de 3
mM actuan como inhibidores competitivos, al mantener constante el valor de V,,,
pero un aumento en la K,,, confirmando su competencia directa con el sustrato por el

sitio activo (Santiago-Martinez et al., 2019).

En muchos organismos, el citrato y el malato actian como inhibidores de la PFK-1
un ejemplo es el mostrado por Teladorsagia circumcincta (Walker et al., 2012) y
Bacillus licheniformis (Marschke & Bernlohr, 1973), ambas metabolitos, al ser
reguladores tipicos del ciclo de Krebs; suelen indicar un estado energético alto en la
célula, y al mismo tiempo reduce la necesidad de continuar la glucdlisis y como
resultado genera la inhibicion de la PFK-1 para disminuir la produccion de ATP. Sin
embargo U. maydis no presenta este fendmeno, lo que podria inferir una adaptacion
para ser menos sensible a estos inhibidores y al mismo tiempo permitir un flujo
glucolitico mas preciso incluso en presencia de niveles elevados de estos
metabolitos, otro enfoque seria la relacién entre las diferencias en la regulacion
metabdlica y la estructura de la enzima en este organismo en comparacion con otros
organismos. En el caso de U. maydis, es posible que la PFK-1 tenga una estructura
con conformaciones diferentes o que su sitio de union a los inhibidores alostéricos
no sea tan accesible y en consecuencia se presente una menor afinidad por estas
moléculas. Se plantea la existencia de otras rutas regulatorias que cumplen esta

funcién, haciendo que la inhibicién por citrato y malato no sea necesaria 0 menos
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efectiva en el hongo. Por ejemplo, la regulaciéon de la glucdlisis en este organismo
podria depender mas de otros metabolitos o condiciones ambientales especificas
que no estan presentes en otros sistemas estudiados. Es posible que la falta de
inhibicion por citrato y malato sea una adaptacidén evolutiva que le permite a U.
maydis mantener una mayor flexibilidad en su metabolismo, para que pueda
asegurar un flujo constante a través de la glucdlisis incluso cuando hay una

acumulacion de intermediarios del ciclo de Krebs.

8.4 Perspectivas

El estudio presenta algunas restricciones, entre las que sobresale la ausencia de
pruebas adicionales con moléculas capaces de eliminar o reducir la inhibicién por
sustrato de la PFK-1 en presencia de Mg-ATP, tal como se sefiala en el debate de
resultados presentados en multiples investigaciones. A pesar de que este efecto
inhibidor ha sido detectado, no se han investigado posibles moduladores que
podrian mitigar dicha inhibicion, lo que resulta esencial para un entendimiento mas
integral de la regulacién de la PFK-1. Adicionalmente, el estudio de otras moléculas
ya sea para la PFK-1 o la PK, podria facilitar un estudio mas extenso acerca de su

posible papel como factores en la cinética de estas enzimas.

Otra limitacion importante presente en el estudio es la ausencia de la cristalizacion
de las enzimas. La cristalizacion permitiria realizar estudios estructurales detallados,
generando una vision mas clara de la interaccidén de la enzima con sus sustratos y
productos durante la reaccidon. De esta forma se podria facilitar la identificacion de
sitios de union y si existiera el caso la presencia de conformaciones alostéricas que
podrian explicar de manera mas precisa los diferentes tipos de inhibicion
observados con diversas moléculas. También la estructura cristalina podria revelar
puntos claves en la dinamica de la enzima, y de esta forma aclarar como los
productos de la reaccién influyen en la actividad enzimatica y contribuyen a la
inhibicion observada. Al no existir a la fecha informacidn cristalografica de las
enzimas, las interpretaciones sobre los mecanismos de inhibicion son limitadas
unicamente basados en los modelos cinéticos postulados que, aunque informativos,
no pueden capturar completamente la complejidad de las interacciones moleculares

involucradas.
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Un caso ilustrativo seria entender cémo las fluctuaciones en la concentracion de
metabolitos durante el ciclo vital del hongo influyen en la actividad de PK'y PFK-1. A
pesar de esto, la investigacion se ha enfocado principalmente en la descripcidon
cinética y estructural de las enzimas. No obstante, son escasas las investigaciones
de validacion funcional que verifiquen que las conductas detectadas in vitro se

manifiestan en la fisiologia y metabolismo auténtico del hongo.
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9. Conclusiones

e El sistema 6ptimo de expresion en la PK de U. maydis fue con E. coli BL21 DE3,
en esta cepa se obtuvo una expresion fuerte de la enzima y una alta actividad
catalitica realizando la induccion con 100 uM de IPTG durante 12 h a una
incubacion de 16 °C.

e El sistema 6ptimo de expresion en la PFK-1 de U. maydis fue E. coli BL21 Gold
pLysS (DE3) mostrando una expresion amplia de la enzima y alta actividad
catalitica con una induccion de 100 pM de IPTG durante 12 horas a una
incubacion de 16 °C.

e LaK,y V,.,parala PK en U. maydis con ADP como sustrato fue de 0.25 +0.02
mM y 170.87 + 5.59 pmol/min-mg de proteina, respectivamente. La enzima se
ajusta al modelo cinético de tipo Michaelis-Menten.

e LaK,y V,., de PKen U. maydis con PEP como sustrato variable fue de 0.07 +
0.01 mMy 174.09 + 7.95 uymol/min‘mg de proteina, respectivamente. La enzima
sigue un modelo cinético de tipo Michaelis-Menten.

e La PK muestra una inhibicion competitiva para el Mg-ATP con una K; de 2.85 +
0.51 mM y una inhibicion acompetitiva (no competitiva) por el piruvato con una K;
de 10.72 £0.85 mM teniendo como sustrato variable al PEP.

e LaK,y V,., dela PFK-1en U. maydis con Mg-ATP como sustrato variable fue de
0.30 £ 0.12 mM y 45.25 + 9.74 ymol/min-mg de proteina, respectivamente. La
enzima sigue un modelo de inhibicién por sustrato Mg-ATP a concentraciones
mayor a 1 mM.

e LaK,yV,., dela PFK-1en U. maydis con F6P como sustrato fue de 3.26 + 0.47
mM y 85.23 £ 5.54 ymol/min'mg de proteina, respectivamente. La enzima sigue
un modelo cinético del tipo Michaelis-Menten.

e La PFK-1 muestra una termoestabilidad entre los 30 °C y los 45°C; al llegar a los
50 °C pierde su actividad catalitica.

e La PFK-1 es inhibida competitiva por el ADP con una K; de 0.36 £0.04 mM y la
fructosa 1,6 bisfosfato es un inhibidor acompetitivo de la PFK1 con una K, de
0.32 £0.03 mM.

e El citrato y el malato no son reguladores negativos de la PFK1.
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