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RESUMEN

Las LAPs pertenecen a las familias M1 y M17 constituyen un grupo de metalopeptidas dependientes del
idn zinc y/o manganeso. Poseen funciones diversas como la inactivacion de polipeptidasas, regulacion
de la meiosis asi como en paréasitos se propone como blanco terapéutico para una posible vacuna. En
nuestro laboratorio en 2007 se puso en evidencia una nueva exopeptidasa citosdlica en la levadura
Schizosaccharomyces pombe, denominada Leucin-aminopeptidasa yspll (LAPyspll), es dependiente de
Mn?*, pertenece a la familia M17, es una proteina hexamérica de 320 KDa, con mondmeros de 54 KDa.
Aln no se conoce si tiene Zn?* y/o Mn?* en su sitio activo. Para avanzar en la caracterizacién molecular,
se obtuvo una cepa productora de la LAPyspll en la levadura Pichia pastoris (PpX33-LAPII) donde al
gen de la alcohol oxidasa (AOX1) del cromosoma de la cepa X33, se le insert6 el ORF del gen ape2, el
ORF cuenta con un factor o, que codifica para una secuencia sefial que le permita a la proteina ser
expulsada al medio extra celular, también cuenta con un motivo de 6 histidinas (his-6x) lo que facilita
su purificacion e identificacion por western-blot. EI gen ape2 se insertd por desplazamiento del gen
AOX1, teniendo asi un fenotipo Mut+, esto quiere decir que cuando se pone la cepa en presencia de
metanol como fuente de carbono, se enciende el gen AOX1 para su crecimiento y sobreexpresion de la
LAPyspll.

El objetivo del presente trabajo de tesis es producir la LAPyspll recombinante en Pichia pastoris
purificarla por cromatografia de afinidad por inmovilizacion de metales (IMAC), determinar los
parametros cinéticos, asi como también la determinacion de metales en su estructura por el método de
PIXE.

Se obtuvo que al dia 4 de crecimiento con metanol se encuentra la mayor produccion de enzima en el
medio libre de células. Se concentrd la LAPyspll recombinante precipitando con sulfato de amonio al
80% de saturacién, trabajando de esta forma con la estructura monomérica, se purificd en una sola etapa
con laresina de IMAC-NTA-Ni%, eluyendo con 600mM de imidazol en dos etapas con NaCl (0.5y 1M),
obteniendo un rendimiento de 35.1 % y un factor de purificacién de 3.68. El analisis electroforético de
PAGE-SDS y Western-blot de la fraccion de elucion muestra que se obtiene una preparacion homogénea
de alta pureza.

Con respecto al estudio cinético observamos que la Km de la LAPyspll recombinante es alrededor de 10
veces menor en comparacion con la LAPyspll nativa es decir que la recombinante tiene mayor afinidad,
sin embargo la recombinante presenta valores menores de Vmax, asi como de la constante de velocidad
de recambio kp lo que nos indica que la recombinante es mas lenta en la segunda etapa donde el sustrato
se transforma a producto. Al determinar la eficiencia cinética (kp/Km) los valores son similares tanto de
la LAPyspll recombinante (3.4 X 10° M-1s) como de la nativa (6.6 X 10° Ms?), lo que nos permite
concluir que son parecidas en su eficiencia cinética tanto en la estructura hexamérica de la LAPyspll
nativa como en la estructura monomérica de la LAPyspll recombinante.

Por ultimo dado que la LApyspll es una enzima dependiente de manganeso, para avanzar en la estructura
molecular y el mecanismo cinético de la enzima es importante conocer el metal (Mn?* y/o Zn?*) de la
LAPyspll. Se utilizo el método de Pixe, siendo un método de rayos X no destructivo y se puede hacer a
partir de la proteina en los geles de poliacrilamida. Se envié (29-agosto) el gel deshidratado con
diferentes concentraciones de la LAPyspll recombinante al Instituto de Fisica de la UNAM con el Dr.
José Luis Ruvalcaba, pero debido al mantenimiento del equipo y fendmenos naturales estamos en espera
de los resultados.



1. INTRODUCCION

El término proteina deriva del griego "proteos” (lo principal) y habla de su gran importancia
para los seres vivos, constituyen el 50% del peso seco de la célula (15% del peso total) por lo
que representan la categoria de biomoléculas més abundante después del agua?. Sin embargo su
importancia reside en su versatilidad y abundancia, puesto que las proteinas estan involucradas
en todos los procesos celulares. Las proteinas son las moléculas estructuralmente mas
complejas y funcionalmente mas sofisticadas que se conocen. La estructura y las propiedades
quimicas de cada una se han ido desarrollando y afinando a lo largo de miles de millones de
afios de historia evolutiva, bajo esta perspectiva las enzimas proporcionan las intricadas

construcciones moleculares que facilitan la gran cantidad de reacciones quimicas de una célula?.

Por lo anterior, las proteinas estan en un constante recambio dentro de las células; su sintesis y
degradacidn estan controladas de manera especifica, para mantener un equilibrio dentro de la
célula®. La degradacion por proteasas constituye el proceso regulador que determina el nivel o
concentracion de una proteina en algin momento dado del ciclo celular, ademas de ser un
mecanismo fundamental para el control postraduccional de un gran nimero de productos

celulares®.

1.1. Protedlisis

La protedlisis es un proceso catabdlico efectuado por enzimas proteoliticas y proteasas o
péptidos hidrolasas, las cuales hidrolizan enlaces peptidicos de proteinas originando péptidos
de menor tamafio o liberando aminoacidos, no requieren de coenzimas, aungue en ocasiones
necesitan un ién metalico®. Este proceso se puede considerar como un mecanismo presente en
todas las etapas de la vida celular y que regula la concentracion de proteinas, que junto con los
mecanismos de control transcripcional y traduccién de proteinas; mantienen en equilibrio en

cuanto a la produccion y degradacion de las mismas >

Las proteasas inician, modulan y terminan una amplia gama de funciones celulares importantes

que conllevan al procesamiento de moléculas bioactivas, por tanto directamente controlan
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procesos bioldgicos esenciales, tales como: la replicacion del ADN, la progresion del ciclo
celular, la proliferacion celular, la morfogénesis y remodelacion de los tejidos, la extension
neuronal, la hemostasia, la cicatrizacion de heridas, la inmunidad, la angiogénesis y la
apoptosis®. En 1942, Rudolf Schoenheimer determiné que la protedlisis es importante para
mantener concentraciones contantes de proteinas’. La protedlisis esta involucrada en varios
procesos como: la regulacion de la actividad de factores de transcripcion, la presentacion
antigénica por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC 1), el ciclo celular, el ciclo litico
del bacteriofago A, el desarrollo embrionario y las rutas de sefalizacion celular como la que
conduce a la apoptosis®. Los mecanismos de la proteélisis no sélo son responsables del recambio
proteico, la regulacion de la homeostasis celular o la supervivencia sino también del
envejecimiento celular ya que estos mecanismos se ven afectados en etapas finales del ciclo de
vida celular y esto se debe gue a nivel genético estos mecanismos estan controlados y regulados

por sistemas proteoliticos que contribuyen inevitablemente, a la biologia del envejecimiento®.

El “recambio proteico” es la base de la proteolisis propuesta por Schimke y Doyle en 1970, el
cual permite que se conserve la concentracion intracelular de las proteinas®. En las levaduras,
la vacuolas es el principal sitio de recambio proteico, capaz de reclutar numerosas proteinas por
macrofagia (mecanismo del recambio del material citoplasméatico cuando ocurre una
disminucién de nutrientes) o en distintas vias'?, como la ruta de transporte retrogrado del

citoplasma a la vacuola (Ruta CTV) %2,

1.2. Sefiales quimicas para el recambio

La degradacidn selectiva de proteinas es vital en todos los organismos, por lo que las moléculas
deben mostrar secuencias o estructuras para ser reconocidas como sefiales de degradacion por

el sistema proteoliticos.

Las tasas de recambio de las distintas proteinas varian hasta 1000 veces, mientras que las
diferencias de estabilidad de las proteinas, medidas segln la desnaturalizacion, pueden ser
mucho menores. En la actualidad se conocen hasta seis caracteristicas estructurales a las que se

consideran factores determinantes de la tasa de recambio: ubiquitinacion, oxidacion de
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determinados residuos, secuencias PEST, cajas de destruccion de ciclinas, determinados
residuos N-terminales y la presencia del Pentapéptido KFERQ 4 estas sefiales funcionan como

sefial de envié al lisosoma frente a la disminucidn de nutrientes?®.

1.2.1. Ubiquitinacion

La ubiquitina es una proteina pequefia (76 aminoacidos) que se encuentra en todas las células
eucariotas y debe su nombre a su amplia distribucion. Pertenece a una clase de proteinas que se
denominan proteinas de agresion o proteinas de choque térmico (hsp), ya que su sintesis se
acelera o se inicia cuando las células son agredidas. La ubiquitina experimenta una reaccion
dependiente de ATP, que condensa los residuos de glicina del extremo C-terminales de la
ubiquitina con grupos amino de lisina de la proteina a marcar. Estas proteinas modificadas se
degradan poco después por un complejo proteolitico (proteosoma 26S) que reconoce al
marcador ubiquitina'4. El sistema ubiquitina proteasoma (UPS), es altamente dindmico y
consiste en ubiquitinacion y desubiquitinacion que modulan la estabilizacion y degradacion de
proteinas, ha surgido como un importante regulador del recambio proteico con la finalidad del
mantenimiento de la homeostasis y viabilidad celular, presenta multiples niveles de control de
transcripcion y traduccion de genes para la degradacion de proteinas innecesarias o de vida
corta, esto gracias a que cuenta con diversos puntos de control y ciclos de retroalimentacion

para asegurar que la homeostasis proteica mantenga en equilibrio a la célula®.

1.2.2. Residuos Oxidados

Los residuos de aminoacido como la lisina, arginina y prolina son los mas susceptibles a la
oxidacion, sin embargo los residuos que estan alterados por oxidasas o por ataque de especies
reactivas de oxigeno (ROS) promueven la degradacion proteica, por las proteasas citosolicas'®.
Earl Stadtman y sus colaboradores han demostrado que muchas proteinas experimentan una
oxidacion en determinados residuos aminoacidicos promoviendo condiciones que generan
ROSY. Donde la acumulacion de proteinas con dafios oxidativos mas alla de la capacidad de la
célula para degradarlas y sustituirlas, parece que contribuye de manera importante al

envejecimiento celular'4, asi como en procesos inflamatorios, ya que con el aumento de ROS se
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presenta el estrés oxidativo, el cual, puede desencadenar cambios mitocondriales, ademas, el
exceso de suministro de nutrientes, que puede abrumar al ciclo de Krebs y a la cadena
respiratoria mitocondrial, causando una disfuncién, lo que puede conducir a la apoptosis

celulars,

1.2.3. Secuencias PEST

Proteinas con una vida media menor de 2 horas, ricas en regiones que contienen los aminoacidos
prolina, glutamato, serina y treonina (P, E, S y T) respectivamente. A estas regiones, de entre
12 y 60 residuos de longitud, se las conoce como secuencias PEST, ubicado en el extremo
carboxilo que apunta a la proteina para su degradacion®®. Son muy pocas las proteinas de vida
media larga que contienen estas regiones. Parece probable que las regiones PEST forman parte
de un esquema de reconocimiento para los sistemas enzimaticos que degradan las proteinas de

vida media corta, que posiblemente incluya el sistema de marcado de la ubiquitina.

1.2.4. Ciclinas

Las ciclinas son proteinas relacionadas con el control del ciclo celular de eucariotas que han de
ser degradadas para que la célula continle desde metafase a anafase. Se trata, de una
degradacion muy controlada, dependiente de un paso previo de marcado de la ciclina con
ubiquitina!®. Algunas proteinas (ciclinas mitéticas) participan en la regulacion del ciclo celular
tienen una secuencia llamada caja de destruccion (RAALGNISN) que es reconocida por un
dominio Ubicuitina Ligasa correspondiente? y en casi todas las ciclinas se ha localizado esta
secuencia sefial formada por 9 aminoacidos que se encuentra presente entre los residuos 13 y 66

de la secuencia proteica?.

1.2.5. Residuos N-terminales

El residuo N-terminal de una proteina es parcialmente responsable de su susceptibilidad a la
degradacion. Un residuo N- terminal de Phe, Leu, Tyr, Trp, Lys, Arg, lle o His esta relacionado

con una vida metabolica corta, mientras que las proteinas con otros aminos terminales tienen
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una vida més prolongada®, este extremo es la primera parte de una proteina que sale del
ribosoma durante la sintesis proteica, contiene, generalmente, secuencias que actGan como

sefiales de destino intracelular, que permite la entrega de la proteina en el lugar designado??.

1.2.6. Pentapétido KFERQ

Son secuencias peptidicas que marcan proteinas citosolicas para su protedlisis lisosomal, siendo
esta secuencia una de las sefiales para que las proteinas entren en los lisosomas. Este marcaje de
proteinas no esta relacionado con la ubiquitina, pero existen otras hsp (hsp73 citosélica e
intralisosémicas) que reconocen estas secuencias'4, Como sucede con la prote6lisis lisosémica,
que se caracteriza por la seleccion selectiva de proteinas que estan bioquimicamente
relacionadas con este pentapéptido KFERQ, debido a que es esencial para mantener la
homeostasis celular y la supervivencia mediante la degradacion selectiva de proteinas
citosolicas mal plegadas, oxidadas o dafiadas?.

1.2.7. Mecanismo general de la proteolisis

Las proteasas tiene la funcion de hidrolizar enlaces peptidicos (figura 1). Es por ello que el
mecanismo mas comun es la polarizacion del enlace peptidico por un ataque nucleofilico sobre
el enlace carbono-oxigeno (regulado por una molécula de agua) asistido por la donacion de un
proton al nitrégeno peptidico. En las enzimas proteoliticas, varios residuos de aminoacidos
toman la funcion de nucleofilos y otros actian como donadores de protones.

Por lo cual una protedlisis es una reaccion irreversible y exergoénica, con lo cual no se aporta

energia salvo cuando es especifica?.
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Figura 1. Rompimiento de un enlace peptidico por ataque nucleofilico
Tomado y modificado Sergey, 201425,

1.3. Clasificacion de las proteasas

Las proteasas también llamadas peptidasas se clasifican de manera general en dos grupos
principales:
e Endoproteasas: Actlian sobre enlaces peptidicos internos de proteinas y péptidos.
e Exoproteasas: Actlan sobre enlaces peptidicos externos de péptidos y proteinas y se
subclasifican en carboxipeptidasas las cuales actian removiendo aminoacidos del extremo
C- terminal y las aminopeptidasas, actian sobre el extremo N-terminal de péptidos y

proteinas®.

Una clasificacion complementaria y mas especifica fue propuesta por el Comité de
Nomenclatura de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-UIBMB), y
esta basada en los residuos del sitio activos e inhibidores, teniendo 4 grandes familias (tabla 1).



Tablal. Clasificacion de enzimas proteoliticas segun el NC-ITUBMB

Familia Proteasa Aminoacidos del sitio  Inhibidores
representativa activo caracteristicos
Serin proteasas | Quimiotripsina Aspt®? Ser! e His*’ DFP, PMSF y TLCK
Serin proteasas Il Subtilisina Asp®2, Ser??! e His DFP, PMSFy TLCK
Cistein proteasa Papaina Cis®, His™ e Asp™°® lodoacetato, PCMB,
PHMB, N-
etilmaleimada, E 64
Aspartico proteasas  Penicilopepsina Asp® y Asp?® Pepstatina A
Metaloproteasas |~ Carboxipeptidasa ~ Zn, Glu?"® y Tyr?4® EDTA, EGTA, 1-10
A bovina fenantrolina y
cloroquina
Metaloproteasas Il Termolisina Zn, Glu!*® e His?! EDTA, EDTA, 1-10
fenantrolina y
cloroquina

1.4. La familia Leucin aminopeptidasa (LAPS)

Las Leucin aminopeptidasas (LAP E.C.3.4.11-X) son exopeptidasas que cataliza la hidrolisis

principalmente de la leucina del extremo amino terminal de las cadenas polipeptidicas?’ (figura

2).
CH3
CH3
CH3
0 CH3 0
\HJVK) " 0 HaN
| -

H3+N ; S e H3+N " i

0 R 0 R
Polipéptidos (n1 residuos) Leucina Polipéptidos (n-1 residuos)

Figura 2. Leucin aminopeptidasa, hidrolisis N-terminal de un polipéptido
Tomado y modificado de Worthington Biochemical Corporation?.



Las LAPs pertenecen a las familias M1 y M17, constituyen un grupo de metalopeptidasa
ubicuas, dependientes del i6n zinc, que cataliza la remocion de residuos de leucina de proteinas
y péptidos. Ademas, tienen distintas especificidades de sustrato?®. Estas enzimas fueron las
primeras proteasa descubiertas en tejidos de animales y un gran ndmero ha sido caracterizado.
Las metaloaminopeptidasas son hidrolasas donde el ataque nucleofilico del enlace peptidico esta
mediado por una molécula de agua que es activada por un cation metéalico divalente como Zn?*,
Co?* ylo Mn?*, algunas LAPs requieren un Gnico ion metélico, mientras que otras requieren dos
iones metalicos. Los ligandos metalicos son los residuos His, Glu, Asp o Lys.?% %,

Las LAPs estan ampliamente distribuidas, son ubicuos en la naturaleza, se encuentran en todos
los organismos desde bacterias hasta humanos y plantas, tienen funciones muy diversas y
especificas, algunos ejemplos son:

e LaLAP del cristalino bovino pertenece a la familia M17, es hexamérica, tiene dos sitios
de union a dos iones Zinc para la catélisis, los bajos niveles de LAP durante la
maduracion y el envejecimiento se ha relacionado con la formacion de cataratas, debido
a la acumulacion de proteinas no degradadas, presenta una km de 7.3 uM y una Vmax
4.6 nmoles /h13L,

e LaLAP-N en humanos, pertenece a la familia M1, es una proteina dependiente de Zn?*,
es importante para la inactivacion de polipeptidasas de transmisién sanguinea como las
encefalinas, y la interleucina 822,

e La LAP de Fasciola gigantica, pertenece a la familia M17, es una proteina manganeso
dependiente, esta presente en todas las etapas de crecimiento de este parasito, por lo
cual se propuso como blanco para una posible vacuna®3.

e LaLAP de E. Coli, pertenece a la familia M17, es una proteina dependiente de Zn?*,
comprende dos enzimas a PepA y la PepB, las cuales sirven como aminopeptidasas y
como proteinas de union al DNA que regulan tanto la recombinacion sitio especifica
como el control transcripcional®* 2.

e La LAP del hongo C. cinereus, pertenece a la familia M1, y tiene una relacion entre

los iones de Mg?*, también se ha implicado en el desarrollo meiotico®.



1.5. Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) pertenece al reino de los hongos, es un ascomiceto o
basidiomiceto unicelular predominante en su ciclo de vida, generalmente caracterizados por
dividirse asexualmente, no tienen estructuras productoras de esporas, presenta forma bacilar, es
no patégeno, que se reproduce de manera asexual por fision binaria®’. Es genéticamente distante
de la levadura de gemacion Saccharomyces cerevisae, el linaje de Schizosaccharomyces se
separ0 hace 330 a 420 millones de afios para formarse una rama ancestral denominada
arqueascomicetos 38 3°. Fue aislada por primera vez de la cerveza de mijo proveniente del este
de Africa en 1893 por Linder#°. Se cultivan como células haploides y/o diploides. Son células
cilindricas de 3 a 4 um de diametro y de 7 a 15 um de largo en estado haploide;4 pm a5 um de
diametro y 10 a 25 um de largo en estado diploide, pueden reproducirse por dos vias una mitética

0 vegetativa y otra meidtica y esporulacion*®: 42 (figura 3).

Figura 3. Schizosaccharomyces pombe
Tomado Stevan 20124,

Esta levadura se reproduce normalmente siguiendo un ciclo celular eucariota con fase G1, S,
G2 y M. Schizosaccharomyces pombe puede seguir una divisién mitética, pero bajo ciertas
condiciones, dos células haploides pueden sufrir un proceso de fusién para formar una célula
diploide. Este proceso ocurre entre dos células de tipo sexual opuesto, donde intervienen un tipo

de Proteinas de bajo peso molecular, conocidas con el nombre de feromonas. Las células de tipo
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sexual opuesto y que concluyen en el proceso de apareamiento o conjugacion, donde el resultado
es la formacién de una célula diploide, que puede multiplicarse por division mitética o sufrir
meiosis y posteriormente, el proceso de esporulacién, dando lugar a esporas haploides que

germinan en las condiciones adecuadas, para completar el apareamiento (figura 4).

G2 ccip”
HAPLOIBE """

J weiosis

Esporulacion
A

CICLO
DIPLOIDE

Figura 4. Proceso de division mitdtica y proceso de conjugacion en Schizosaccharomyces
pombe. Tomado de Regidor 20014,
Schizosaccharomyces pombe, en condiciones normales, es capaz de crecer siguiendo el ciclo
mitotico, pero cuando ambos tipos sexuales se encuentran en cultivo y existe un agotamiento de
los nutrientes, estas células pueden abandonar el ciclo mitético y conjugarse dando lugar a un
diploide inestable, debido a que sufre inmediatamente un proceso de esporulacion, dando lugar
a cuatro ascosporas haploides de 1-2 u de diametro que en las condiciones adecuadas, daran

lugar a cuatro células haploides.
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S. pombe presenta dos tipos sexuales reconocidos como P o h* y M o h", definidos por el locus
matl. Las células haploides, que presentan el segmento denominado mat1-P en dicho locus, con
los genes matl-Pc y mat1-Pm, pertenecen al tipo sexual P o h* y las que presentan el matl-M,
que codifica los genes matl-Mc y mat1l-Mm, son M o h". Los genes matl-Pc y matl-Mc son
imprescindibles para la expresion de las feromonas y sus receptores, la expresion de todos los

genes matl es necesaria para llevarse a cabo el proceso de esporulacion®* 45,

1.5.1. Sistema proteolitico de Schizosaccharomyces pombe

En la levadura de fision S.pombe la informacién de las proteasas es limitada, se han descrito 8
enzimas intracelulares proteoliticas: dos endoproteinas yspA y yspB, una carboxipeptidasa, una
aminopeptidasa yspl, una dipeptidilaminopeptidasa yspl, una leucinaminopeptidasa yspll y dos
complejos proteoliticos, la peptidasa multicorn y el proteosoma 26546 47,

La Leucin aminopeptidasa yspll es motivo de éste trabajo por lo que la mencionamos mas

adelante en los antecedentes.

1.6. Proteinas recombinantes

La biotecnologia estad implicada en la produccion de las proteinas recombinantes a partir de
diversas fuentes naturales como plantas, animales o microorganismos. También gracias a la
ingenieria genética estas proteinas recombinantes se pueden modificar antes de su produccion.
Asi, se les pueden poner etiquetas que las identifiquen y/o faciliten su purificacion, y también
se pueden fusionar con proteinas reporteras para su facil deteccion*®. Para la expresion de estas
proteinas recombinantes, se utilizan diversos vectores, actualmente el uso de estas proteinas
recombinantes es una tecnologia avanzada ya que con los métodos de cDNA y PCR apropiados,
los vectores de expresion pueden construirse rapidamente, donde después de la determinacion
de la secuencia de las construcciones, los vectores se introducen en el huésped (sistema de
expresion) obteniendo cepas productoras de la proteina de interés°.

Actualmente se ofrecen en el mercado una variedad de proteinas de origen recombinante con
una cantidad importante de aplicaciones. La lista se incrementa dia a dia, lo cual impulsa el

mercado biotecnoldgico e implica un interés comercial en la investigacion en este campo °°.
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Tabla2.Proteinas recombinantes expresadas en diferentes levaduras®?.

CEPA. PROTEINA.
S. cerevisiae. IFN-a
IFN-y
HbsAg
Insulina
EFG Humano
Hurnidma.
P. pastoris. HbsAg
EFG Humano
TNF Humano
IL-2
HIV gpl120
HSA
Anticuerpos.

S. pombe. Factor XIIIa
Antitrombina IIT

En la tabla 2, se muestras algunas proteinas recombinantes que han sido expresadas en distintos
tipos de cepas pertenecientes a diferentes levaduras. Por ello, las estrategias de purificacion
para obtener a las proteinas recombinantes en concentraciones altas deben ser elaboradas para
cada caso en particular. EI hecho de tener la proteina purificada a homogeneidad da pauta para
estudios mas finos ya sea a nivel estructural como la cristalografia de proteinas, la cuantificacion
de metales, asi como a nivel funcional en la generacion de anticuerpos y el mapeo in vitro de

interacciones proteina-proteina® 2.

1.7.Sistemas de expresion

Un sistema de la expresion son células adaptadas a sobreproducir una proteina recombinante a
partir de un gen foraneo. Para ello los hospederos son de dos categorias: los sistemas
procaridtico y sistemas eucaridticos. Los sistemas procariotas generalmente son mas sencillos

de manipular y satisfactorios para la mayoria de los procesos. No obstante, hay diferentes
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limitaciones al emplear células procariotas en la produccion de proteinas eucariotas debido a
que muchas de ellas requieren para ser biolégicamente activas, de una variedad de
modificaciones postraduccionales, tales como un correcto plegamiento, glicosilacion,
fosforilacion, formacion de puentes disulfuro, etc., por ello los sistemas eucariético como las
levaduras, como Pichia pastoris, S.pombe y S. cerevisiae, ya han sido ampliamente descritas
como sistemas de expresion eficientes para la produccion de proteinas recombinantes

eucariotas® %4,

1.8. Pichia Pastoris
La levadura Pichia pastoris (figura 5), también llamada Komagataella pastoris, s una especie
de levadura metilotréfica (capaz de crecer en metanol como Unica fuente de carbono), se utiliza
con frecuencia como un sistema de expresion para la produccion de proteinas. Tiene una alta
tasa de crecimiento, también cuenta con la capacidad de crecer en un medio simple y
econodmico, por ello se vuelve adecuada para la produccion a pequefia y gran escala. Esta
levadura es similar a la bien estudiada Saccharomyces cerevisiae con condiciones de
crecimiento y tolerancias similares®®. Es utilizada tanto para investigacion basica como para
fines industriales, debido a su facil manipulacién genética, a los altos niveles de produccién de
la proteina de interés, la habilidad de realizar modificaciones postraduccionales similares a las
de los organismos eucariontes superiores (glicosilacion, puentes disulfuro y procesamiento

proteolitico) que generan un plegamiento correcto de la proteina.
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Figura 5. Pichia pastoris
Tomada y modificada Nature Biotechnology®®.

Esta levadura como sistema de expresion cuenta con una amplia gama de vectores con diferentes
caracteristicas de sobreproducir la proteina de interés. Emplea vectores de integracion, es decir
para que el gen de interés pueda ser integrados al cromosoma de la levadura; en estos vectores
se puede integrar un factor que sefializa a las proteinas recombinantes para ser expulsadas al

medio libre de células, lo que facilita su posterior purificacion®.

La produccion de proteinas recombinantes en la levadura Pichia pastoris tiene grandes ventajas
sobre otros sistemas de expresion procariotas y eucariotas: 1. Tasa de crecimiento rapido,
acoplado a una facil fermentacion celular de alta densidad, por la generacién de biomasa; 2.
Altos niveles de expresion en un medio casi libre de proteinas, debido a la integracion de
etiquetas como el o factor; 3. Eliminacion de la contaminacion con endotoxinas y bacteriéfagos;
4. Fécil manipulacion genética y disponibilidad para la caracterizacion de vectores de expresion
de levaduras; 5. El desconocimiento de patogenicidad humana; 6. Puede realizar diversas
modificaciones postraduccionales que incluyen: plegamento del polipéptido, glicosilacion,
metilacion, acilacion, regulacién proteolitica y orientacion a los espacios subcelulares; 7. La
capacidad de secretar proteinas que pueden ser purificadas en el medio de cultivo libre de

células.
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Como ejemplos tenemos que P. pastoris se ha utilizado para la produccién de diversas proteinas

recombinantes de interés, como las que se muestran % (tabla 3).

Tabla 3. Levadura Pichia pastoris como un sistema de expresion para diferentes proteinas®.

Expression systems  No. Protein Species PDB code
Yeast Pichia Pastoris 1 Kvl.2 with B subunit Drosophila melanogaster 2A79

2 Kvl1.2-Kv2.1 paddle Rattus norvegicus 2ROR

3 Kv2.lpaddle-Kv1.2 (F233 W) Rattus norvegicus 3LNM

4 Kir2.2 Inward-Rectifier Guallus gallus 3YC

5 GIRK2 (Kir3.2) channel Mus musculus 38YO

6 Kppl.l(KWIK-1) Homo sapiens 3UKM

7 Kjp4.1(TRAAK) Homo sapiens 3UM7

8 Calcium release-activated calcium channel Drosophila melanogaster 4HKR

0  SoPIP2:1 Spinacia oleracea 1798 2B5SF

10 HsAQP> Homo sapiens 3DOS

1.9. Expresion de proteinas heterologas en Pichia pastoris

La presencia de metanol es esencial para obtener altos niveles de transcripcion del gen foraneo,
ya que este es el Unico inductor para los sistemas de expresion en P. pastoris, basados en el gen
AOX1 y su concentracién tiene un importante efecto en la produccion de las proteinas
heter6logas, donde la Alcohol Oxidasa | (AOX 1) es indetectable en células cultivadas en
medios con fuentes de carbono como glucosa. No obstante, esta enzima puede llegar a
representar el 30% del total de las proteinas solubles de la levadura crecida en metanol. Estos
hallazgos permitieron anticipar que la sintesis de la AOX | se podria regular a nivel
transcripcional y que el promotor para el gen AOX1 podria ser Gtil para controlar la expresion
de genes heter6logos. De manera el vector de expresion esta bajo el control del promotor AOX
los genes foraneos pueden encenderse o apagarse dependiendo de la fuente de carbono, asi una

fuente de carbono diferente al metanol reprime al promotor y una fuente de metanol, activa al
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promotor, observandose el efecto en la expresion del gen heterdlogo (figura 6). Ademas, un
exceso de metanol podria afectar la eficiencia de transcripcion del pAOX1 y la actividad
metabolica celular. Ya que cuando las células son cultivadas con elevadas concentraciones de
metanol se puede producir la acumulacién a niveles toxicos de formaldehido y Por lo tanto, un
adecuado control de la concentraciéon del metanol durante la etapa de induccién es un factor
crucial para el éxito en la produccion de las proteinas heterélogas®’. Por otra parte este mismo
gen AOX1 favorece la integracion por recombinacion homdlaga del vector linearizado al
cromosoma, de dos maneras: por interrupcion obteniendo un fenotipo Mut® donde la levadura
pierde su capacidad de crecer en metanol 6 por desplazamiento obteniendo el fenotipo Mut®
donde la levadura crece en metanol (figura 6).

Mut®
£
pPICZalfaB LAP2 pmil xbal ®
5080 bp 2
% Mut*
ﬁ X LAPyspll 5 AOXY or soxf:ARGE 1T 3

Desplazamiento

8§  AOX1oraox1=ARG4 L1 3

Genoma de P. pastoris
Figura 6. Vector de expresion usado en la expresion de proteinas en Pichia pastoris e

integracién al cromosoma para la produccion de la proteina de interés.
Tomado y modificado Invitrogen™.
Cabe mencionar que algunas Leucinas aminopeptidasas, expresadas de manera recombinante
en P. pastoris pueden tener un impacto tanto en la industria como en la investigacion. Por
ejemplo lo que ocurre en el caso de una “Leucin aminopeptidasa” de Aeromonas Proteolitica
(AAP), la cual es una proteina comercial (CAS Number: 37288-67-8), que también se usa para

la investigacion, donde la proteina fue inmovilizada sobre particulas sintéticas de doble

17



hidroxido (LDH) que contienen Mg?* y AI**, obteniendo que la enzima no se intercala entre las
capas de LDH, sino que se une a la superficie, permitiendo la catalisis de L -Leucina- p-
nitroanilida, demostrando, que la AAP inmovilizada permanece disponible para el sustrato y
conserva su actividad catalitica, mientras que los experimentos de reciclaje revelaron que las
particulas de AAP / LDH se pueden recuperar y reutilizar varias veces sin una pérdida apreciable
de actividad. Lo cual nos lleva a ver la importancia de la enzima LAPyspll, no solo para

caracterizarla, si no contemplar que puede tener un impacto a nivel industrial®®.

1.10. Purificacion de proteinas recombinantes

La purificacion de proteinas requiere de métodos generales, sin embargo, cada proteina tiene
caracteristicas individuales, por lo que se han desarrollado protocolos y estrategias especificas.
La produccion de un gran nimero de proteinas recombinantes ha generado nuevas metodologias
para mejorar la eficiencia y el rendimiento de la purificacion®® 60,

La introduccion de etiquetas de afinidad es una herramienta importante para la purificacion de
proteinas recombinantes; su introduccién a una proteina requiere la fusion de estas etiquetas a
los extremos 3’ y 5” de la proteina diana. Existen diferentes tipos de etiquetas de afinidad, como
ejemplos tenemos: polihistidina (His 6X), Glutathione S-transferasa (GST), Maltosa-unién a
proteina (MBP), Calmodulina-unién a un péptido (CBP), Hemaglutinina (HA), C-myc, FLAG.
En el caso de la etiqueta de 6-histidinas (His 6X), la cual describiré a continuacién, es la que se
utilizo en este trabajo, debido a que es la etiqueta mas utilizada, debido a su pequefio tamafio, a
que rara vez interfiere en la funcion de la proteina, asi mismo, la eluciéon mediante gradiente de
imidazol es poco agresiva, lo que permite preservar la inmunogenicidad de las proteinas, y es
muy recomendable en purificaciones IMAC (Inmobilized Metal Affinity Chromatography)
generalmente con columnas de Ni?" o Cu?*. Posteriormente ésta etiqueta también nos ayuda
para identificar a la proteina por western-blot mediante anticuerpos primarios anti-

polihistidinad? 62 63,
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1.11. Cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC)

El concepto de IMAC fue inventando, asi como probada su aplicabilidad por Porath en 1975654,
Se basd en la afinidad de metales de transicion como Zn%*, Cu?*, Ni** y Co?* por la histidina y
cisteina en soluciones acuosas. Esta idea se extendio-inicialmente la idea consistio en usar iones
metalicos unidos a un soporte para el fraccionamiento del suero, y pronto se convirtié en la
cromatografia de afinidad méas ampliamente utilizada. EI desarrollo de esta metodologia se
acelerd en la década de los 70, debido a los avances en la biologia molecular, asi como a la
utilizacion del &cido nitrilotriacético (NTA) en los 80.

El NTA es una molécula que forma cuatro enlaces coordinados con el Ni?* dejando dos
valencias libres al metal para la interaccion con las cadenas laterales de los residuos de histidina
(anillos imidazol). En la figura 7 se presenta el modelo de la interaccion entre las cadenas
laterales de los residuos aminoacidicos de la etiqueta His6X y el Ni?* inmovilizado por el
NTASS,

Proteina

........ T — ,
. % Ni-NTA
4 CHy - -
O :; >® _CH,
Vi C —

Figura 7. Modelo de la interaccion entre la etiqueta de histidinas y el Ni?*. Se forman cuatro
enlaces coordinados entre el Ni-NTA, dejando dos valencias libres para la interaccion Ni-
His6X tomado de Luévano 201166
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Por lo tanto la aplicacion mas importante de IMAC es la purificacion de proteinas recombinantes
que se expresan fusionadas a un epitope que contiene residuos consecutivos de histidina (la
etiqueta 6X). Dada la rareza de encontrar segmentos de oligohistidinas expresados de manera
natural en una proteina, 5 a 6 residuos garantizan alta selectividad. La etiqueta de hexahistidinas
es el oligopéptido con la longitud adecuada para la mayoria de las aplicaciones y es la mas

ampliamente empleada®’: 8,
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2. ANTECEDENTES

En las levaduras el sistema proteolitico juega un papel muy importante no solo regula la
concentracion de proteinas mediando el recambio de las mismas, sino que también funciona
como control de expresion. Las LAPs son proteasas presentes en la mayor parte del ciclo celular,
el conocer mas acerca de ellas ayuda al entendimiento de vias metabdlicas de células eucariotas,
asi como también a mejorar las estrategias para el uso de estos organismos como sistemas de

expresion.

En el laboratorio Herrera-Camacho y colaboradores. En 2007, pusieron en evidencia una nueva
exopeptidasa citosolica en S. pombe, la que fue nombrada “Leucin-aminopeptidasa yspll”
(LAPysplI), la enzima es una metaloproteasa basica dependiente de Mn?* pertenece a la familia
de las peptidasas M17, es una proteina hexamerica con un peso molecular de 320 KDa, formada
por 6 subunidades de 54 KDa. A partir de las estructuras cristalinas de la LAP de bovino y de
E. coli se construy6 un modelo in silico de la estructura de la LAP yspll en donde el dominio
C-terminal constituido por 194-508 aminoacidos presenta un motivo o/p en forma de silla de

montar y en este dominio se encuentra el sitio activo de la enzima %°(figura 8A).

Dado la similitud del dominio C-terminal con la LAP de bovino, se pudieron determinar los
residuos de amino&cidos involucrados en la coordinacion con los iones metélicos cocataliticos
(Lys280, Asp285, Asp303, Asp362 y Glu364) y los aminoacidos que forman la cavidad
hidrofébica (Met300, Asn360, Ala363, Thr390, Leu391, Ala483 y Met486) (figura 8B), con
respecto al metal se realizd6 un modelado por homologia con la LAP-Zn de bovino, teniendo
cinco residuos (Lys280, Asp285, Asp303,Asp362 y Glu364) Coordinando los dos iones de Zn?*
y Znl, ubicados en el sitio estructural esencial para la actividad bioldgica de la enzima y unidos
por los carboxilatos de Asp273 y Glu334(figura 8C) El Zn?*, que se encuentra en el sitio de
activacion o regulacion, puede intercambiar con otros cationes divalentes como Mg?*, Mn?* o
Co?* este modelo in silico tendra que ser restructurado en el momento que se conozca cual es el
ion metalico de la LAPyspll (Zn?* y/o Mn?*) 6°,
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Figura 8. Modelo in-silico de la LAPyspll. Modelo por homologia con las LAPs de bovino y
E. coli. (Tomado de Herrera y col., 2007 Y de Rivera., 2009)% 7°,

A. Dominios N- terminal y C- terminal.
B. Sitio activo: residuos cataliticos (verde), y residuos de la cavidad hidrofébica (azul).
C. Posibles sitios de interacciones con Zn**(o Mn?").

Trabajos previos en nuestro laboratorio (tesis de maestria de Rivera 20097°), mostraron que al
desmetalizar a la enzima, la actividad se recuperaba en un 84.7 % al adicionar 1mM de Mn?*,
mientras que con Zn?* no habia recuperacion, hecho interesante pues se sabe que la mayoria de
aminopeptidasas son dependientes de Zn?*, mientras que la LAPyspll parece ser una
aminopeptidasa dependiente de Mn?*.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad, S. pombe se usa ampliamente tanto en biotecnologia como en la industria; por
lo tanto, es de gran interés determinar las caracteristicas de los procesos proteoliticos, debido a
que juegan un papel fundamental en la regulacion del equilibrio y recambio proteico y asi como
la levadura tiene importancia tanto en la investigacion como en la industria, las “leucina
aminopeptidasas” también, presentan esta importancia, inclusive aumentan significativamente
el costo de produccién biologica, por ello, para continuar con los estudios de la estructura
molecular y el mecanismo de la actividad enzimatica de la LAPyspll, se requiere determinar los
iones que forman parte de su estructura y cuantificarlos, para ello se requiere a la enzima pura
y en cantidades importantes, debido a que la enzima LAPyspll en S. pombe se produce en muy
bajas cantidades, se decidié sobreexpresarla y purificarla.

Si bien, recientemente en el laboratorio se construyd una cepa de P. pastoris que sobreexpresa
la LAPyspll recombinante, con la ventaja que la proteina es expulsada el medio libre de células,
la enzima s6lo se purificé parcialmente por cromatografia de filtracion molecular™. Por lo que
en este trabajo se pretende, producir la LAPyspll recombinante en P. pastoris, en grandes
cantidades, y establecer las condiciones Optimas de purificacion en un solo paso mediante
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), y cuantificar el o los metales de
la enzima, asi como también determinar los pardmetros cinéticos y compararlos con los de la

enzima nativa.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Producir la LAPyspll recombinante en la levadura Pichia Pastoris purificarla, determinar los

pardmetros cinéticos y la composicion de metales.

4.1.1. Objetivos particulares
e Producir la LAPyspll recombinante en la levadura P. pastoris en la cepa PpX33-
LAPIL.

e Purificar a homogeneidad la LAP yspll recombinante por cromatografia de afinidad
por metales (IMAC).

e Determinar los parametros cinéticos de la LAPyspll recombinante y compararlos con

la enzima nativa.

e Determinar la composicion de metales de la LAPyspll por el método de PIXE.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diagrama de trabajo

Precultivo de la cepa X-33 LAPII

Sobreproduccion de la LAPyspll recombinante en metanol
(EMMY)

Obtencion del extracto libre de células por (centrifugacion)

Precipitacion de proteinas al 80 % de saturacion con

(NH);S0,
[
Determinacion
de proteinas y
Actividad
Dialisis con (Buffer de fosfatos de sodio 50 mM pH=8) enzimatica
A
, PAGE-SDS ]
. - . (Proteinas)
Purificacion por cromatografia de afinidad \
(IMAC-NTA-Ni*)
Western- Blot
/ \ (ldentificacion de la
LAPy=spll con Anti His)
Determinacion de Determinacion de
parametros cinéticos metales por el método

de pixe
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5.2. Sobreproduccién de LAPyspll recombinante

Para el crecimiento e induccion de la cepa de P. pastoris productora de LAPyspll se usan los
medios BMGY/BMMY, el primer medio contiene como fuente de carbono al glicerol (BMGY::
Glicerol 1 %, YNB 1.34 %, Biotina 4X10° %, tamp6n 100 mM de fosfatos de potasio pH=6,
peptona 2 % y extracto de levadura 1%) y el segundo medio contiene metanol como fuente de
carbono (BMMY': Metanol 0.5 %, YNB 1.34%, Biotina 4X10° %, tampdn 100 mM de fosfatos
de potasio pH=6, peptona 2 % y extracto de levadura 1 %). Estos medios al contener extracto
de levadura y caseina permiten que se estabilice la secrecion de proteinas y previene o decrecen
la proteolisis de los productos excretados. Ademas estos mismos componentes permiten mejorar
el crecimiento y la acumulacion de la biomasa. Por otro lado el tampdn en el medio estabiliza

el pH, que ayuda a mantener el producto, cuando este se excreta al medio extracelular’.

Se realiza un precultivo de la cepa P. pX33-LAPII en 6 mL de medio YPD (peptona 2 %,
extracto de levadura 1 %, dextrosa 1 %) con 6 pl de Zeocina (100 mg/mL), se incuba por 24 h
a 28 °C con agitacion de 184 rpm. Posteriormente se lleva a cabo la sobreproduccion de la
proteina LAPyspll, se parte de un cultivo de 650mL en medio BMGY a una DOgoonm igual a
0.1, se incuba (28°C con agitacion de 184 rpm) por 24 h o hasta alcanzar una DOsgonm=8. El
cultivo se centrifuga a 5000 rpm por 10 min, las células se resuspenden en 650 mL de medio
BMMY, adicionando metanol al 1% (V/V) cada 24 h, se toman muestras de 150 mL a los 2, 4,
6 y 8 dias, hasta estandarizar la sobreproduccion al 4° dia, finalmente se centrifuga el cultivo a
5000 rpm por 10 min. En el sobrenadante (medio libre de células) se encuentra la proteina

recombinante LAPyspllI.

5.3. Precipitacion por salado con sulfato de amonio (NH4)2SO4

La capacidad de las sales neutras para influir sobre la solubilidad de las proteinas esta en funcion
de su fuerza idnica, donde la sal puede remover las moléculas de agua que hidratan la proteina,
reduciendo su solubilidad, a una fuerza iénica lo suficientemente elevada, una proteina puede

ser precipitada a esto se le conoce como (insolubilizacion por salado). Las proteinas precipitadas
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por salado retienen su conformacion nativa y pueden disolverse de nuevo, sin experimentar

desnaturalizacion’?.

Para llevar a cabo la precipitacion por salado, se colocan 650 mL de sobrenadante libre de
células (extracto enzimatico soluble) en un matraz Erlenmeyer, se adiciona el sulfato de amonio
en pequefias cantidades correspondientes al 80% de saturacion, se disuelve el sulfato de amonio
en agitacion suave y en frio 4 °C, dejando reposar 30 min a 4 °C, agitando de 15-20 segundos
cada 10 min. Se centrifuga a 10000 rpm por 20 min. Se retira el sobrenadante, el precipitado se
resuspende en 6 mL de tamp6n 50 mM de fosfatos de sodio a pH=8, se dializa en una membrana
de celulosa (Sigma) durante 18 h a 4 °C en agitacion constante con una solucion amortiguadora
de tampdn 50 mM de fosfatos de sodio a pH=8, utilizando un volumen 100 veces mayor que el
obtenido de la resuspension del precipitado; se mide la concentracidn de proteinas totales y la
actividad enzimatica; para la precipitacion después de la purificacién, se realiza lo mencionado
anteriormente, pero el volumen total de la elucion se resuspende en 100 pL de Tris/HCL 5mM
pH=8; se dializa en una membrana de celulosa (Sigma) contra el mismo tampon Tris/HCL 5mM
pH=8, usando un volumen 40 veces mayor, se agita suavemente por 18 h a 4 °C. Se determina

nuevamente la concentracién de proteinas y la actividad enzimatica de la enzima purificada.

5.4. Cromatografia de afinidad IMAC (NTA-Ni)

El sistema se basa en una cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC), la cual
permite el proceso de purificacion en un solo paso, el motivo por el cual se emple6 este método
se debe a que las histidinas son aminoacidos que exhiben una fuerte interaccion con iones
metalicos como el Ni?*, el anillo del imidazol de la histidina funciona como grupo donante de
electrones formando facilmente enlaces de coordinacion con el metal de transicion
inmovilizado. La aplicacion més importante de IMAC es la purificacion de proteinas
recombinantes que se expresan fusionadas a un epitope que contiene residuos consecutivos de
histidina (la etiqueta). Dada la rareza de encontrar segmentos de oligohistidinas expresados de

manera natural en una proteina, 5 a 6 residuos garantizan alta selectividad 7374,
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Puesto que la LAPyspll posee el motivo de histidinas, se usé el sistema IMAC-NTA-Ni para la
purificar la enzima. Antes del proceso de purificacion se preparan las todas las soluciones, y
éstas asi como la enzima LAPyspll se pasan por un filtro ® de 0.45 um. con la finalidad de que
la columna no se tape. También se prepara la columna con la resina que contiene una matriz de
agarosa Ni NTA (Amersham), siguiendo las instrucciones del proveedor como se describe a

continuacion.
Empaquetamiento de la resina en la columna:

1. Resuspender la resina Ni-NTA en su envase.

2. Adicionar 3 mL de la resina resuspendida en una columna de purificacién de 10 mL (1.2
cm diametro x 8 cm altura), dejar sedimentar y eliminar el alcohol, repetir este paso para
obtener 1.5 cm de altura de resina dentro de la columna.

3. Lavar con 6 mL de agua estéril y proceder a sanitizar la resina.
Sanitizacion de la resina:

Lavar con 7.9 mL de agua estéril, 1.32 mL de EDTA 0.5 M, 5.3 mL de NaCl 0.5 M, 7.95
mL de agua estéril, 5.3 mL de NaOH 0.5 M y 7.9 mL de agua estéril.

Activacion de la resina:

Para activar la resina se agregan 1.32 mL de NiCl2 2 M, 13.2 mL de agua destilada, 5.3
mL de NaCl 0.5 M

Equilibracion de la resina:

Agregar 13 mL de buffer 50 mM de fosfatos de sodio a pH=8, 0.5 M de NaCl, 10 mM
de imidazol, incubar con este buffer por 30 min, pasado este tiempo se procede a

desechar el buffer de equilibrio y agregar la muestra previamente filtrada.
Incubacién de la muestra:

La muestra se pone en contacto con la resina Ni-NTA, se incuba con una ligera agitacion
a4 °C, por 180 minutos. Pasado el tiempo establecido, se procede a recolectar todas las

fracciones con un flujo de recoleccion de 0.5 mL/min. Se nombra “fraccion de no
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pegado”, es la etapa donde salen las proteinas que no interaccionaron con la resina Ni-
NTA.

Lavado:

La columna se lava con 12 mL de buffer 50 mM fosfatos de sodio a pH=8, adicionado
con NaCl 50 mM e imidazol 20 mM; Se agrega muy lentamente el tampon para evitar
despegar la proteina de interés y conseguir que salgan las proteinas contaminantes que
aun se encuentren unidas a la resina de forma débil (etapa de lavado), se recolecta a un
flujo constante de 0.5 mL/min.

Elucién:

Se usan dos buffers, el primero constituido de 10.6 mL de buffer 50 mM de fosfatos de
sodio a pH=8, NaCl 0.5 M e imidazol 600 mM vy el segundo compuesto por 10 mL de
buffer 100 mM de acetatos a pH=6, NaCl 1 M e imidazol 600mM 1M de NaCl, se
recolecta a un flujo constante de 0.5 mL/min. En esta etapa se espera encontrar a la
proteina de interés, la cual se verifica mediante un PAGE-SDS, Westernt-blot y

actividad enzimatica.

Para guardar la columna, se vuelve a sanitizar, agregando 12 mL de agua destilada y al final se
guarda con 8 mL de Etanol 20 % a 4 °C, (para las purificaciones se parte de un cultivo de 650
mL, se concentra 100 veces y posteriormente se realizaran 3 purificaciones con 2 mL de muestra

para purificacion).

5.5. Determinacion de proteinas totales

La determinacion de proteinas se realiza por el método de Sedmak y Grossberg. La técnica se
basa en la reaccion que se produce cuando el azul de Coomassie G-250 entra en contacto con
los grupos amino de las proteinas en medio acido, produciendo un color azul marino, la
intensidad de la coloracién esta relacionada directamente con la concentracion de proteinas en
una solucion, la sensibilidad del método es de 1-10 g de proteina. El azul de Coomassie G-250

al 0.06% se prepara en una solucién de acido perclérico al 3%"°.
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La determinacion de las proteinas de la muestra se realiza junto con una curva de calibracion
usando como estandar a la albumina sérica bovina (BSA) a concentraciones de 1 a 15 ug
(partiendo de una solucion de 0.1 mg/mL). Se hace una mezcla de reaccion, colocando de 10 a
20 pL de la muestra y la cantidad de BSA correspondiente por duplicado, y se completa con
agua desionizada a 500 pL, se agregan 500 pL de la solucién de azul de Coomassie y se deja
incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente, las muestras se leen a una absorbancia de
620 nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-160.Se construye la curva de calibracion
graficando los valores de absorbancia en el eje Y y la concentracion del estandar de albumina
en el eje X, y se determina la concentracion de proteinas de la muestra interpolando los valores
de absorbancia en la curva de calibracion, considerando el factor de dilucion se obtiene la

concentracion de la muestra en ug/uL.

5.6. Determinacién de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de la LAPyspll recombinate se realiza mediante la metodologia de
Frey y Rohm, modificada por Herrera-Camacho et al®®. Se utiliza como sustrato sintético la L-
Leucina p-Nitroalanina (leu-pNA). La mezcla de reaccidn se pone en un volumen final de 500

uL, con los componentes mostrados en la tabla 4.

Tabla 4. Componentes de la reaccién para determinar la actividad enzimatica.

COMPONENTE pL CONCENTRACION
FINAL
Agua tridestilada 225
Tris-Base/HCI 200 mM 125 50 mM
pH=8
MnCl, 10 mM 50 1 mM
Muestra 50
Leu p-NA 10mM 50 1 mM
*Volumen final 500
* Los volumenes de muestra pueden cambiar ajustando los volimenes del
agua para tener un volumen de reaccién de 500 pIL.
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Se incuba todo sin el sustrato por 10 min a 37 °C, pasado el tiempo se agrega la Leu p-NA, se
vuelve a incubar hasta la aparicion de una coloracién amarillenta. La reaccion se detiene
agregando 500 pL una solucion fria de EDTA 40 mM (pH=8) y cloroquina 20 mM, se agita
vigorosamente y se mide a una absorbancia de 405 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV-
160. Se usa esta absorbancia debido a que en la reaccién se libera la p-nitroanilida (pPNA) que

absorbe a esa longitud de onda.

La actividad enzimatica se expresa en miliunidades (mU); una mU se define como la cantidad
de enzima que cataliza la liberacién de un nanomol (nmol) de p-nitroanilida en un minuto bajo

las condiciones antes mencionadas.

Para calcular la actividad enzimatica en mU se utiliza la siguiente formula:

mU(nmol/min) = ( )(0.001)(109)

Abs
VIGI0]

Donde:

Abs= absorbancia de la muestra a 405 nm

t=tiempo de reaccion en minutos

e=coeficiente de extincion molar de la ,-NA (9900 M cm™)
I=paso de la luz de la celda 1 cm

0.001= Volumen final al que se mide la absorbancia en litros
10%=factor de conversion de moles a nanomoles

La actividad especifica, por su parte se define como las miliunidades enzimaticas en relacion

con la cantidad de proteina en miligramos (mg) de la muestra.

La formula para determinar la actividad especifica es:

mU
mg de proteina

Actividad especifica[(nmol/min)]/mg =
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5.7. Concentracion de las muestras para PAGE-SDS.

5.7.1. Precipitacion de proteinas con acetona

Esta técnica se basa en la disminucion de la solubilidad mediante la adicion de un solvente
orgénico ligeramente polar (etanol o acetona), produciendo agregados de moléculas proteicas
que tienden a precipitar, esto se debe a que el solvente presenta una constante dieléctrica menor
que la del agua, lo cual produce un incremento en las fuerzas de atraccion entre cargas opuestas
y una disminucion en el grado de ionizacién de los radicales de las proteinas, y en consecuencia

una disminucion en la solubilidad de ésta 8.

En un tubo eppendorf se toman 150 puL de muestra enzimatica y se afiaden 9 volimenes de
acetona (1350 pL), se deja reposar a -20 °C por 2 horas, agitando por inversion cada 30 min.
Posteriormente las muestras se centrifugan a 10000 rpm por 15 min a 4 °C. Se retira la acetona
y el precipitado se deja secar a 4 °C por 20 minutos, se suspende en 10 pL de buffer reductor
1X para PAGE-SDS, se incuba por 5 minutos en agua hirviendo y se carga en el gel de

poliacrilamida.

5.7.2. Liofilizacion

La liofilizacién es un proceso de deshidratacion, que se produce a baja presion (vacio) y baja
temperatura (-40 °C). En la liofilizacion no ocurre la evaporacion del agua a partir del estado
liquido (normal en procesos de secados) sino la sublimacion del hielo. Por este motivo los
productos deben permanecer obligatoriamente solidificados (congelados) durante el secado. Al
deshidratar completamente la muestra, se obtiene un polvo con todas las caracteristicas del

producto original: forma, color, textura, etc.””.

Se ponen 100 pL de la muestra purificada en un tubo eppendorf, se congelaa-70 °C por 1 hora,
posteriormente se enciende el liofilizador y hasta que baje la temperatura a -50 °C, se enciende
la bomba de vacio, una vez que se estabilice la presion y la temperatura, se coloca la muestra

congelada en el liofilizador y se deja 4 horas, obteniéndose un polvo ligero en el fondo del tubo.
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Las muestras se resuspenden en 10 pL de buffer reductor 1X para PAGE-SDS, se obtiene
obteniéndose un volumen final de 15 pL, se incuban por 5 min en agua hirviendo y se cargan

en el gel de poliacrilamida.

5.8. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-
SDS)

La electroforesis es una técnica altamente usada en Bioquimica y Biologia Molecular, que
permite separar moléculas cargadas de acuerdo a su peso molecular, bajo la influencia de un
campo eléctrico’®, es un método conveniente, rapido y econémico pues se requieren cantidades

de muestra del orden de microgramos de proteina’®,

El gel se prepara en dos etapas, primero un gel separador al 12 % de acrilamida y despues el
gel concentrador al 4 % de acrilamida. Se adiciona SDS (docecilsulfato de sodio) como agente
desnaturalizante y como agentes polimerizantes: TEMED (N, N, N", N"-tetrametilendiamato) y
persulfato de amonio (PSA). La preparacion de los geles, asi como el buffer de corrida tienen.

La siguiente composicion

Gel de corrida (12 %)

Reactivo Concentracion Volumen 5 mL
final

Tris-HCI 1 M, pH=8 0.564 M 1.022 mL
Acrilamida 29 %/bis 1 % 12 % 2mL
SDS 10 % 0.1% 50 uL
Persulfato de amonio (PSA) 10% 0.1% 50 puL
TEMED (N, N, N'N"- 1/1000 5uL

tetrametilendiamato)
Agua destilada estéril 1.022 mL
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Gel concentrador (4 %)

Reactivo Concentracion Volumen 3 mL
final
Tris-HCI 0.5 M, pH=6.8 0.0625 M 375 uL
Acrilamida 29 %/bis 1 % 4% 350 uL
SDS 10 % 0.1% 30 uL
Persulfato de amonio (PSA) 10 % 0.1% 30 uL
TEMED (N, N, N'"N"- 1/1000 3uL
tetrametilendiamato)
Agua destilada estéril 2.21mL

Buffer de corrimiento

Reactivos Concentracion/L
Tris- Base pH=8 3.02¢g
Glicina 144 g
SDS 1g

El SDS se agrega al final y se agita suavemente. Guardar el buffer a4 °C

Las muestras proteicas se resuspenden en una dilucion 1:4 con el buffer reductor 4X (BR-4X:
Tris-Base/HCI 0.25 M pH=6.8, SDS 8 %, 20 % beta-mercaptoetanol 0.01 %, glicerol 40 % y se
adicionan unos granos de azul de bromofenol, hasta ver el color azul). Se incuban en bafio de
agua hirviendo por 5 minutos y se cargan en el gel. Las condiciones de corrimiento fueron: 12
fase a 70 V por 1 h (gel concentrador), 22 fase a 100 V por 3 h (gel separador). Posteriormente
el gel se pone en agitacion suave en una solucion de tefiido (metanol 50 %, acido acético 10 %,
azul de Coomassie 0.05 %) por una horay luego de 30 a 60 minutos en una solucion de destefiido

(metanol 50 % metanol, &cido acético 10%) hasta observar las bandas de las proteinas.
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5.9. Western Blot (Inmunoblotting)

El Western blot es una técnica utilizada para identificar proteinas con anticuerpos especificos
(primario) que solo se unen a la proteina de interés, y por lo tanto sélo una banda debe ser
visible. EI primer anticuerpo se identifica con un segundo anticuerpo el cual estd acoplado a una
enzima para detectar de forma indirecta la union del antigeno (proteina de interés) con el
anticuerpo especifico, las enzimas mas utilizadas son fosfatasas y/o peroxidasas acopladas a

sustratos fluorescentes 8981,

Una vez separadas las proteinas por SDS-PAGE, se hizo una transferencia semiseca a una
membrana PVDF en un Mini Trans Blot-Cell BIO RAD. Se prepara el buffer de transferencia
(BT) filtrado y frio a 4 °C, el cual contiene los siguiente: Tris-base 0.024 M, glicina 0.19 M,
SDS 10 %, metanol 20 %. Se hizo una transferencia semiseca en un Trans blot SD Cell, BIO
RAD, utilizando un buffer de transferencia (BT) filtrado y frio a 4 °C (BT: Tris-base 2.5 M,
glicina 0.19 M, SDS 10 %, metanol 20 %). Se colocan tres papeles filtros (previamente
humedecidos en BT) en el equipo de transferencia, encima se pone la membrana (previamente
activada con metanol 1 minuto e incubada 10 minutos en BT), encima de la membrana se pone
el gel (previamente incubado por 10 minutos en BT) y encima se ponen otras 3 hojas de papel
filtro. Las condiciones de la transferencia fueron 3 amperes, 24 V por 50 minutos. Se recupera
la membrana y las siguientes etapas se realizan en un agitador a 4 °C, se lava con agua para
eliminar el exceso de buffer de transferencia en agitacion suave por 10 minutos. Para visualizar
las proteinas transferidas en la membrana se coloca la membrana en una solucién de rojo de
Ponceau (0.5 g de rojo de Ponceau, | mL de metanol y se afora con 95 ml de agua) durante 30
segundos, pasado este tiempo se desecha el rojo de Ponceau, se procede a enjuagar con agua
destilada tres veces o hasta que desaparezca el color rojizo intenso de la membrana y se observen
las bandas rojas de proteinas transferidas. Posteriormente se lava la membrana con agua hasta

gue la membrana quede sin color para continuar con el revelado de la proteina de interés.

La membrana se incuba en agitacion por 10 min en buffer de TBS-Tween (BTT: Tris-base 0.02
M (pH=8), NaCl 0.15 M, Tween-20 0.05 %, guardar a 4 °C) después se procede a bloquear la
membrana en una solucién al 5 % de leche descremada diluida en BTT por 1 hora, la membrana

se lava 3 veces con BTT en intervalos de 10 minutos. Se incuba la membrana por 16 h con el
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primer anticuerpo anti- histidina, acoplada a peroxidasa de rabano (HRP-Invitrogen) con una
dilucion 1:6000. La membrana se lava 3 veces con BTT en intervalos de 10 minutos y
posteriormente se incuba 5 h con el segundo anticuerpo IgG de raton acoplado a fosfatasa

alcalina (AP-Invitrogen) con una dilucion 1:4000.

El revelado se realiza en cuarto oscuro. Se prepara una mezcla de luminol y perdxido (1:1), se
vierte sobre la membrana (la cual se encuentra entre dos hojas de acetato) y se deja reposar hasta
obtener una fluorescencia, finalmente se coloca un filme radiografico durante 5-30 segundos,
después el filme se sumerge en una solucion de revelado por 10 a 20 segundos, se lava en agua
y se pasa a una solucién de fijado por 20 segundos, se lava con agua y se deja secar.

5.10. Determinacion de los parametros cinéticos

La funcidn principal de las enzimas es aumentar las velocidades de reacciones para tener los
productos necesarios para el metabolismo. Para entender cémo funcionan las enzimas,
necesitamos una descripcion cinética de su actividad. La velocidad de catalisis aumenta
linealmente a medida que aumenta la concentracion del substrato y luego empieza a

estabilizarse y se aproxima a un maximo a concentraciones de sustrato mas altas 8.

Para obtener los valores de la velocidad de reaccion, los ensayos se llevaron a cabo a
temperatura constante de 37 °C. La concentracién del sustrato Leu-NA varia de 0.1 a 0.7 mM,
a partir de una solucién madre de 10 mM y los tiempos de reaccion de 5 a 10 min. La cantidad
de producto liberado por cada concentracion de sustrato se grafica respecto al tiempo y de cada
cinética se obtuvo la pendiente (nmol/min). Las pendientes (velocidades) se usaron para obtener
la curva de saturacion y estos datos se usan para obtener la representacion de Lineweaver-Burk
por medio del inverso de la velocidad y de la concentracion de sustrato. Los datos de Km y
Vmax se obtuvieron de este grafico, y a partir de estos datos se obtuvo la constante de recambio
(kp) y la eficiencia cinética. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y en 2 a 3 repeticiones
independientes.
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5.11. Determinacion de metales por el método de PIXE

PIXE (Particle-induced X-ray emission), es una técnica de analisis elemental potente pero no
destructiva. Actualmente utilizada rutinariamente por gedlogos, arquedlogos, conservadores de
arte y otros para ayudar a responder a cuestiones de procedencia, datacion y autenticidad. La
teoria cuantica afirma que los electrones en oOrbita de un atomo deben ocupar niveles discretos
de energia para ser estables. EI bombardeo con iones de suficiente energia (generalmente
protones MeV) producidos por un acelerador idnico, causara la ionizacion interna de los &tomos
en un espécimen. Los electrones de la capa externa caen abajo para substituir vacios de la capa
interna, este cambio de electrones emiten rayos X caracteristicos para cada elemento. Un
detector de energia dispersiva se utiliza para registrar y medir estos rayos X, asi como las

intensidadess®

Se toman 2 alicuotas de 10 pL y 5 pL de la muestra purificada y liofilizada, se corren en un gel
de poliacrilamida al 12 %, se cortan las bandas donde esta la LAPyspll recombinante, y se
deshidrata dejando el gel en un tubo a temperatura ambiente por 12 h, posteriormente las
muestras se entregan en el Instituto de Fisica de la UNAM con el DR. José Luis Ruvalcaba para

su analisis.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Cepa productora de LAPyspll (PpX33-LAPII)

Se trabaj6 con la cepa de Pichia pastoris productora de LAPyspll (P. pX33-LAPII) construida
precedentemente en el laboratorio (Cerritefio 2014 ), donde al gen de la alcohol oxidasa (AOX1-
AOXITT) del 4° cromosoma de la cepa X33, se le inserté el ORF del gen ape2* por
desplazamiento, obteniendo asi un fenotipo Mut+, cuando se pone la cepa con metanol como
fuente de carbono, se enciende el gen AOX1 para su crecimiento y al mismo tiempo expresa el

ORF del gen ape2™ , produciendo la enzima LAPyspllI.

Mut*

5 AOXforaoxi::ARG4 TT ¥

Desplazamiento

Figura 9. Insercién del ORF de LAPyspll en el genoma de P. pastoris
Tomado y modificado de Invitrogen™.

C-mye - (54

Por otro lado, al inicio del ORF del gen ape2*, tiene un factor a, y al final un epitope C-myc y
un motivo de seis histidinas (6X). El factor a codifica para una secuencia en el extremo amino
terminal de la proteina que la sefializa para ser expulsada al medio extracelular, lo que facilita
su purificacion. Por otro lado, la LAPyspll tiene en el extremo C-terminal un epitope C-myc y
un motivo de 6 histidinas los cuales facilitan la identificacion de la proteina por western blot y
con el motivo de His (6X) se purifica la proteina de forma muy eficiente por cromatografia de

afinidad por inmovilizacion de iones (IMAC).
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6.2. Determinacion de las condiciones 0ptimas de crecimiento de la cepa productora
de LAPyspll (X33-LAPII) en metanol

La cepa productora de LAPyspll (P. pX33-LAPII) se crece primero en glicerol como fuente de
carbono y para la expresion y produccion de la enzima recombinante se cambia la fuente de
carbono por metanol. En 2016, Zhongmei y cols. Propusieron condiciones Optimas de
crecimiento para su proteina aminopeptidasa encontrada en B. subtilis en glicerol por 48 h 'y una
induccion con metanol al 1 % por 12 dias®4, asi también en 2015, Vici y cols. Propusieron las
siguientes condiciones 24 h en glicerol y una induccién con metanol al 1% por 6 dias®®. En
nuestro laboratorio, Flores en 2015 propuso las condiciones de crecimiento para la LAPyspll de
24 h en glicerol e induccién con metal al 0.5 % por 6 dias®.

Con estos antecedentes en este trabajo se probaron 3 condiciones: una incubando las células
con glicerol por 24 h e induciendo con metanol al 0.5 %, la segunda condicidn fue incubando a
las células en glicerol por 24 h e induciendo con metanol al 1 % y la tercera condicién propuesta
fue incubando a las células en glicerol por 48 h e induciendo con metanol al 1 %, para ver si
era significativo el aumento de la poblacion celular, por lo menos hasta 8 dias.

La figura 10, nos muestra el crecimiento de la cepa productora de LAPyspll en metanol. Donde
se observa que al inducir con de metanol al 1 % (lineas a y b) el crecimiento de la poblacion es
mayor en comparacion a las células que se inducen con metanol al 0.5 % (linea c). Esto se
justifica, debido a que el evento de induccion es critico, ya que si la induccion se hace en un
momento inapropiado (antes de agotarse la fuente primaria de carbono o mucho después), o si
el suministro de metanol es excesivo o muy limitado, la respuesta puede ser muy lenta, lo que
afecta el desarrollo del cultivo y la expresion de la proteina®’

Por otra parte no observamos diferencias significativas al inicio del crecimiento (dia 0), donde
los cultivos previamente crecieron 24 h (linea b) y 48 h (linea a) en glicerol (D.O. de 6 y 8), esto
nos indica que posiblemente a las 24 h ya entraron a la fase estacionaria donde el crecimiento
ya no es significativo. Se observa también que los dos cultivos con metanol al 1 % (linea a y b)
crecen durante 8 dias de forma muy similar, por lo que se decidio quedarse con las condiciones
del cultivo de 24 h con glicerol y después cambiarle la fuente de carbono a metanol y por 8 dias

inducir con metanol al 1 %.
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Figura 10. Curva de crecimiento celular de la cepa productora de LAPyspll con metanol
como fuente de carbono. Se parte de cultivos celulares crecidos a 24 y 48 h con glicerol. Los
ensayos fueron realizados por duplicado y con 2 experimentos diferentes. Los valores se
analizaron con GraphPad Software.

6.3. Condiciones 6ptimas de produccion de la LAPyspll con metanol como inductor

Para determinar la produccién de la LAPyspll a lo largo del crecimiento de la cepa con metanol
(figura 10 linea b), hicimos previamente dos consideraciones: LAPyspll recombinante cuenta
con un factor a que permite expulsar a la proteina de interés al medio extracelular, después del
cultivo se recupera la proteina por centrifugacion en el medio libre de células. Como la proteina
gueda muy diluida y debido a que se manejaron volimenes grandes de medio, para determinar
la actividad enzimatica, las proteinas se precipitaron con sulfato de amonio a 80 % de saturacion
y se concentraron 100 veces.

Por otro lado en trabajos precedentes, se determind que al precipitar en el rango de 0-30% se
obtiene la estructura hexamérica de la LAPyspll recombinante, y en el rango de 0-80% se
obtiene la estructura molecular monomérica, la cual es activa enzimaticamente &8,

Para determinar las condiciones optimas de produccion de la LAPyspll con metanol como
inductor se decidio trabajar la enzima en su forma monomeérica. Precipitando el medio libre de

células al 80% de saturacion, concentrando la proteina 100 veces, para asi medir la actividad
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enzimaética a diferentes dias (2, 4, 6 y 8) para ver las variaciones que se presentaban a lo largo
del crecimiento. En la figura 9 se muestra que durante la curva de crecimiento con metanol
(linea azul) hay actividad enzimatica, teniendo un pico maximo a los 4 dias de induccion con
metanol (linea morada) contando con una D.O de 16.8 y una actividad especifica de 126. 4
[(nmol/min)/mg], al 4° dia nos indica que conforme pasan los dias de expresion, se ve una
marcada diferencia entre los dias previos y los posteriores a este, lo cual es bueno debido a que
esto sirvio como un marco de referencia, para saber cuantos dias debe llevarse la induccion para
tener la mayor cantidad no solo de proteinas sino también de actividad especifica, esto debido
a que la LAPyspll es una enzima y si bien es cierto que nos interesa la cantidad de proteina que
se produzca con el crecimiento de esta cepa, no ayudaria mucho si esta no estd activa
enzimaticamente, como se muestra en la figura 11, donde se observé que hay un decremento

de esta actividad en los dias 6 y 8.
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Figura 11. Actividad enzimatica de la LAPyspll a lo largo del crecimiento celular de la cepa
productora con metanol como fuente de carbono. Crecimiento celular determinado a una
absorbancia de 600 nm, Los ensayos fueron realizados por duplicado y con 2 experimentos
diferentes.
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6.4. Presencia de la LAPyspll durante el crecimiento con metanol como inductor

Se procedio a realizar un PAGE-SDS de los dias 2, 4, 6, 8 de sobreexpresion de la LAPyspll y
comprobar que la actividad enzimatica determinada corresponde a la presencia de la proteina
recombinante LAPyspll. En la figura 12 se observa que en todos los dias de induccion con
metanol, esté presente una banda de proteina mayoritaria a la altura de 60 kDa, correspondiente
al peso molecular de la enzima LAPyspll, esta banda es ligeramente mas intensa en el dia 4°.
En 2017 Wang y cols.?, explican que la actividad enzimatica de su proteina recombinante
Prolyl, varia conforme a las reservas de nutrientes presentes en su medio y que a pesar de poder
tener una buena produccidon de proteina, la actividad enzimatica se ve afectada, contemplando
lo anterior vemos que tiene una amplia relacion con el experimento que se realizd a las 24 h de
estar en glicerol y luego ser inducido con metanol al 1%, donde se ve buena cantidad de
proteinas en el PAGE- SDS, pero el pico méximo de actividad es al 4° dia, determinado durante
la curva de crecimiento y para confirmar que se trata de la LAPyspll recombinante, se realizo
un western blot usando el motivo de histidina (6X) que tienen la proteina recombinante por
medio del Anti-His. En la figura 10 (lado derecho) se observa la presencia de la LAPyspll solo

en los dias 4° y 6° del cultivo con metanol.

PAGE-SDS

Crecimiento con metanol
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Figura 12. Presencia de la LAPyspll recombinante en los diferentes dias de crecimiento
con metanol. PAGE-SDS y Western Blot (anticuerpo Anti-histidina). Extractos libres de
células precipitados y concentrados en los dias 2, 4, 6, 8 de sobreexpresion, el experimento se
realiz6 por duplicado.
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Con los resultados de los experimentos de las figuras anteriores se decidio trabajar con cultivos
después de 4 dias de induccion con metanol.

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

La proteina LAPyspll recombinante cuenta con una etiqueta de 6 histidinas, esto hace posible
la utilizacion del método cromatografico de afinidad por metales inmovilizados (IMAC) para
su purificacion, donde Posteriormente para eluir las proteinas se ponen concentraciones

elevadas de imidazol, interaccionando éste con el Ni** y desplazando a la proteina®.

Con base a la literatura Correa y cols. En 2017° purificaron la enzima leucina aminopeptidasa
de M. tuberculosis (MtLAP) utilizando como buffer de unién con imidazol 20 mM, Tris/HCI 20
mM a pH=7.9 y NaCl 0.5 M y como buffer de elucién imidazol 400 mM; En 2016 Zhongmei
y cols.8?, purificaron la proteina aminopeptidasa de Bacillus subtilis con el buffer de unién
compuesto de imidazol 10 mM, 50 mM de buffer de fosfatos pH= 7.4, NaCl 0.5 M el buffer de
elucion con imidazol 500 mM, también Vici y cols. En 20152 purificaron la proteina Lipasa A
de Beauveria bassiana con buffer de unién compuesto de NaCl 500 mM, 10 mM buffer de
fosfatos pH= 7.0 y un buffer de elucion con imidazol 250 mM. En nuestro laboratorio Cerritefio
en 2016, purifico el ectodominio de la hemaglutinina neuraminidasa de Rubulavirus porcino
con un buffer de unién compuesto de imidazol 10 mM, NaCl 0.4 M y buffer de fosfatos 50 mM
a pH=8 y como el buffer de elucién uso imidazol 400 mM.

Para la purificacion de la LAPyspll recombinante se usaron diferentes condiciones cambiando
las concentraciones de imidazol (10 y 20 mM), NaCl (0.3 M y 0.5 M) como buffer de unién y
diferentes concentraciones de imidazol (300, 400, 500 y 600 mM) para la elucion, esto con base
a la literatura consultada anteriormente, asi como también se varié el pH (7, 7.5y 8). Las
mejores condiciones que se lograron obtener para la purificacion por IMAC fueron las
siguientes: buffer de union compuesto de imidazol 10 mM, NaCl 0.5 M, buffer de fosfatos 50
mM a pH=8 y buffer de elucion, imidazol 600 mM, NaCl 0.5M, buffer de fosfatos 50 mM a
pH=8 e imidazol 600mM, NaCl 1 M, buffer de acetatos 100 mM pH=6.
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En la figura 13 se muestra el perfil de elucion de la LAPyspll recombinante de la
Cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC-Ni-NTA). Después de cargar la
muestra en la columna se observa una absorbancia alta a 280 nm de proteinas correspondientes
a la fraccion del “No pegado”, que indica la presencia de proteinas en la muestra no
interaccionan de ninguna manera con el niquel. Posteriormente al poner el buffer de lavado
(fracciones “lavado”), se observa como la absorbancia va disminuyendo, eliminando las
proteinas que podrian estar retenidas de forma muy débil y/o teniendo en consideracion que en
estos lavados se estan eliminando algunas proteinas contaminantes que no salieron en la fraccién
del no pegado, la absorbancia no llega a 0.0 debido a que no se considerd la medicién de tamp6n
utilizado en cada una de las etapas. Finalmente cuando se pone el imidazol a altas
concentraciones (600 mM), se observa en las fracciones de “elucion” que la absorbancia
aumenta mostrando un pico muy ancho el cual se prolonga en las fracciones de postelucion, en
esta Ultima etapa de postelucion fue necesario aumentar NaCl hasta 1M para tratar de despegar

toda la enzima.

Las fracciones de las diferentes etapas se juntaron para determinar la concentracion de
proteinas y la actividad enzimatica; Las fracciones de la elucion y postelucion se juntaron
haciendo una sola fraccion de elucidn-postelucion, la cual se concentr6 100 veces para llevar
a cabo todas las mediciones. En la Figura 14 A nos muestra la cantidad de proteinas de cada
una de las etapas de la purificacion, donde se observa que hay una baja cantidad de proteinas
tanto en el “no pegado” como en el “lavado”, mientras que en la fraccion de “elucion-
postelucion” tiene alrededor del 30 % de proteinas, del 100 % de proteinas de la muestra que
se introdujo en la columna se recuperara el 64% de proteinas en las diferentes fracciones
(barra morada), donde el otro casi 35 % se pierde, desde el momento de filtrar la proteina,

hasta la proteina que no se puede despegar de la resina.

44



Muestra No pegado  Lavado Elucion Post-elucion

25

2
E
c

o 15
0
N
5
(%]
c
1]
£

o 1
(7]
.
g

05

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Perfil de elucion (ml)

Figura 13. Perfil de elucion de la LAPyspll recombinante por cromatografia de afinidad
por metales inmovilizados Ni-NTA a partir del concentrado por precipitacion (80%
saturacion de sales) del extracto libre de células.

Buffer de la muestra: fosfatos 50 mM, pH=8, imidazol 10 mM, NaCl 0.5 M.

Buffer de lavado: fosfatos 50 mM, pH=8, imidazol 20 mM, NaCl =0.5 M.

Buffer de elucidn: fosfatos 50 mM, pH=8, imidazol 600 mM, NaCl 0.5 M.

Buffer de acetatos 100 mM, pH=6, imidazol 600 mM, NaCl 1 M.

El experimento se realiz6 por duplicado.

Con respecto a la actividad enzimética, en la figura 14 B es importante observar que en la
fraccion elucién-postelucién esta la mayor parte de la actividad enzimatica en mU (80% con
respecto al total).

Paralelamente para observar las proteinas y la LAPyspll recombinante en cada una de las etapas
se realizé un corrimiento electroforético y un western blot. En la figura 15 se observa que la
muestra que se mete a la columna tiene muchas proteinas, las cuales van cayendo en el “no

pegado” y en el “lavado”, teniendo en las “fracciones de elucion” una sola banda de proteina
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de 60 KDa, en el carril de la “eluciéon” es importante observar una sola banda més intensa
alrededor de 60 KDa que es el peso molecular del monémero de la LAPyspll recombinante. La
presencia de la LAPyspll recombinante se confirmo con el western blot donde se observa el
reconocimiento especifico del motivo de histidina (6X) de nuestra proteina recombinante por el

anticuerpo Anti-His.
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Figura 14. Concentracion de Proteinas y actividad enzimatica en las diferentes
etapas del IMAC.
A) Concentracion de proteinas totales expresada en mg.
B) Actividad enzimatica total en mU.
Los experimentos fueron realizados por duplicado y analizados con GraphPad Software.

46



PAGE-SDS

Eluciénes

‘ Westernt-Blot ‘

Elucién

-4

60 KDa

LAPyspll

Figura 15. Presencia de la LAPyspll recombinante. Analisis de diferentes etapas de
purificacion (IMAC-Ni-NTA) por PAGE-SDS y Western Blot, el experimento se realiz6 por
duplicado.

Por altimo, para obtener los rendimientos globales y grado de purificacion, se tomé en cuenta
en una primera etapa la muestra del medio libre de células concentrada y en una segunda etapa
la elucion y postelucion juntas de la cromatografia de afinidad Ni-NTA. En la tabla 5 se
muestran los resultados, teniendo un rendimiento del 35 % con un factor de purificacion de
alrededor del 4 %. Si bien este rendimiento es bueno el factor de purificacion es bajo
posiblemente debido a la naturaleza de la LAPyspll, se debe considerar que es una proteina
hexameérica y que se aislé en su forma monomérica, la cual también tiene actividad, pero
posiblemente como mondmero se vuelve mas labil reflejandose en un factor de purificacion
bajo. Por otro lado también hay que tener en cuenta que se partié de proteinas que son excretadas
al medio libre de células, donde al recolectar la proteina excretada, reducimos la cantidad de
proteinas contaminantes. Lo importante en nuestro caso es que a pesar de tener un factor de

purificacion bajo, la proteina LAPyspll se purifico a homogeneidad (figura 15)
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Tabla 5. Etapas de Purificacion de la LAPyspll recombinante y rendimiento.

Proceso ml obtenidos | Proteinas | Unidades Actividad % de Factor de
totales (mg) | enzimaticas Especifica rendimiento | purificacion
Totales | [(nmol/min)/mg]
(nmol/min)
Extracto libre de 6 mlL 5.55 387 70 100% 1
células
Concentrada 100
veces
IMAC- Ni-NTA 1.7ml 0.53 136 258 35.1% 3.68
Concentrada 40 veces
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6.6. Determinacion de los pardmetros cinéticos de la LAPyspll recombinante

La proteina LAPyspll corta enlaces peptidicos reconociendo aminoacidos hidrofébicos como
la leucina y la metionina en el extremo N-terminal. En 2007 cuando se describio la LAPyspll
(Herrera et al.)® se determinaron los pardmetros cinéticos Km, Vmax y kp de la enzima nativa

hexamerica con el sustrato sintético L-Leu-pNA.

En este trabajo se produjo la LAPyspll recombinante en su forma monomeérica, por lo que con
la enzima purificada se determinaron los parametros cinéticos para poder comparar la eficiencia

catalitica de nuestra proteina recombinante, con la proteina nativa.

Previamente se realizaron cinéticas a diferentes tiempos de 2, 5 y 10 minutos para establecer un
tiempo Optimo que permitiera medir la velocidad inicial, estableciendo 5 minutos con los
mejores resultados. En la figura 16, se muestran las cinéticas de reaccion observando la
liberacion de la p-nitroanilida a los 5 minutos, donde las pendientes van en aumento en funcion

de las diferentes concentraciones del sustrato L-Leu-pNA (0.1 a 0.7 mM).
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Figura 16. Cinéticas de reaccion enzimatica.

Liberacion de nmoles de L-Leucina en funcion del tiempo de reaccion a diferentes
concentraciones del sustrato L-Leucina-p-NA variando el tiempo de reaccion. Los ensayos
fueron realizados por duplicado y con 2 experimentos diferentes. Los valores se analizaron

con GraphPad Software.
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Posteriormente se construyo la curva de saturacion de la enzima por el sustrato tomando la
velocidad inicial en funcion de la concentracion del sustrato. La figura 17 nos muestra la curva

de saturacion de la LAPyspll recombinante por el sustrato (L-Leu-pNA) observando un

comportamiento tipico de cinética de Michaelis-Menten.
3

Velocidad (nmol/min)

1 1 1
0.2 0.4 0.6 0.8
L-Leucina p-Nitroanilina (mM)

Figura 17. Curva de saturacién de la proteina LAPyspll recombinante. Por el sustrato | -
Leucina-p-NA, Los ensayos fueron realizados por duplicado y con 2 experimentos diferentes.
Los valores se analizaron con GraphPad software.

Posteriormente los parametros cinéticos fueron determinados con la representacion de
Lineweaveaver-Burk, graficando la curva de saturacion en funcion del sustrato en doble
reciproca como se muestra en la figura 18. Los puntos se ajustan a una linea recta, mostrando

una buena correlacion en la linearizacion de los puntos (R? = 0.989).
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Figura 18. Representacion de Lineweaver-Burk. Reciproco de los valores de la curva de
saturacion de la LAPyspll por la L-Leucina-p-NA. Los ensayos fueron realizados por
duplicado y con 2 experimentos diferentes. Los valores se analizaron con GraphPad software.

Se obtuvieron los valores de Km (reciproco del intercepto con el eje de las X y la Vmax
(reciproco del intercepto con el eje de las Y, asi como también se determind la kp tomando en
cuenta la cantidad de la enzima purificada empleada en cada una de las cinéticas
(kp=Vmax/enzima), y con estos datos se determind la eficiencia cinética. Los valores
experimentales obtenidos asi como los valores de la LAPyspll nativa reportados anteriormente
se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros cinéticos de la LAPyspll recombinante y LAPyspll nativa.

Km Vmax kp (min) Eficiencia cinética
(mM) (nmol/min) kp/Km (M1seg?)
LAPyspll nativa (Herrera- 4.5 280 1.79 X10° 6.6X10°
Camacho,2007)®°
LAPyspll recombinante 0.45 180.0 9.4 X10* 3.4X10°
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Cabe recordar que los parametros cinéticos de la LAPyspll nativa fueron determinados con la
enzima purificada en su forma hexameérica, en cambio la LAPyspll recombinante que obtuvimos
esta en su forma monomeérica activa.

La Km de la LAPyspll recombinante es alrededor de 10 veces menor en comparacion con la
nativa, sin embargo la LAPysp nativa presenta un valor mayor de velocidad méxima (Vmax),
64 % mas alto y constante de velocidad de recambio (kp), 100% mas alta que la recombinante.
Con respecto a la recombinante. El hecho de tener una Km mas pequefia en la recombinante es
indicativo de que tiene una mayor afinidad por el sustrato, posiblemente cuando la enzima esta
como mondmero tenga mas flexibilidad entrando con mayor facilidad el sustrato al sitio activo,
sin embargo la forma nativa hexamérica es mas rapida en la segunda etapa donde el sustrato se
transforma a producto teniendo mayor Vmax y kp, sugiriendo que la forma hexamérica puede
estar estabilizando mejor la estructura.

Para poder evaluar de forma global estos parametros calculamos la eficiencia cinética (EF) que
nos da una relacion entre la rapidez de la reaccion y la afinidad (kp/Km). A pesar que la EF es
5 veces mayor en la recombinante que en la nativa (tabla 6) esta diferencia no es significativa,
se requieren diferencias de por lo menos de un orden de magnitud 10 veces para considerar un
cambio importante? por lo que podemos decir que la LAPyspll recombinante y nativa son

parecidas en su eficiencia cinética.

6.7. Determinacion de metales por el método de PIXE

Estudios precedentes mostraron que la LAPyspll es dependiente de iones Mn?*y que el Zn?* es
in inhibidor de la catalisis (2007 Herrera y cols.)®, también se llevaron a cabo experimentos con
la enzima desmetalizada (2009 Rivera Angeles) 7° observando que con Mn?* se recuperd hasta
el 80% de la actividad enzimatica mientras que con Zn?* no se logré recuperar la actividad
enzimatica. Para avanzar en el conocimiento del metal o metales que forman parte de la
estructura molecular de la LAPyspll se utiliza el analisis de metales por el método de PIXE,
siendo una técnica de rayos X potente, pero no destructiva®®. Este analisis se realiza en el

Instituto de Fisica de la UNAM con el Dr. José Luis Ruvalcaba.
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El andlisis de PIXE tiene la ventaja que se realiza en las proteinas que se separan en un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS). Para llevar a cabo la
determinacion de metales se necesitan por lo menos 10 ug de proteina purificada. Por ello se
hizo un gel con diferentes concentraciones de la LAPyspll recombinante purificada (10, 20, 30,
40 ug), la banda horizontal donde esta la enzima recombinante se deshidrata a temperatura
ambiente y se envia al analisis por PIXE. Las proteinas no se deben tefiir y por lo tanto no se
pueden observar, por esa razon las muestras se ponen en la mitad de un gel y se envian para su
andlisis, mientras que en la otra mitad se pone la misma muestra para tincion (5 y 40 pg). Para
tener la referencia del lugar exacto donde se encuentra la proteina para el analisis. En la figura
19 se muestra la mitad el gel con la proteina tefiida, una alicuota con la elucion final y la otra

alicuota, donde la concentracion de proteina es mayor después de la liofilizacion.

Elucion final
Liofilizada

—

Elucion final

Banda horizontal
para Analisis PIXE

Figura 19. PAGE-SDS de la proteina LAPyspll recombinante para cuantificar el
metal por el método de PIXE.
Carril 1: Elucion final liofilizada (40 ug).
Carril 2: Elucidn final (5 ug).

Cabe mencionar que para esta determinacién de metales por anélisis PIXE se enviaron las

muestras de la LAPyspll recombinante al Instituto de Fisica de la UNAM con el Dr. José Luis
Ruvalcaba el 29 de agosto del 2017.
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7. CONCLUSIONES

» Las condiciones Optimas de sobreproduccion de la LAPyspll recombinante se

obtienen en el 4° dia de expresion con 1 % de metanol como inductor

» El método de purificacion IMAC es un buen método para la purificacion de la
LAPyspll recombinate, ya que la proteina se obtiene con un rendimiento mayor

al 30 %, obteniendo una preparacién homogeénea con alto grado de pureza.

> En los pardmetros cinéticos se observa que la LAPyspll recombinante que tiene
una estructura monomeérica, si bien tiene una mejor afinidad (km) por el sustrato,
su velocidad y numero de recambio (Vmax y kp) son menores en comparacion
con la LAPyspll nativa, la cual tiene una estructura hexamérica. La eficiencia

cinética (kp/Km) es muy parecida en las dos enzimas

8. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

» En futuros experimentos se podran usar las condiciones de sobreexpresion y
purificacion con IMAC-NTA-Ni%* para obtener la proteina pura a altas
concentraciones que permitan hacer un estudio cristalografico de la LAPyspll

recombinante y confirmar su estructura molecular y sitio catalitico.

» Es importante conocer mejor el sitio catalitico de la enzima, para ello se puede
realizar una mutagénesis en los aminoacidos que se sabe que juegan un papel
importante dentro de este sitio, como lo es la Lys-293 y de esta forma determinar
si los pardmetros cinéticos Km, Vmax y kp se modifican al cambiar un

aminoacido.
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