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Resumen

Las proteasas cisteinicas son importantes debido a que participan en procesos fisioldgicos
celulares fundamentales asi como en procesos patolégicos de mamiferos. Ademas, las
proteasas cisteinicas de origen vegetal son utilizadas en la industriacervecera, alimentaria y
farmacéutica. Jacaratia mexicana, planta silvestre, contiene proteasas miembros de la
familia de la papaina Cl como la mexicaina y quimomexicaina que tienen mayor actividad
enziméticaque la papaina. Dada la importanciacientifica y de aplicaciones industriales de
esta enzimas,en esta tesis se propone una alternativa de produccion de dichas enzimas de J.

mexicana mediante la sobreexpresion de estas en Escherichia coli y en Pichia pastoris.

Para lograr los objetivos, se disefio y construyd un sistema de expresion: 1) con el vector
PET28b que contiene el promotor T7. La construccion permitié la expresion de las
proteasas recombinantes JMCP4 (péptido sefial, pro-péptido y proteina madura) y JnCP5
(pro-péptido y proteina madura) en E. coli BL21star (DE3). La expresion de las proteasas
recombinantes se confirmaron con western blot con anticuerpos anti-mexicaina y
zimografia. Con las cepas trasformadas de E. coli BL21star (DE3) se lograronrendimientos
de proteina pura JINnCP4 (10 mg/L) con actividad especifica de 29.8 U/mg para JIMCP4 y de
21.7 U/mg para JmCP5; y II) el gen JImCP4 de J. mexicana fue clonado en el vector
comercial pPIC9 y expresado en P. pastorisGS115 con el promotor AOX1. La proteasa
JmCP4 fue expresada como zimdgeno (pro-péptido y proteina madura) 2 dias después de la
induccion con metanol. La cepa obtenida, P. pastoris GS115-JmCP produce y secreta una
proteasa cisteinica al medio de cultivo con un rendimiento estimado de 23 mg/L. Se
determind que la proteina de interés corresponde a una proteina de 36 kDa por SDS-
PAGE, con western blot y por zimograma. La proteina presentd actividad especifica de
91.9 U/mg aprox. 3 veces mayor a la de papaina purificada y cristalizada 2X de una

preparacion comercial.

Por primera vez, se cuenta con dos sistemas de produccion de estas proteasas de J.

mexicana en E. coli BL21 y P. pastoris GS115-JmCP4, cepas obtenidas en este trabajo.




Abstract

Papain-like cysteine proteases are important and the most numerous family of the cysteine
protease class. They are involved in a fundamental physiological process of plant cells. And
papain-like cysteine proteases have been identified as critical components of the
pathological process of mammalians. Moreover, plant cysteine proteases are used in
brewery, food and pharmaceutical industry. Jacaratia mexicana wild plant contains papain-
like cysteine proteases family (C1) like mexicain and chymomexicain. The goal of this
work was to obtain two alternative systems to produce active cysteine proteases from J.
mexicana by heterologous expression systems, Escherichia coli and Pichia pastoris.

To reach these objectives expression systems were designed and constructed: 1) with
pPET28b vector with T7 promoter. This system over-expressed recombinant JNnCP4 (signal
peptide, pro-peptide and mature protein) JIMCP5 (pro-peptide and mature protein) in E. coli
BL21star (DE3). The recombinant proteases were identified by western blot and
zimography. The procedure yielded purified mature enzyme JmCP4 (10 mg/L) of active
enzyme of E. coli culture. Specific activity was 29.8 U/mg of JnCP4 and 21.7 U/mg of
mCP5; and Il) cysteine protease gene of J. mexicana was cloned in pPIC9, and expressed in
the heterologous Pichia pastoris GS115 with the AOX1 promoter. Protease JNCP4 was
expressed as zymogene (pro-peptide y mature protein) two day of growth after induction
with methanol. P. pastoris GS115-JmCP produced and secreted a recombinant cysteine
protease with an estimated yield of 23 mg/L. The recombinant protease showed a 36-kDa
band in SDS-PAGE and was positive by western blot and zymogram. The recombinant
protease JNCP4 had a specific activity of 91.9 U/mg; this value is 3 times higher than a

purified papain commercial preparation.

Two systems of cloning and expression of CPs from J. mexicana (E. coli BL21 y P. pastoris

GS115-JmCP4) are reported here for the first time. These systems were obtained in this thesis.
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1. Introduccién

1.1 Proteasas

Las proteasas también llamadas peptidasas, proteasas, enzimas proteoliticaso proteinasas,
son enzimas que llevan a cabo la hidrolisis de enlaces peptidicos. Peptidasa es el término
descrito en la Nomenclatura de las Enzimas del Comité de la Union Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB) para cualquiera de las proteinas que
hidrolizan enlaces peptidicos (Harley, 1960).Desde el punto de vista industrial, son el tipo
de enzimas mas importante porque representan alrededor del 60% del total de las enzimas
comercializadas en el mundo. La amplia distribucion de proteasas entre plantas, animales y
microorganismos demuestra que son necesarias para la supervivencia de los organismos y

juegan funciones importantes en diversos procesos bioldgicos (Demain y Vaishnav, 2009).

La variedad en el comportamiento catalitico de la peptidasas hace dificil su clasificacion
siguiendo las reglas establecidas para el resto de las enzimas, y en su lugar se han utilizado
tres criterios para su clasificacion: (i) reaccion catalizada; (ii) naturaleza del sitio activo; y
(iii) relaciones evolutivas con base a su estructura tridimensional. De acuerdo a la reaccion
catalizada por estas enzimas, la NC-IUBMB las ha clasificado en el grupo 3 (hidrolasas) y
subgrupo 4 (hidrolasas de enlaces peptidicos). La subclase 3.4 a su vez puede ser
subdividida en endo o exo peptidasas (amino-terminal o carboxilo-terminal) dependiendo
de su habilidad para hidrolizar enlaces peptidicos internos o localizados al final de la
cadena polipeptidica; las endopeptidasas son méas importantes desde el punto de vista
industrial (Rawlings y Barret, 1960; Barret y Buttle., 1985).

Comunmente se ha establecido la clasificacion de proteasas de acuerdo a la naturaleza de su
sitio catalitico (Barret y Buttle, 1985), en la cual las proteasas son divididas en seis clases
de acuerdo a su sitio activo: endopeptidasas serinicas (EC 3.4.21); endopeptidasas
cisteinicas, formalmente denotadas como tiol proteasas (EC 3.4.22); endopeptidasas
asparticas, primeramente conocidas como proteasas acidas (EC 3.4.23) ; endopeptidasas

glutdmicas (EC 3.4.24); metalo-endopeptidasas (EC 3.4.25), endopeptidasas treoninicas




(EC 3.4.26), ademas se incluye otro grupo en donde no se ha identificado du modo de
accion (EC 3.4.99). Las proteasas serinicas, cisteinicas y treoninicas son cataliticamente
muy diferentes a las asparticas y metaloproteasas en que el nucledéfilo del sitio catalitico del
grupo formado es parte de un aminoécido, mientras que en los ultimos dos es activado por

una molécula de agua).

Barret y Rawlings (2005) clasifico a las proteasas de acuerdo a la secuencia de aminoacidos
y relaciones evolutivas entre familias y clases. Las proteasas se sitdan en la misma familia
si muestran la suficiente homologia en su secuencia, y se cree que las familias tienen un
ancestro comun localizado en la misma clase. Los nombres de las familias y clases en la
base de datos MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) esta formada por las letras S, C, T, A,
G, M, y U, las cuales hacen referencia a los mecanismos de catalisis. De cualquier forma,
algunas clases son un tipo de mezcla que contienen dos 0 mas mecanismos catalisis y son
designados con la letra P. Las proteasas mas frecuentemente encontradas en plantas son del

grupo de las cisteinicas (CPs), asparticas (APs) y serinicas (SPs).

1.1.1 Proteasas cisteinicas

Las proteasas cisteinicas (CPs) estan ampliamente distribuidas en los organismos vivos, se
encuentran tanto en procariontes como en eucariontes (p.e. bacterias, parasitos, plantas,
invertebrados y vertebrados) (Rao et al., 1998). Alrededor de veinte familias de peptidasas
cisteinicas (C1-C20) han sido reconocidas. La actividad de todas las proteasas cisteinicas
depende de una diada catalitica que consiste en un residuo de cisteina e histidina, el orden
de residuos Cys e His (Cys-His o His-Cys) difiere entre familias (Grudkowska y
Zagdanska, 2004).

Las proteasas cisteinicas son activas sélo en presencia de agentes reductores tales como
cisteina, sin embargo el grupo SH se puede oxidar reversiblemente y puede recuperar la
actividad en presencia de reductores como la cisteina o el B-mercaptoetanol. De acuerdo a

la especificidad de la cadena proteica, estas enzimas se dividen en cuatros grupos: (i) las




tipo papaina (C1), (ii) las tipo tripsina con preferencia de corte en el residuo de arginina,

(iii) las especificas por el acido glutdmico, y (iv) otros tipos (Baretty Rawlings, 2005).

1.1.2 Proteasas cisteinicas de plantas

Una gran variedad de proteasas cisteinicashan sido identificadas, aisladas y estudiadas del
latex de varias familias de plantas como Asteraceae, Caricaceae, Moraceae,
Asclepiadaceae, Apocynaceae Yy Euphorbiaceae, entre las que se encuentran la
guimopapaina, bromelaina, mexicaina, caricaina, ficina, actinidina, entre otras (Gonzalez et
al., 2011). El latex es secretado por las plantas cuando sufren dafio fisico en sus tejidos, se
han reportado mas de 12 a 35 mil especies que lo presentan (Salas et al., 2008). En muchas
plantas de las familias Caricaceae, Moraceae y Asclepiadaceae se ha encontrado gran
cantidad deproteinas y enzimas, como por ejemplo, las proteasas de Carica papaya(C.
papaya) han demostrado conferir un mecanismo de defensa en contra insectos herbivoros
porque retardan el crecimiento o matan a la larva de los insectos (Arribere et al., 1998;
Dussourd et al., 1991; Farrel et al., 1991; Konno et al., 2004; Grudkowska y Zagdanska,
2004).

En plantas, las CPs son sintetizadascomo preproteinasas (zimogenos) y procesadas
autocataliticamente,generalmente tienen un prodominio autoinhibitorio que es removido
para activar a la enzima (Bryan, 2002), su activaciéndepende del pH y de la presencia de
activadores o inhibidores de proteasas (van del Hoorn et al., 2004). La actividad proteolitica
de las CPs sobre sustratos sintéticos es una forma simple para conocer la especificidad de
corte de las enzimas proteoliticas, ofreciendo informacion importante dentro de las
aplicaciones biotecnoldgicas, asi como en la produccién de péptidos bioactivos de proteinas
en alimentos (Dubbey, 2007).

De manera general, las proteasas cisteinicasestan involucradas en un gran numero de
procesos celulares, incluyendo mecanismos de defensa, protedlisis durante la senescencia,
muerte celular programada, maduracién de proteinas, degradacion y plegamiento de

proteinas, remocion de proteinas mal plegadas, maduracion de zimdgenos y hormonas




peptidicas, corte de sefiales de proteinas antes de la integracion en organelos, control del
metabolismo y homeostasis por disminucion de la cantidad de proteinas, (Del Pozo y Lam,
1998; Jones y Mullet, 1995; Koizumi et al., 1993; Palma et al., 2002; Tian et al., 2000). En
plantas, los ARNm que codifican para proteasas son acumulados bajo ambientes de estrés,
temperatura baja, sequia, salinidad y dafios a los tejidos(Estelle, 2001). Los incrementos en
la expresion de los ARNm de las CPs han sido encontrados en diferentes etapas del
desarrollo de las plantas como la germinacion de semillas (Cervantes et al., 1994) y
fotomorfogenesis en el desarrollo de semillas,foto-inhibicién en el cloroplasto, formacion
de elementos traqueales y la senescencia de varios 6rganos durante la sequia (Cercos et al.,
1993; Drake et al., 1996; Lohman et al., 1994; Wagstaff etal., 2002).

1.1.3 Importancia de las proteasas cisteinicas

Las proteasas tienen un papel fundamental en el mercado de enzimas a nivel mundial,
estimado en aproximadamente 3 billones de ddlares. Las proteasas constituyen el grupo
mas importante de enzimas industriales utilizadas en la actualidad. Los campos de
aplicacion de las proteasas son muy diversos, estos incluyen la ciencia y tecnologia de los
alimentos, la industria farmacéutica, y la manufactura de detergentes. Entre los principales
productores en el mundo se encuentran Industrias Novo, Gist-Brocades, Genecor

Internacional y Laboratorios Miles (Feijoo y Villa, 2011).

Entre los usos més importantes de las proteasas dentro de la industria alimentaria estan la
clarificacion de cervezas, ablandamiento de carnes, clarificacion de jugos de frutas,
elaboracion de vinos e hidrolizados de proteinas, tratamiento de malta o cebada, extraccion

de zumos, saborizantes, especias y pigmentos(Demain y Vaishnav, 2009).

En el campo de la medicina, las proteasas cisteinicas han sido identificadas como moléculas
clave en enfermedades degenerativas, invasivas y de desordenes del sistema inmune. Las
peptidasas humanas representan alrededor de 500 enzimas y cerca del 14% de ellas son
motivo de investigacion como marcadores moleculares en diversas enfermedades, como

por ej. la catepsina K participa en la degradacion del hueso y en los osteoclastos por lo que




disefio de inhibidores especificos son alternativa en el tratamiento de osteoporosis y
diversas formas de artritis (YYamashita et al., 2000; Hou et al., 2002). La catepsina S ha
mostrado participar en la presentacion del antigeno dependiente del MHC clase 11 (Riese et
al., 1998). Las catepsinas también han estado implicadas en la invasién de tumores y
metastasis (Berquin et al., 1994). El creciente interés en el estudio de las proteasas
cisteinicas ha estado enfocado a la expresion de proteasas cisteinicas que participan en los
procesos de invacion de parasitos que provocan enfermedades como la malaria, enfermedad
de Chagas y esquitosomiasis (McKerrow et al., 1999). Las proteasas cisteinicas tipo
papaina en organismos parasitos estan implicadas en el crecimiento, sefialamiento e
invasion al huésped y con frecuencia activan factores de virulencia por degradacion
proteolitica del sistema inmune del hospedero (Sajid et al., 2002). Ademas se ha establecido
una clara asociacion entre las proteasas cisteinicas de plantas y tratamientos terapéuticos
para el tratamiento de desordenes digestivos, ulceras gastricas y dérmicas de diferentes
origenes, modulacion inmunologica y desordenes tumorales y metastaticos (Salas et al.,
2008; Silva et al., 2005; Mello et al., 2008; Kaminsky y Zhivotovsky, 2012; Leicalle y
Bromme, 2002).

1.2 Jacaratia mexicana

Jacaratia es un género perteneciente a la familia Caricaceae, la cual se distribuye desde el
sur de México hasta el norte de Argentina; el género cuenta con siete especies de las cuales
solo dos han sido reportadas en nuestro pais: Jacaratia mexicana (J. mexicana) y Jacaratia
dolichaula (J. dolichaula).J. mexicanaes una planta endémica de México nombrada
comudnmente bonete, kunché, coaguayote, orejona 0 papaya de montafia. Se le puede
encontrar en altitudesproximas a los 1400 msnm, en areas de selva baja caducifolia,
principalmente en los estados de Morelos, Guerrero, Puebla, Yucatan, Campeche, Jalisco,
Michoacan, Veracruz y Oaxaca. Su etapa de floracion es de noviembre a enero y los frutos
pueden obtenerse de febrero a mayo Esta planta es caducifolia y llega a medir hasta 15 m
de altura, sus ramas son pinnadamente lobadas, recurvadas en los méargenes, el fruto es una
baya ovoide generalmente de 13 a 18 cm de largo y 4 a 6 cm de ancho. Las semillas son

ovoides de 6 a 7 mm de largo por 4.5 mm de ancho aproximadamente. Su tallo es grueso,




inerme, de corteza parda con cicatrices foliares semicirculares transversales y meédula
porosa. La planta produce latex tanto en tallo como en sus frutos, en mayor cantidad

cuando se encuentran inmaduros (Castafieda et al., 1945).

1.2.1 Mexicaina

Castafieda-Agullo et al., (1942) aislaron, por vez primera, a la denominada “mexicana” a
partir del latex de frutos de Pileus mexicanus syn J. mexicana, Caricaceae. Y se considero
gue esta proteasa cisteinica era la Unica proteasa (monomorfica) presente en el latex de J.
mexicana. Estudios realizados sobre la “mexicana” indicaron que presenta caracteristicas

similares a las de la papaina de Carica papaya, de la misma familia que J. mexicana.

La “mexicana” presentd mayor actividad especifica sobre caseina y sobre el sustrato
sintético N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester (BAEE) y estabilidad en comparacion a la
papaina (Romero et al., 1976) ademas, de mayor hidrosolubilidad y que no requeria de

activadores como el cianuro de sodio y la cisteina para conservar su actividad enzimatica.

Briones et al., 1994, demostraron que preparaciones refinadas “mexicana” podia competir
favorablemente con la papaina en ciertos procesos de tipo industrial donde esta es

empleada.

Por mucho tiempo se consider6 a la “mexicana” como proteasa monomorfica. Sin
embargo, al haer estudios de purificacion con metodos mas selectivos, mostraron que la
“mexicana” es en realidad un complejo de al menos cinco proteinasas (con pesos
moleculares y puntos isoeléctricos similares) a las que denominé proteasa: P-I, P-11, P-lIl,
P-IV y P-V, de acuerdo al orden de elucién en una columna de intecabio cationico, siendo
la proteasa P-1V es la méas abundante por lo que se le nombré mexicana (Oliver, 1999). Esta
proteinasa cisteinica de 23.8kDa, es estable a altas temperaturas y valores de pH’s con
actividad de una gama amplio intervalo de pH (3-10), mostrando tener un maximo de
actividad caseinolitica a pH 8.5-9 y presenta una mayor actividad proteolitica sobre el

sustrato caseina, asi también como también sobre el sustrato sintético N-Benzoil-L-




Arginina Etil Ester (BAEE) que la papaina. Se detremind la secuancia de amnoacidos a las
mexicaina y proteasa P-V (quimomexicaina) (Oliver, 1999). La mexicaina fue purificada e
inhibida con E-64 para su cristalizacion con el objeto de determibnar su estructura 3-D
(Moreno et al., 2000, Oliver et al., 2004). El analisis de la estructura 3-D de mexicaina-E-
64 que la molecula posee dos dominios que estan separados por el sitio catalitico formado
por los residuos de Cis25 e His159, uno en cada dominio, el primero es abundante en
estructuras o-hélice, mientras que el segundo es abundante en estructuras B-plegadas.
Como una proteasa de la familia tipo papaina (C1), contiene siete residuos de Cys los
cuales son comunes en esta familia, tres formando tres puentes disulfuro y el residuo siete
es Cys25 del sitio activo (Oliver, 1999; Gavira et al., 2007).

1.2.2 Genes de proteasas cisteinicas de J. mexicana

Las peptidasas cisteinicas han sido ampliamente estudiadas y se han asilado cerca de70
genes de plantas que codifican para estas enzimas.Varios estudios se han enfocado en la
identificacion de genes de CPs de plantas y su expresion en E. coli y levaduras, tal es el
caso deC.papaya (Taylor etal., 1999), Ipomoea batatas (Chen et al., 2009; 2010), Nicotiana
tabacum (Beyene et al., 2006), Mesembryanthemum crystallinum (Forsthoefel et al., 1998),
Daucs carota (Mitsuchashi et al., 2004),C. candamarcensis(Pereira et al., 2001).La
identificacion de genes de CP utilizando como fuente a las plantas, asi como la
sobreexpresion de genes de CP de plantas, han resultado alentadores para la produccion de
proteasas cisteinicas en diversos sistemas celulares. (Bromme et al., 2004; Revell et al.,
1993; Taylor et al., 1992; Ueda et al., 2000).

El aislamiento de los genes que codifican para algunas proteasas cisteinicas de Jacaratia
mexicanaforma parte de la linea de investigacion de nuestro grupo de trabajo. Para realizar
el aislamiento de estas CPs se extrajo el ADN y ARN total de hojas de J.
mexicana,utilizando el ARN se realiz6 la sintesis de ADNc, y se amplificé una regién
interna del gen usando primers degenerados para los sitios conservados de las proteasas
cisteinicas. A partir de este fragmento interno se disefiaron primers para aislar el gen

completo usando la técnica de 5° y 3° RACE. Todos los productos de PCR fueron




purificados, ligados a un vector de clonacion y secuenciados. Con el fin de obtener el gen
de ADNCc las tres secuencias determinadas se superposieron y se sintetizaron los primers
especificos para aislar la secuencia completa de ADNCc. El resultado fue la obtencion de una
secuencia completa de ADNc de 1297 pb, de la cual se caracterizaron dos secuencias de
ADN (ORF) denominadas JMCP4 y JnCP5 (Martinez et al., 2012). En la Fig. 1 se presenta
el esquema de las secuencias aisladas: (i) la construccion JmCP4 comprende 1044 pb,
estacodifica para un polipéptido que tienen un péptido sefial (26 aa), propéptido (108 aa) y
una regién de enzima madura (214 aa), con un total de 348 aa y un peso molecular de 39.4
kDa. (ii) La construccion JmCP5 comprende 969 pb que codifica para un polipéptido sin
péptido sefial pero con la region completa del propéptido (108 aa) y proteina madura (215

aa) para un total 323 aminoacidos con un peso molecular de 36.6 KDa.

En el analisis entre la homologia de JInCP4 y JmCP5 revel6 que ambas proteasas exhiben
una identidad de entre 56% a 91% con otras proteasas de tipo papaina de diferentes plantas
(J. mexicana, Vasconcellea cundinamarcensis, Vasconcella stipulata y C. papaya, entre
otras). JmCP4 presenta alta similitud (91%) con la quimomexicaina (P84347) y 83% de
similitud con la mexicaina (P84346), mientras que JmCP5 presenta una alta identidad
(87%) por la quimiomexicaina y 85% de identidad con la mexicaina. Entre ambas
secuencias la identidad es de 88%, con pequefios cambios entre los residuos basicos, acidos
y neutrales. Las cargas en la secuencia de aminoécidos en la estructura de JIMCP4 y JmCP5
no tienen un impacto significante en la estructutura terciaria de la CPs cuando se compara
con la mexicaina (Gavira et al., 2007; Oliver et al., 2000), por lo que ha supuesto su
identidad como isoformas de CPs del latex de J. mexicana, como se ha reportado con otras
proteasas del tipo de la quimopapaina de las isoformas | a V. (Martinez et al., 2012; Taylor
etal., 1992).




a) IMCP4

Péptido serial Propéptido Proteina madura
2.71 kDa 13.07 kDa 23.61 kDa

5" UTR 3" UTR
ARNmM

b) IMCP5 . .
Propéptido Proteina madura

12.85 kDa 23.7 kDa

5 UTR 3"UTR

Fig. 1. Representacién esquematica de la organizacion de los genes CP de J. mexicana.Se indica la region del

péptido sefial, la pro-region y proteina madura de a) JnCP4 y b) JInCP5 (Martinez et al., 2012).

El modelado tridimensional basado en la secuencia de aminoacidos de las estructuras de
JmCP4 y JmCP5, muestra una estructura de plegamiento parecido al de las proteasas tipo
papaina, en la cual se generan dos dominios (L y R) sepados por una hendidura de unién; el
primer dominio es abundante en estructuras a-hélices mientras que el segundo dominio lo
es en hojas B (Fig. 2). En en el sitio catalitico se conservan los residuos Cys25, Asnl75 e
His159, revelando 7 residuos de Cys comunes para esta familia, nombrados 22-63, 56-
95,153-200 y Cys25 que se encuentra en estado reducido en el sitio activo (Martinez et al.,
2012).




(a) (b)
Fig.2. Modelo tridimensional de las CPs de J. mexicana.Los modelos representan la estructura ternaria
prevista por el software SWISS-MODEL vy visualizado con PyMOL para (a) JInCP4 y (b) JImCP5 (Martinez
etal., 2012).

La obtencion de las secuencias de los genes de proteasas cisteinicas de J. mexicana provee
una alternativa de produccion en varios sistemas de expresiony puede ser un paso inicial

hacia la comercializacién de la enzima.

1.3 Expresién de proteasas cisteinicas

En los ultimos afios, las proteasas de planta han sido objeto de atencién en la industria
farmacéutica y biotecnoldgica no solamente por su actividad proteolitica, si no tambiéen
porque son activas en un amplio intervalo de temperaturas y pHs (Dubey et al., 2007).
Debido a que la aplicacion industrial de enzimas requiere de bajo costo en su produccion
asi como una gran escala de produccion, las enzimas de plantas han sido remplazadas por
enzimas de origen microbiano. Todo esto ha incrementado el ndmero de trabajos de
proteasas de plantas tanto en desarrollos biotecnoldgicos, como en la ingenieria de
proteinas,pronosticando que, en un futuro cercano se tenga la posibilidad de que las
proteasas de plantas tengan mejores propiedades y mayor presencia en la industria.

La creciente demanda de proteinas recombinantes ha propiciado el desarrollo de estudios
enfocados a la busqueda de sistemas de expresion para su produccion. Mientras algunas
proteinasson expresadas en altos nivelesdentro de los organismos en donde se producen de
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manera natural, en otras se han tenido dificultades para su obtencion y requieren de la
produccion de una proteina recombinante. Los sistemas unicelulares, como las bacterias y
levaduras, son utilizados en la produccién de varias proteinas recombinantes con
aplicaciones industriales y terapéuticas debido a su relativa sencillez del proceso,en
especial, a la produccion de aquellas proteinas que no requieren procesos postraduccionales

como glicosilacion(Feijoo y Villa, 2011).

1.3.1 Expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli

Escherichia coli(E. coli) es generalmente la primera eleccién para la expresion de proteinas
hetero6logas debido a su facil manipulacion, rapido crecimiento, rapida expresion, altos
rendimientos, bajo costo de cultivo y modificaciones gendmicas sencillas (Swartz et al.,
2001). Algunas de las desventajas son la dificultad de expresion de proteinas con cuerpos
disulfuro, proteinas no glicosiladas, con endotoxinas, formacion de acetato que resulta en
toxicidad celular y proteinas como cuerpos de inclusion resultando en proteinasinactivas y
que requieren de replegamiento (Demain y Vaishnav, 2009). Dentro de los retos de utilizar
la E. coli para la expresion de proteinas estan la de asegurar altos indices de transcripcién y
traduccion, el control de toxicidad por el producto del gen heter6logo, el mantenimiento de

la solubilidad de la proteasa y la degradacion proteolitica de la proteina expresada.

La primera proteasa cisteinica expresada en el sistema de E. coli fue la catepsina L (Smith
et al., 1989), sin embargo la proteina producida era una variante de la proteina original con
muy bajo rendimiento. Tal como se observa en la Tabla 1, las primeras CPs de planta
expresadas con exito fueron la papaina (Taylor et al., 1992) y la caricaina (Revell et al.,
1993), desde entonces el sistema de expresion de E. coli ha sido exitosamente explotado
para la expresion otro tipo de CPs, como las catepsinas de mamiferos, entre las que se
encuentran la catepsina B (Kuhelj et al., 1995), catepsina L (Dolinar et al., 1995), catepsina
S (Kopitar et al., 1996; Tobbell et al., 2002), catepsina K (D’Alessio et al., 1999; Hwang et
al., 2002), catepsina O (Velasco et al., 1994) y catepsina X (Santamaria et al., 1998).
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Tabla 1. Expresion de proteasas cisteinicas tipo papaina en E. coli.

Enzima Clonacién Rendimiento u Obijetivo Referencia
Propapaina 3 mg/L Choudhury et al., 2009
Propapaina 3 mg/L Taylor et al., 1992
Propapaina Caracterizacion de la pro-region Vernet et al., 1995
Papaina
Propapaina Procesamiento Cohen et al., 1990
K174R Mejoramiento termoestabilidad Choudhury et al., 2009
K174R/V32S/G36S Plegamiento y activacion Revell et al., 1993
Proguimopapaina 4-6 mg/L Taylor et al., 1999
Quimopapaina
Proguimopapaina 8-12 mg/L Choudhury et al., 2009

Caricaina CMS2MS2 Actividad mitogénica Corréaetal., 2011

B, humana 3 mg/L Kuhelj et al., 1995

B, L. mexicana 3.5 mg/L Sanderson et al., 2000

C, Bovina Degradado Komeda et al., 2002.
Catepsina K. Humana 50 mg/L D’Alessio et al., 1999

Dolinar et al., 1995

- fumana t3malL Smith et al, 1988

S, Humana 2-4 mg/L Kopitaret al., 1996.
Cruzaina T. cruzi 20-30 mg/L Eakin etal., 1992

Las estudios iniciales para la expresion de proteasas cisteinicas en E. coli no tuvieron éxito
debido a dificultades para obtener una proteasa activa. De cualquier forma, estos
experimentos revelaron que la remocion de una secuencia péptidosefal es esencial para la

expresion de la proteina, asi como la presencia del propéptido para el correcto plegamiento
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que permita obtener una enzima activa (Taylor et al., 1992).La mayoria de estos
inconvenienteshan sido superados con la seleccion de vectores de expresion con
promotores fuertemente inducibles, sitios de unidna ribosomas, secuencias sefial dirigidas a
transportar el producto del gen al compartimento periplasmico, células hospederas con
expresion de proteasas deprimida y que las proteasas expresas tengan una etiqueta para su
purificacion rapidapurificacion. Un gran avance en el desarrollo de sistemas de expresion
bacterianos fue la introduccion del promotor T7 de bacteriofago para el control de proteinas
recombinantes en E. coli, siendo utilizado ampliamente en la expresién de proteasas tipo
papaina (Studier et al., 1991).

Las proteinasas de organismos eucariontes expresadas intracelularmente en E. coli son
frecuentemente secuestradas dentro de cuerpos de inclusion. Se cree que la asociacion de
dominios hidrofobicos durante el plegamiento juega un papel importante en la formacién de
cuerpos de inclusién. Para proteinas con residuos de cisteina la correcta formacion de
enlaces disulfuro en el ambiente reductor del citoplasma de E. coli pueden contribuir al
incorrecto plegamiento y contribuir a la formacion de cuerpos de inclusion. Sin embargo, se
ha probado que las proteinas purificadas bajo condiciones desnaturalizantes pueden volver
a ser plegadas correctamente y tener actividad (Wingfield and Palmer, 1995; Hwang et al.,
2002; Komeda et al., 2002; Dolinar et al., 1995; Kopitar et al., 1996; D’Alessio et al.,
1999).

El replegamiento es el paso critico del proceso de expresion de proteinas recombinantes, las
proteinas son diluidas y los rendimientos disminuyen drasticamente (Tobbel et al., 2002;
Hwang et al., 2002). El correcto par redox en los buffers es critico para el plegamiento, asi
como la temperatura Optima (4°C) y tiempo de incubacion. La renaturalizacion y
plegamiento de proteina solubilizada ocurre durante remocion de agentes desnaturalizantes
y/o detergentes. Si estos se usan pueden provocarla exposicion de regiones hidrofébicas de
la proteina hacia el solvente, proceso que, a menos de que se utilicen condiciones
cuidadosamente controladas, puede seguir hacia la formacion de agregados insolubles o

multimeros solubles inactivos. Estas condiciones controladas son en muchos casos
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requeridas para evitar la formacién de agregados y mantener mondémeros de proteina que se

plegaran para permitir una completa conformacion nativa (Taylor, 1992).

1.3.2 Expresion de proteinas recombinantes en Pichia pastoris

Las levaduras, organismos eucariontes fungi unicelulares, son con frecuencia utilizados
para producir proteinas recombinantes que no son producidas de manera deseable en E. coli
debido a problemas referentes con el plegamiento o el procesamiento
postraduccional(acilacion,  fosforilacion, metilacion, hidroxilacién, glucosilacion,
sulfonilacion, prenilacion, glicacion, nitrosilacion, nitracion, etc). Las cepas de levaduras
estdn genéticamente bien caracterizadas y pueden llevar a cabo muchas modificaciones
postraduccionales. A diferencia células de insectos o mamiferos, el trabajo con levaduras es
mas facil y menos costoso, ademas tiene facil adaptacion en procesos de fermentacion
(Potvin et al., 2010). Las dos cepas mas utilizadas por ser extremadamente Utiles para la
expresion y el analisis de proteinas eucariotas son Saccharomycescerevisiae (S. cerevisiae)

y la levadura metilotroficaPichiapastoris (P. pastoris)(Cregg et al., 2000).

S. cerevisiae ofrece ciertas ventajas sobre las bacterias como célula hospedera de clonacion
(Gellison et al., 1992): (i) tiene una larga historia en el uso de fermentaciones industriales;
(ii) puede secretar proteinas heterdlogas en el espacio extracelular cuando cuenta con la
secuencia sefial apropiada unida a genes estructurales, (iii) lleva a cabo la glicosilacion de
proteinas. De cualquier forma, la glicosilacion de S. cerevisiae con frecuencia no es
aceptable para proteinas de mamiferos porque solocontiene manosa mientras que las
proteinas de eucariontes superiores tienen uniones mas complejas con otros oligosacaridos.
Ademas, las levaduras glicosilan en exceso los sitios N-terminales para reducir la actividad
y la unién al receptor, y en muchos casos tienen como consecuencia problemas
inmunoldgicos. La glicosilacion influye en reacciones cinéticas (si la proteina es una
enzima), la solubilidad, la vida media en el suero, estabilidad térmica, actividad in vivo,
inmunogenicidad y la union a receptor (Demain et al., 2009). La glicosilacion en P.
pastoris es menos extensa que en S. cerevisiae (Dale et al., 1999) debido a las cadenas de

manosa mas cortas, usualmente de 20 residuos comparadas con S. cerevisiae con cadenasde
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50 a 150 residuos. P. pastoris carece de a-1-3-manosil transferasa la cual produce enlaces
a-1-3-manosil terminal en S. cerevisiae y causa una alta respuesta antigénica en pacientes
(Zhou et al., 2006).

Las levaduras metilotroficas han llegado a ser muy atractivas como hospederas para la
produccion industrial de proteinas recombinantes a partir de la manipulacion de los
promotores que controlan la expresion, estos genes estan dentro de los mas fuertes y mas
estrictamente regulados por los promotores de la levadura. Los cuatro géneros de levaduras
metilotroficas conocidos (Pichia, Hansenula, Candida y Torulopsis) muestran una ruta
metabolica comun que hace posible el uso de metanol como Unica fuente de carbono. Las
células pueden crecer rapidamente en altas densidades (tan altas como 130 g/L) y el nivel

de expresidn puede ser regulado por una simple manipulacion en el medio.

La ruta de secrecion de proteinas asi como un tipo de N-glicosilacién en proteinas ha sido
exitosamente lograda en Pichia(Choi et al., 2004). Ente las ventajas de las levaduras
metilotréficas sobre S. cerevisiae como organismo hospedero se encuentran: (i) mayor
produccion de proteina; (ii) evitan la hiperglicosilacion; (iii) el crecimiento es
razonablemente mayor en soluciones con metanol las cuales podrian matar a otros
microorganismos, (iv) es un sistema barato y de facil mantenimiento, y (v) integra
multiples copias del ADN foraneo en el ADN cromosémico que tienen como resultado

células transformadas estables (Gellison et al., 1992; Cregg et al., 1993).

En respuesta a la regulacion transcripcional por induccion de metanol, muchas de las
enzimas han sido répidamente sintetizadas en altos niveles (Gellison et al., 1992).
Lasenzimas de la ruta del metanol (AOX y DHAS) estan presentes en altos niveles cuando
las células crecen en metanol pero no son detectables en células que utilizan otra fuente de
carbono (glucosa, glicerol o etanol) (Wegner et al., 1990; Veenhuis et al., 1983). Estudios
bioquimicos muestran que la utilizacion del metanol requiere de una ruta metabdlica que
involucra a la enzima alcohol oxidasa (AOX), la cual cataliza el primer paso en la ruta de la

utilizacion del metanol: la oxidacion de metanol a folmaldehido y peroxido de hidrogeno.
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La AOXes secuestrada dentro del peroxisoma junto con la catalasa, la cual degrada el
perdxido de hidrogeno a oxigeno y agua. Una porcion del formaldehido generado por AOX
sale del peroxisoma para ser fuertemente oxidado formando diéxido de carbono por dos
deshidrogenasas, reacciones que son una fuente de energia para el crecimiento de células en
metanol. El formaldehido remanente para formar los constituyentes celulares por una ruta
ciclica que inicia con la condensacion de formaldehido con xilulosa 5-monofosfato, una
reaccion catalizada por tres enzimas peroxisomales dihidroxiacetona sintasa (DHAS). Los
productos de la reaccion, gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona, salen del peroxisoma
y entran a una ruta en el citoplasma que genera xilulosa 5-monofosfato ygliceraldehido 3-
fosfato. Existen dos tipos de genes que codifican para la alcohol oxidasa en P. pastoris:
AOX1y AOX2; AOX es responsable de la mayoria de la actividad de la alcohol oxidasa en
la célula. La expresion del gen AOX1 es controlada por el nivel de transcripcion. En células
crecidas en metanol, aproximadamente el 5% de ARN poli(A) es de AOXL1, en células
crecidas en diferentes fuentes de carbono, el mensajero AOX1 no es detectable. La
regulacién del gen AOX1 estd involucrado en un mecanismo de represion adicional
almecanismo de induccidn. La presencia de metanol es esencial para inducir altos niveles
de transcripcion (Cereghino y Cregg, 1999).P. pastorisproduce altos niveles de proteinas
recombinantes en el medio extracelular y no secreta altas cantidades de proteinas
enddgenas; por consiguiente las proteinas foraneas secretadas por el cultivo son
relativamente puras, lo que facilita su separacion (Lin et al., 2000). Dentro de las variables
claves para maximizar los rendimientos de la expresion proteinas en levaduras se
encuentran la eleccion del medio de cultivo, la densidad celular y el mantenimiento del

intervalo de pH 6ptimo (Brémme, 2004).

Algunas proteasas cisteinicas tipo papaina producidas en P. pastoris, mostradas en la tabla
2, se encuentran la mutante de propapaina Q19E (Dufour et al., 1998); y al igual que en el
sistema E. coli se han producido CP de mamiferos y paréasitos, alcanzando rendimientos de
hasta 60 mg/L (Caffrey, et al., 2002) (véase la tabla 2).
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Tabla 2. Expresion de proteasas cisteinicas tipo papaina en levaduras.

Enzima Hospedero/Clonacion Rendimiento/Objetivo  Referencia
P. pastoris/Propapaina Q19E Sintesis de amidrazonas Dufour et al., 1998
Papaina S. cerevisiae/Propapaina 110 pg/L Vernet et al., 1995
S. cerevisiae/Propapaina 1.7 mg/L Ramjee et al., 1993
Catepsina B2 P. pastoris
] 40-60 mg/L Caffrey, et al., 2002
(S. mansoni) X33/pPICZa
Catepsina F P. pastoris
0.17 mg/L Somoza et al., 2002
(humana) GS115/pPIC9
Catepsina K P. pastoris )
38 mg/L Linnevers et al., 1997
(humana) GS115/pPIK9K
Catepsina L S. cerevisiae 0.0025 mg/L Carmona et al., 1996
(humana) BJ3501/YpDC222
Catepsina L P. pastoris
) ] 10 mg/L Carmona et al. 1996
(C. sinensis) GS115/pPIC9
Catepsina S S. cerevisiae
0.17 mg/L Bromme et al., 1993
(humana) BJ3501/YpDC222
Catepsina X P. pastoris
5 mg/L Nagler et al., 1999
(humana) GS115/pPIC9
Cruzipaina 2 S. cerevisiae )
) 0.029 mg/L Lima, et al., 2001
(T. cruzi) BJ3501/YpDC280

La mayor ventaja de Pichia sobre E. coli es que tiene la capacidad de producir enlaces
disulfuro y glicosilacion de proteinas, en el caso E. coli puede producir una proteina mal
plegada, la cual es usualmente inactiva o insoluble. Comparada con otros sistemas de
expresion como las células S2 de Drosophila melanogaster o las células de Ovario de
Hamster Chino (CHO), Pichia usualmente tiene mejores rendimientos, ademas las lineas
celulares de organismos multicelulares usualmente requieren de medios complejos y de este

modo se incrementan los costos de produccién. Sin embargo, existen algunas desventajas
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de utilizar a Pichia como hospedero para la expresion de proteinas heterdlogas; cierto
numero de proteinas requiere de chaperoninas para el plegamiento adecuado y Pichia es
incapaz de producir estas proteinas. Gerngross, 2004 y Hamilton et al., 2006, crearon una
cepa capaz de producir eritropoyetina en la glicosilacion humana y completamente
funcional, esto se logro por el intercambio de enzimas responsables de la glicosilacion de

esta levadura por enzimas homologas de mamiferos.

El presente trabajo presenta los resultados de la sobreexpresion de enzimas proteoliticas de

J. mexicana en los sistemas de expresion E. coli y P. pastoris.
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2.Justificacion

Las proteasas cisteinicas de origen vegetal son ampliamente usadas en lasindustrias
alimentaria, farmacéutica y biotecnoldgica ya que presentan caracteristicas fisicoquimicas
que les confieren mayor estabilidad ala temperatura ytienen unaespecificidadamplia. Se ha
demostrado que las proteasas cisteinicas de J. mexicana pueden competir en usos
industriales donde es empleada la papaina,ademas se ha probado que es mas estable al pH y
a la temperatura. Es asi que se plantea una alternativa para la produccion de estas enzimas
proteoliticas cisteinicas en sistemas heterdlogos con las ventajas de producirlas en menor
tiempoy mayor cantidad comparadas con la extraccion a partir del latex de la planta y al de

los cultivos de células vegetales en suspension.

A pesar de que J. mexicana produce grandes cantidades de proteasas cisteinicas en la
planta, la disponibilidad de estas proteasas es limitada debido a que la planta es silvestre y
solo produce frutos solo dos meses al afio. Otra alternativa de produccion es por medio de
cultivos celulares en biorreactores, sin embargo no se ha logrado optimizar la produccion

de dichas proteasas.

En nuestro grupo de trabajo se ha logrado el aislamiento de los genes que codifican para
diversas enzimas proteoliticas cisteinicas de J. mexicanacon el propdsito de expresarlos en

sistemas mas controlados y baratos comobacterias y levaduras.

Dada la importanciacientifica y de aplicaciones, en la industria cervecera y alimentaria asi
como en usos farmacoldgicos de las proteasas cisteinicas de plantas, en el presente proyecto
se propone la expresion de proteasas de J. mexicanaen E. coli y en P. pastoris, con la
finalidad de contar con un sistema de produccion quepermita obtener estas proteasas en

forma constante y en menor tiempo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Sobreexpresar genes de proteasas cisteinica de Jacaratia mexicana en Escherichia coli y

Pichia pastoris como sistemas de produccion de enzimas.

3.2 Objetivos particulares

1. Disefiar y construir vectores de expresién de los genes JnCP4 y JmCP5para la
transformacion de E. coliyP. pastoris.

2. Comprobarla integracion de los genes JmCPen el genoma cromosomal de E. coliyP.

pastoris.

3. Analizar los niveles de produccion de las proteasas recombinantes en E. coliyP.

pastoris.
4. Detectar las proteasas recombinantes de J. mexicanacon anticuerpos anti-mexicaina.

5. Evaluar la actividad proteolitica de las proteinasas recombinantes.
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4.Materiales y métodos

4.1 Expresion de INCP en Escherichia coli

4.1.1 Microorganismo

Se utilizaron las cepas de E. coli DH5a (Invitrogen, EU) y TOP10F (Invitrogen, EU)como
cepas hospederas para la transformacion y propagacion de plasmidos. La cepa BL21star
(DE3) (Invitrogen, EU) de E. colifue utilizada como sistema de expresion del promotor T7.
La cepa BL21 es una cepa hospedera de alto rendimiento disefiada para mejorar el
rendimiento de una proteina en un sistema de expresion basado en el promotor T7, debido a
que la polimerasa T7 sintetiza ARNm mas rapidamente que las polimerasas de ARN de E.
coli, y esto da lugar a transcritos de ARNm no protegidos por los ribosomas, que son luego
sometidos a la degradacién enzimatica por ARNasas enddgenas. El nivel reducido de
transcripciones en la célula a menudo conduce a niveles considerablemente reducidos de
rendimiento de proteina, ademas las cepas BL21star contienen una mutacion en el gen que
codifica la ARNasa E, que es una de las principales fuentes de la degradacion de ARNm.
Las células BL21star mejoran significativamente la estabilidad de las transcripciones de
ARNm y aumentan el rendimiento de proteina de expresion T7 basados en vectores

inducibles. Los genotipos de las cepas utilizadas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Genotipos de las cepas de E. coli.

Cepa Genotipo

DHb5a, F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK-,
mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl

TOP10F’ F {proAB, laclg, lacZIM15, Tnl0 (TetR)} mcrA, [mrr-hsdRMS-
mcrBC), [180lacZ[M 15, [JacX74, deoR, recAl, [} araD139, [(ara-

leu)7697, galU, galK, rpsL(StrR), endAl, nupG

BL21 Star (DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rne131 (DE3)
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4.1.2 Vectores

pBluescript 11 KS (-) (Fermentas, CAN): Es un vector de clonacion que tiene 2961 pb, esta
disefiado para la clonacion, secuenciacion, mutagénesis y transcripcion in vitro. La
expresion del extremo amino de la B-galactosidasa permite la seleccion entre clonas azules
y blancas cuando es introducido a cualquier cepa de E. coliinducidas por IPTG y en

presencia de X-gal.

PET-28b (+) (Novagen, EU): Este es un vector de 5368pb desarrollado para la clonacién y
expresion de proteinas recombinantes en E. coli, usando el promotor fuerte de bacteriéfago
T7 que es inducido por la ARN polimerasa de la célula hospedera. La polimerasa ARN T7
es muy selectiva y activa casi en su totalidad los recursos de la célula para convertirlos en
la expresién del gen objetivo. Los sistemas de expresion basados en la ARN polimerasa del
bacteriofago T7 ofrecen como mayor ventaja el que, una vez inducido el promotor T7, la
maquinaria de transcripcion de la célula huesped no puede competir con la RNA
polimerasa del bacteriéfago y casi toda la transcripcion de la célula tiene lugar a partir del
promotor T7.El producto deseado puede comprender mas de un 50% de la proteina celular
total en pocas horas despues de la induccion. Otro beneficio importante de este sistema es
que permite mantener silenciados los genes transcripcionales diana en el estado no
inducido. pET28b incluye una cola de histidinas y la secuencia de reconocimiento de la
trombina en el extremo N-terminal de la region de expresién como se puede apreciar en la
Fig. 4. La insercion de dichos aminoéacidos facilitan la deteccion y posterior purificacion de
la proteina sobreexpresada. Una vez establecido en el hospedero, los plasmidos son
transferidos dentro de células de expresion que contienen una copia cromosomal del gen de
la polimerasa ARN T7 bajo el control de lacUV5, y la expresién es inducida por adicién de
IPTG.
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Fig. 3.Mapa del plasmido pET-28b(+).

Promotor T7 Operador lac
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACTGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTC
His-Tag

TAGAAATAAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAG
Trombina Ndel BamHI

CAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGTCGCGGATCCC
His-Tag

GAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCT
Terminador T7

AACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGG

Terminador T7

CCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Fig. 4. Regidn de expresion y clonaje del plasmido pET28b.
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4.1.3 Medios de cultivo

Los cultivos bacterianos fueron sembrados en placas de medio LB (1% wi/v agar) y
conservados a 4°C para periodos cortos, y a -70°C en medio LB liquido (15% v/v glicerol)

para periodos largos de conservacion.

En la preparacion de medio LB se utilizé 10g de triptona, 5g de extracto de levadura y 10 g
de NaCl, la solucion se aford a 1 L con agua desionizada. El pH del medio fue ajustado a

7.0 y esterilizado en autoclave por 15 min a 121°C, 15 psi (Sambrook y Russell, 2001).

4.1.4 Digestion con enzimas de restriccion

La restriccionse realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante utilizando 10 unidades
del la enzima BamHI (Fermentas, CAN), 5ug de vector pET28b y buffer BamHI 10X (Tris-
HCL 10mM pH 8.0, MgCl, 5mM, KCI 100mM, Triton X-100 0.02%, BSA 0.1 mg/mL) en
el volumen de 20uL. La reaccion de restriccion se dejé toda la noche a 37°C. La reaccion

fue purificada utilizando el protocolo de la seccién 4.3.5.

415 Reaccion de desfosforilacion

Para la desfosforilacion del vector pET28b se empled una unidad de fosfatasa alcalina de
camaron (SAP, Fermentas, CAN) de acuerdo a las instrucciones de fabricante adicionando
el buffer de reaccion 10X de la fosfatasa alcalina de camardn y 1 pg del vector linealizado.
La reaccion se llevo a cabo durante 30min a 37°C y la reaccion fue detenida incubandola
por 20 min a 60°C.

4.1.6 Reaccion de ligacion

La ligacion del vector pET28b desfosforilado con el inserto fue llevada variando la relacion
de inserto: vector de 1:4 en presencia de 5 unidades de DNA Ligasa T4 (Fermentas, CAN)
y el buffer DNA ligasa T4 10X (Fermentas, CAN) en un volumen de 20uL. La reaccion se

incubo a 4°C toda la noche hasta su uso para la transformacion de células competentes.
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4.1.7 Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

Se selecciono una sola colonia bacteriana (TOP10F", DH5a 6 BL21star DE3) de una placa
de medio LB que fue incubada por 20h a 37°C y se transfirio a 5mL de medio LB liquido.
El pre-cultivo fue incubado a 37°C hasta una DOggonm de 0.4. Se tomo 1 mL del pre-cultivo
y se inocul6 en un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB previamente esterilizado, el
cultivo fue incubado a 37°C hasta una DOgoonm 1.2-1.4. Este cultivo fue transferido a un
tubo de polipropileno de 50mL estéril e incubado en hielo por 10 min. Las células fueron
centrifugadas a 4000 rpm por 10min para formar una pastilla celular, la cual se resuspendio
en 25 mL de CaCl,0.1M frio (se prepard pesando 11.1 g de CaCl, aforando a 1 L con agua
desionizada y se esterilizd en autoclavepor 15 min a 121°C, 15 psi). Las células se
centrifugaron a 4000 rpm por 10min para formar nuevamente una pastilla. Se repitio el
proceso para un volumen de 10mL de CaCl,.Un altimo lavado se realizé con 5 mLde CaCl,
y se hicieron alicuotasdel00uL de las células en tubos de 1.5mL estériles, estas se
mantuvieron en hielo y se conservaron a -70°C para su posterior uso (Sambrook y Russell,
2001).

4.1.8 Transformacién de células de E. coli

En cada experimento de transformacion se incluyeron los apropiados controles que
consistieron en la transformacion del vector pPBSK 6 pET28b para observar si las células
eran competentes, un control negativo donde se adiciond6 ADN de cepas silvestres y un
control positivo que contenia la construccion del vector con el inserto; estas fueron
sembradas en cajas de medio LB con o sin el antibiético adecuado segun el vector a
expresar. Se agregd 4 uL del vector recombinante a las respectivas células en alicuotas,
excepto a los controles, se mezclo cuidadosamente y los tubos se incubaron en hielo
durante 20min, transcurrido este tiempo se transfirieron 100uL de las células competentes
se sembraron por extension en varilla en placa de medio LB selectivo (en el caso de pBSK
ampicilina 50ug/mL y para pET28b kanamicina 30ug/mL). Se mantuvieron las placas a
temperatura ambiente hasta que el liquido fue absorbido por el agar. Las placas de
incubaron a 37°C por un periodo de 16h hasta la presencia de coloniastransformadas de 0.2
a 1 mm de didmetro (Sambrook y Russell, 2001).
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4.1.9 Fermentacion de E. coli transformada con pET28bJmCP

Se tomd una colonia de las placas con células transformadas y se inocul6 en un tubo de
vidrio con 5mL de medio LB con el antibiotico apropiado, este tubo se dejo incubando 16 h
a 37°C con agitacion vigorosa. Posteriormente se tomé 1mL del tubo y se indculo en un
matraz de 250mL con 50 mL de medio LB y antibi6tico, se incubd a 37°C con agitacion
vigorosa hasta una DOgo de 0.4, a partir de ese momento los cultivos fueron inducidos con
IPTG (1 M esterilizado a travées de filtro de 0.22um y conservado a -20°C). El cultivo se
dejo crecer las celulas 6 h post-induccion, tomando una muestra de 1 mL cada hora y

tratada como se indica en la seccion 4.1.14.

4.1.10 Lisis celular

Después de la optimizacion del protocolo de expresion, se llevo a cabo la expresion en 500
mL durante 6 h a 37°C. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 8500 rpm durante
20 min a 4°C. El sedimento bacteriano fue resuspendido en buffer de lisis para condiciones
nativas (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8.0) que se prepar6 de
acuerdo a las especificaciones del manual para altos niveles de expresion y purificacion de
proteinas marcadas 6xHis (Qiagen, EU). La mezcla fue suplementada con lisozima
(Img/mL) y se sonicd durante 30 min a 4°C, para después ser sometida a tres choques
térmicos (37°C/-70°C) para lisar las células. Adicionalmente, para reducir la viscosidad del
lisado, se agregd RNAsa (10 pug/mL) y DNAsa (5 pg/mL) y se incubd en hielo durante 15
min. El lisado celular fue centrifugado a 8500 rpm durante 20 min a 4°C para separar las
fracciones soluble (sobrenadante) e insoluble (pastilla celular), la fraccion soluble fue
colectada y conservada a 4°C hasta su purificacion, la fraccion insoluble fue tratada
siguiendo la metodologia del apartado 4.1.15.

4.1.11 Desnaturalizacion de cuerpos de inclusion

El protocolo para lisis de cuerpos de inclusion se siguid de acuerdo a la metodologia
presentada por Correa et al.,, 2011. La fraccion insoluble (incluidos los cuerpos de
inclusion) fue resuspendida en buffer de desnaturalizacion de cuerpos de inclusion (20 mM

26



NazPOy4, 500 mM NaCl, 25 mM imidazol, 8M urea, pH 7.4) y dejado en agitacion suave a
4°C por 2 h. Las proteinas disueltas fueron entonces centrifugadas a 8500 rpm durante 20
min a 4°C. El sobrenadante obtenido fue purificado como se menciona en el apartado
4.1.15.

4.1.12 Purificacion de la proteina recombinante

El protocolo para purificacion de proteina recombinante se siguié de acuerdo al manual
para altos niveles de expresion y purificacion de proteinas marcadas con 6xHis (Qiagen,
EU). El lisado bacteriano fue mezclado con 1 mL de Ni-NTA (Qiagen, EU)e incubado
durante 60 min a 4°C con agitacion suave y constante. La mezcla del lisado se depositd en
una columna que contenia una membrana porosa y un tapon en la parte inferior,
previamente equilibrada con 2 volimenes de buffer de lisis. Se removio el tapon y se
colectd el filtrado (FT). Posteriormente, la columna fue lavada dos veces con 4mL de
solucién de lavado (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8.0) para
remover uniones inespecificas de las proteinas unidas a 6xHis. En seguida la proteina fue
eluida tres veces con 4 mL de buffer de elucion (50 mM NaH,PQO,4, 300 mM NacCl, 250 mM
imidazol, pH 8.0) para recuperar, monémeros, dimeros y agregados de JmCP. Las muestras
fueron tomadas en cada etapa de la filtracion para monitorear la retencién y elucion de la
proteina por SDS-PAGE (Seccion 4.4.2). En la columna empacada con Ni-NTA y
clarificado bacteriano (CL), no se detecta JMCP en el filtrado sugiriendo que la mayor parte
de JmCP se encontraba en la matriz NTA-Ni. Durante el paso de lavado (W) no fue
removida la proteina JMCP. Las fracciones de elucion (E1, E2 y E3) contienen mondmeros
y dimeros de la proteina JIMCP4 y JmCP5 removida. Las muestras fueron tratadas como se

indica en la seccion 4.1.15.

4.1.13 Plegamiento y activacion de la proteina recombinante

Para el plegamiento de proteinas desnaturalizadas se llevo a cabo el protocolo de Correa et
al., 2011. Para esto se tomaron 4 mL de la proteina eluida a una concentracion de 50-100

pg/mL y se diluyd 10 veces en buffer de plegamiento (50 mM Tris-HCI, 300 mM Arginina,
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5 mM EDTA, 20 mM cisteina). La solucién se incubd a 4°C durante 16 h, seguido de la
concentracion en una celda de AMICON ULTRA-4, 3K NMWL (Millipore, EU).

4.1.14 Extraccion de la proteina total de E. coli

Durante la cinética de crecimiento de E. coli se tomaron muestras para el analisis en SDS-
PAGE, para esto se tom6 1mL de muestra a diferentes tiempos y se colocaron en un tubo
estéril de 1.5mL. Las células se centrifugaron a 12000 x g por 5 min, posteriormente se
retird el sobrenadante dejando la pastilla completamente libre de medio. La pastilla fue
resuspendida en buffer de carga 4X ( ImL Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 0.8 mL glicerol, 1.6 mL
de SDS 10%, 0.4 mL de 2-B-mercaptoetanol, 0.05% de azul de bromofenol, 3.8 mL de
agua desionizada), seguida de un calentamiento a 90°C por 5 min. La muestra fue analizada
de acuerdo al protocolo de la seccion 4.4.2.El crecimiento de las cepas de E. coli fue
medido por DOggo, la concentracion de proteina en cada carril fue normalizada para cargar

un volumen que representara la concentracion de la muestra con una DOggo de 0.6.

4.1.15 Proteina obtenida durante el proceso de purificacion

De las muestras obtenidas en el proceso de purificacion de la proteina de E. coli
(clarificado, filtrado, lavado y elucion) se tomaron 5 uL de muestra y se mezclaron con 15
uL de buffer de carga de proteinas 4X. Las muestras se calentaron a 95°C por 5 min y se

cargaron en los pozos de gel de poliacrilamida siguiendo la metodologia del apartado 4.4.2.
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4.2 Expresion de INCP en Pichia pastoris

4.2.1 Microorganismo

Se utilizaron las cepas de P. pastorisGS115 y KM71(Invitrogen, EU) como cepas de
transformacion, ambas utilizadas como sistema de expresion del factora. Los cultivos
celulares se incubaron en placas de medio YPD (1% wi/v agar) a 4°C para conservacion en
periodos cortos y a -70°C en medio YPD liquido (15% v/v glicerol) para periodos largos de

conservacion. En la tabla 4 se describen los genotipos y fenotipos de las cepas utilizadas de

P. pastoris.
Tabla 4. Genotipos y fenotipos cepas de P. pastoris
Cepa Genotipo Fenotipo
GS115 his4 Mut’His’
KM71 aox1A: :SARG4 his4 arg4 Mut"His’
4.2.2 Vector

pPIC9(Invitrogen, EU): Es un vector de expresion de 8023 pb con sitios Unicos de
restriccion Xhol, SnaBl, EcoRl, Avrll y Notl. Este vector cuenta con un fragmento
promotor 5’AOX1 (1-948 pb), un sitio para el primer 5’AOX (855-875 pb), sefial de
secrecion (s) de Factor-a. (949-1215 pb),sitio para el primer del Factor-a (1152-1172 pb),
un sitio maltiple de clonacion (1192-1241 pb), sitio para el primer 3’AOX1 (1327-1347
pb), sitio de terminacidn de transcripcion (TT) 3’AOX1 (1253-1586 pb), sitio de lectura
abierto (HIS ORF) (4514-1980 pb), fragmento 3’AOX1 (4870-5626 pb), origen del
plasmido pBR322 (6708-6034 pb) y un gen de resistencia a ampicilina (6853-7713 pb).
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Fig. 5. Mapa del plasmido pPIC9.

773ARNmM 5’A0X1(824)
ACAGCAATATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTGTCTTAAACCTTTTTTTTTA?CATCATTATTAGCTTAC
Sitio del Primer 5’AOX1(855-875)

TTTCATAATTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAG

ATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTAT
Factor-a (949-1215)

TCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGG

CTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAG

CACAAATAACGGG TTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATC
Xho | Sefial de corte (1204) Notl

TCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTACGTAGAATTCCCTAGGGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGA

CATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGAGGA
Sitio del Primer 3’AOX1 (1327-1347)

TTGCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTATTTGTAACCTATATAGTA
ARNm 3’AOX1 (1418)

TAGGATTTTTTTTGTCA

Fig. 6.Regidn de expresion y clonaje del plasmido pPI1C9.
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4.2.3 Medios de cultivo

Se prepararon las siguientes soluciones patron para la composicién de los medios de cultivo

de P. pastoris:

YNB 10X (Base de nitrogeno de levaduras 13.4% con sulfato de amonio sin aminoacidos):
Se disolvio 134 g de base de nitrégeno para levaduras (YNB, Invitrogen EU) con sulfato de
amonio sin amino&cidos en 1 L de agua desionizada. Se calentd la solucién para disolver
completamente las sales. La solucion se esterilizo por filtracion y se conservo a 4°C hasta

su utilizacién.

B 500X (Biotina 0.02%): Se disolvié 20 mg de biotina en 100 mL de agua desionizada, se
filtro por esterilizacion y se conservé a 4°C hasta su uso.

H 100X (Histidina 0.4%): Se disolvio 400 mg de L-histidina en 100 mL de agua
desionizada, se calentd la solucion a una temperatura no mayor de 50°C para disolver, se

esterilizo por filtracion y la solucidn se conservo a 4°C hasta su uso.

D 10X (Dextrosa 20%): Se disolvio 200 g de D-glucosa en 1 L de agua desionizada,
posteriormente se esterilizd por autoclave 15 min a 121°C, 15 psi. La solucion se dejo

enfriar a temperatura ambiente y se conservo a 4°C hasta su uso.

M 10X (Metanol 5%): Se mezclo 5 mL de metanol con 95 mL de agua desionizada, la

solucion se filtrd por esterilizacion y se conservo a 4°C hasta su uso.

GY 10X (Glicerol 10%): Se mezclaron 100 mL de glicerol con 900 mL de agua
desionizada, se esterilizd por autoclave 15 min a 121°C, 15 psi. La solucion se conservo a

temperatura ambiente.
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AA 100X (Aminoéacidos 0.5% cada uno): Se disolvié 500 mg de cada uno de aminoacido
(L-acido glutdmico, L-metionina, L-lisina, L-leucina y L-isoleucina) en 100 mL de agua

desionizada. La solucion de esterilizé por filtracion y se conservo a 4°C hasta su uso.

Buffer de fosfato de potasiol M, pH 6.0: Se combin6 132 mL de K,HPO4 1 M con 868
mL de KH,PO, y se confirmo el pH de 6.0, para ajustar el pH se utilizé acido fosférico. La
solucion se esterilizo por autoclave 15 min a 121°C, 15 psi y se conservo a temperatura

ambiente hasta su uso.

Medio de cultivo para el crecimiento de células GS115 y KM71 no transformadas:

Medio YPD: Se disolvié 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 900 mL de
agua desionizada, en el caso de placas de medio YPD sélido se adiciond 20 g de agar. Se
esterilizé en autoclave por 15 min a 121°C, 15 psi. El medio se dejo enfriar a temperatura

ambiente y se agreg6 100 mL de dextrosa 10X y se conservo a 4°C hasta su uso.

Medio de cultivo para la extraccién de ADN de células de P. pastoris:

Medio RDB: Se disolvié 186 g de sorbitol en 700 mL de agua desionizadacon 20 g de
agar. Se esterilizé en autoclave por 15 min a 121°C, 15 psi. La solucion se dejé enfriar en
un bafio de agua a 60°C antes de la adicion de la mezcla de stock de soluciones. Se preparo
previamente una solucion stock que contenia 100 mL de dextrosa 10X, 100 mL de YNB
10X, 2 mL de biotina 500X, 10 mL de aminoacidos (Glu, lle, Leu, Lys y Met) 100X en 88
mL de agua desionizada, estd solucion se mezclo con la solucién de sorbitol. EI medio se

guardd a 4°C hasta su uso.

Medios de cultivo para el crecimiento hasta fase log de células de P. pastoris:

Medio MGY:: Se esterilizé 800 mL de agua desionizada en autoclave por 15 min a 121°C,
15 psi. Posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente y se agregd de manera
aséptica 100 mL de base de nitrogeno de levaduras (YNB) 10X, 2 mL de 500X biotina y

100 mL de glicerol 10X. EI medio se mantuvo a 4°C hasta su uso.
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Medio MD: Se mezcld 10 g de agar en 700 mL de agua desionizada y se esterilizo en
autoclave por 15 min a 121°C, 15 psi. La solucion se dejo enfriar y se agregd un stock de
solucién que contenia 100 mL de YNB 10X, 2 mL de biotina 500X y 100 mL de dextrosa
10X.

Medios de cultivo para la induccion de celulas de P. pastoris:

Medio MM:Se esterilizé 800 mL de agua desionizada con 15 g de agar en autoclave por 15
min a 121°C, 15 psi. La solucion se dejo enfriar hasta 60°C y se le agregd un stock de
soluciones que contenia 100 mL de YNB 10X, 2 mL de biotina 500X y 100 mL de metanol
10X, el medio se vertio en cajas Petri inmediatamente después de mezclar las soluciones y

una vez gelificado el medio, se conservaron a 4°C.

Medio BMGY': Se disolvio 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona en 700 mL de
agua desionizada y se esterilizd en autoclave por 15 min a 121°C, 15 psi. La solucién se
dejo6 enfriar a temperatura ambiente y se agregé 100 mL de buffer de fosfato de potasio 1
M, pH 6.0, 100 mL de YNB 10X, 2 mL de biotina 500X y 100 mL de metanol 10X GY. El

medio se conservo a 4°C hasta su uso.

4.2.4 Amplificacion por PRC de los genes JmCP

La PCR fue llevada a cabo mediante el procedimiento indicado por el fabricante utilizando
la Polimerasa de ADN KOD Hot Star (Novegen, EU). Los genes JnCP4 y JmCP5 fueron
amplificados a partir del vector pBSKII(-). La reaccion de PCR se realiz6 con 5 uL de
Buffer 10X de KOD, 1 uL del plasmido pBSKII-JmCP, 5 uL de dNTPs 2 mM para KOD, 5
uL del iniciadorpPIC9 XholF (10 uM), 5u L del iniciadorpPIC 9 Notl R (10uM), 3 uL de
MgSQ, (25 mM), 32uL de agua desionizada y 1uL de KOD polimerasa. Los iniciadores
utilizados en la reaccion de PCR se muestran en la tabla 5. Las condiciones del
termociclador para la amplificacion de los genes JImCP fueron las siguientes: activacion de
la polimerasa 2 min a 95° C, se programaron 35 ciclos que incluyeron desnaturalizacion a

94°C por 20 s, alineacion a 65°C por 10 s y extension a 70° C durante 15 s; la
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elongacionfinal se realizé durante 2 min a 72°C. Se corri6 10 pL de la reaccion de PCR en
gel de agarosa al 0.8% para identificar los genes de interés. El fragmento de interés fue

purificado de gel como se describe en la seccion 4.3.4.

Tabla 5. Iniciadores usados en la amplificacion de JnCP.

pPIC9Xhol F 5’ TCTCTCGAGAAAATTCTATTTGTTGGGGT 3’
pPIC9NotI R 5" TGCGCGGCCGCTTTGGTAGGAAAGTA 3’

4.2.5 Reaccion simultanea de digestion y ligacion en pBSKI|

Se realizd la reaccién de corte y ligacion simultaneamente para ligar el producto de PCR
previamente purificado con el plasmido pBSKII, para esto se utilizaron 6 uL del producto
de PCR, 1 uL del plasmido pBSKII, 1 uL de la enzima de restriccion EcoRV (Fermentas,
CAN), 2 uL de buffer de ligasa T4 (Fermentas CAN), 1 uL de la enzima ligasa (Fermentas,
CAN) y 9 uL de agua desionizada, la reaccion se incubd durante 16 h a 4°C.Utilizando la
reaccion se transformaron células de E. coli DH5a electrocompetentes como se describe en
la seccion 4.1.8. Las células se sembraron por extension con varilla en placas de medio LB
con ampicilina y estas se incubaron a 37°C durante 16 h. A partir de una de las colonias
crecidas se inoculé en 5 mL de medio LB liquido con ampicilina y se dej6 crecer 16 h a
250 rpm y 37°C, a continuacion se procedio a extraer el plasmido como se describe en la
seccién 4.3.2. La construccion pBSKII-JmCP se corrobor6 por digestion con las enzimas de

restriccion.

4.2.6 Digestion con enzimas de restriccion

La restriccion del vector se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante utilizando
10 unidades de la enzima XholFast Digest (Fermentas, CAN), 2 uL de vector pPIC9, 2 uL
de buffer Fast Digest 10X y 15 uL de agua desionizada, la reaccién se incubd a 37°C por 30
min, posteriormente se desactivo la enzima a 80°C durante 5 min. En la reaccidn anterior se

afiadi6é 0.2 uL de Notl y 2 uL de Buffer O, la reaccion se incubo a 37°C por 12 h.

34



4.2.7 Reaccion de ligacion en pPIC9

El vector de pPIC9purificado por minipreparacion (Seccién 4.3.2) y el gen JmCP
purificado por banda de gel de agarosa(Seccion 4.3.5) fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Notl y Xhol (Seccion 4.2.6) y se ligaron para obtener la construccion del vector
pPIC9JMCP. La reaccidn de ligacion se realizd de acuerdo a las instrucciones del fabricante
y consistio en una reaccion con 4 uL del ADN del vector pPIC9, 7 uL de ADN de JmCP, 2
uL de buffer de ligasa, 1 uL de ligasa (Fermentas, CAN) y 6 uL de agua desionizada. La
reaccion se incubo toda la noche a 4°C. Transcurrido este tiempo se trasformaron células E.
coli DH5a (Seccion 4.1.8) y se realizé la minipreparacion del plasmido construido(seccién

4.3.2) a partir de cepas que crecieron en medio LB con ampicilina.

4.2.8 Linealizacion y purificacion del vector pPIC9ImCP

Para la linealizacion del vector pPIC9 se realizd de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y se utilizé 1 uL de la enzima Sall (Fermentas, CAN), 1uL de vector pPIC9, 2
uL de buffer O 10X y 16uL de agua desionizada, la reaccion se incub6 a 37°C durante toda
la noche, posteriormente se desactivd la enzima a 65°C durante 20 min. La linealizacion del
vector se comprobd por electroforesis en gel de agarosa.

4,29 Preparacion de células electrocompetentes de P. pastoris

Se sembraron las cepas de P. pastoris GS115 y KM71 en placas con medio YPD,
posteriormente se inoculd una colonia en 5 mL de medio YPD liquido estéril y el cultivo se
incubd 16 h a 30°C. Posteriormente se inocul6 1mL del medio de cultivo en un matraz de
250 mL con 50 mL de medio YPD estéril y se dejo crecer hasta una DOgpde 1.3-1.5. Las
células se centrifugaron a 1500 x g por 5 min a 4°C, el pellet se resuspendié en 50 mL de
agua desionizada fria estéril. Las células se centrifugaron nuevamente a 1500 x g vy el pellet
se resuspendié en 25 mL de agua desionizada fria estéril. Las células se centrifugaron
nuevamente en las mismas condiciones y el pellet se resuspendio en 2 mL de sorbitol 1M

frio. Se procedio a centrifugar por ultima ocasion el pellet celular y se resuspendio en 1 mL
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de sorbitol 1 M frio, delas células contenidas en el volumen final se hicieron alicuotas de 80

uL dentro de tubos de polipropileno de 1.5 mL limpios y estériles.

4.2.10 Transformacion de células de P. pastoris

Se mezclaron 80 uL de células competentescon 5-20 ug de DNA linealizado con Sall y se
transfirieron a una celda de electroporacion de 0.2 cm. Previamente la celda de
electroporacion se incubd en hielo durante 5 min. Para la transformacion de levadura se
utilizé un electroporador (BioRad, EU). Las condiciones utilizadas para la transformacion
de P. pastorisfueron1500 V, 25 uF, 200Q por 5 ms. Inmediatamente después de la
electroporacion se adicion6 1 mL de sorbitol 1M a la celda y se transfirié su contenido a un
tubo estéril para microcentrifuga. Los tubos se incubaron por 30 min a 30°C. Después del
periodo de incubacion las células se sembraron por extension con varilla en alicuotas de
200 pL en placas con medio solido de RBD y MD deficiente de His®. Las placas se

incubaron por 1 dia a 30°C hasta que aparecieron colonias en medio deficiente en His”.

4.2.11 Extraccion de ADN gendmico de P. pastoris

Se inoculd una colonia recombinante en 10 mL de medio YPD y se dejaron crecer hasta
una DOggo de 5-10. Se adicion6 1 mL del cultivo de levaduras en un tubo de 1.5 mL y se
centrifugd a 16 000x g por 2 min para obtener el pellet celular, posteriormente se removio
el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 293 uL. de EDTA 50 mM, a cada tubo se
le adicioné 1.5 uL de zimolasa (3mg/mL) y se mezcld con la pipeta suavemente cuatro
veces. La muestra se incubd a 37°C por 60 min para digerir la pared celular. Posteriormente
la muestra se centrifugd a 16000 x g por 2 min y se removi6 el sobrenadante. Al pellet
celular se le agregd 300 pL de Solucion de Lisis Nuclear (WizardGenomic DNA
Putification Kit, Promega, EU) y semezcl6 con la pipeta suavemente, se adicioné 100 pL
de Solucién para precipitar proteina (WizardGenomic DNA Purification Kit, Promega,
EU), la muestra se mezcl6 con vortex a maxima velocidad durante 20 s y se dejo la muestra
en hielo por 5 min, posteriormente la muestra se centrifugo 16000 x g durante 3 min.

Tiempo después se transfirio el sobrenadante a un tubo para centrifuga con 300 uL de
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isopropanol, la muestra se mezclo suavemente por inversion y se centrifugd a 16000 x g por
2 min. Cuidadosamente se decantd el sobrenadante y se dejé secar el tubo en papel
absorbente, ya seco el tubo, se agreg6 300 uL de solucion de etanol al 70% vy se invirtio el
tubo varias veces para lavar el pellet. Se centrifugo el tubo a 16000 x g por 2 min, se retir0
cuidadosamente el etanol y se dejé secar el tubo en forma invertida sobre papel absorbente
durante 15 min. Se agrego 50 uL de Solucion de Rehidratacion de ADN (WizardGenomic
DNA Purification Kit, Promega, EU) y se adiciond6 1.5 uL de Solucion de
RNAsa(WizardGenomic DNA Purification Kit, Promega, EU). La muestra se mezcl6é con
vortex por 1 s, se centrifugd por 5 s para colectar el liquido y se incubé a 37°C por 15 min.
Por ultimo, la muestra se rehidratd por incubacion a 65°C durante 1h con mezclado
intermitente. Posteriormente se incubd la muestra a 4°C durante toda la noche para

rehidratar la muestra y se incubd a 4°C hasta su uso.

4.2.12 Analisis por PCR de cepas transformadas

Utilizando el ADN gendmico de P. pastoris se realizo el analisis de integracion del vector
con el inserto por PCR con 5uL de Buffer 10X PCR, 5uL de ADN genomico, 1uL de
dNTPs 100 mM para Taq polimerasa, 5uL del primer 5’A0X (0.1 pg/uL), 5uL del primer
3’AOX (0.1 pg/uL), 28.75 uL de agua desionizada estéril y 0.25uL de Taq polimerasa. Se
utilizé como control positivo la construcciondel vector pPIC9 con el inserto JMCP y como
control negativo el ADN gendémico de cepas sin transformar. Para la amplificacion de la
region del ADN gendmico se emplearonlos iniciadores 5’A0X y 3’AOX vy la reaccién se
llevo a cabo en termociclador programado con las siguientes condiciones: calentamiento
inicial de 2 min a 94°C, 30 ciclos que incluyeron desnaturalizacién a 94°C por 1min,
alineacion a 55°C por 1min, extension a 72°C durante 1 min y para la extension final 72°C
durante 7 min. Se corrieron 10 uL de la muestra en gel de agarosa al 0.8% para identificar
los genes de interés. Las fragmentos de ADN que por analisis éptico mostraron la
construccion correcta pPIC9ImCP fueron purificadas a partir de gel y se mandaron a

analizar por secuenciacion para corroborar la construccion.
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4.2.13 Fermentacion de P. pastoris transformadas con pPIC9JmCP

Se inoculo una colonia en 50 mL de medio BMGY en un matraz con deflectores de 500 mL
hasta una ODgyde 2-6 (aproximadamente de 16-18 h a 250 rpm). Las células se
concentraron por centrifugacion a 3000 x g por 5 min a temperatura ambiente. Para la
induccidn de la expresion se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 50 mL de
medio BMMY en matraces con deflectores de 250 mL, y se adicion6 metanol al 100% a
una concentracion final de 0.5% (v/v) y se incub6 a 30°C y 250 rpm y se agrego 0.5% de
metanol cada 24 h para mantener la induccién durante 12 dias. Cada 24 h se tom6 un 1mL
del cultivo y se centrifugd a maxima velocidad por 3 min a temperatura ambiente. Para la
expresion de proteina extracelular, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo para

microcentrifuga y se conservé a -20°C hasta su analisis.

4.2.14 Purificacion de la proteina excretada

Los cultivos de P. pastoris fueron centrifugados a 3000 rpm durante 5 min. La pastilla
formada se desechd y se conservé el sobrenadante, el cual fue concentrado en celdas de
ultrafiltracion (AMICON ULTRA-4 4 mL 3 K, EU) por centrifugaciéon a 6000 rpm durante

20 min.

4.2.15 Proteina extracelular obtenida de P. pastoris

Durante la cinética de crecimiento de P. pastoris se tomaron muestras para el analisis en
SDS-PAGE, para esto se tom6 1mL de muestra a diferentes tiempos y se colocaron en un
tubo estéril de 1.5 mL. Las células se centrifugaron a 12000 x g por 5 min, posteriormente
se desechd la pastilla y se recuperd el sobrenadante. La proteina del sobrenadante fue
concentrada en celdas de en celdas de ultrafiltracion (AMICON ULTRA-4 4 mL 3 K, EU)
por centrifugacion a 6000 rpm durante 20 min. Posteriormente se tomé 5 uL de muestra y
se mezclo con 20 ulL de buffer de carga 4X seguida de un calentamiento a 90°C por 5 min.

La muestra fue analizada de acuerdo al protocolo de la seccion 4.4.2.
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4.3 Analisis de ADN

4.3.1 Minipreparacion de ADN plasmidico por lisis alcalina

La minipreparacion de ADN plasmidico de E. coli fue llevada a cabo de acuerdo al
protocolo de Sambrook y Rusell (2001). En un tubo de vidrio de 25 mL con 5 mL de medio
LB y con el antibidtico apropiado se inocul6 una colonia bacteriana transformada(TOP10F”
0 DH5a) de una placa de medio LB que fue incubada por 20h a 37°C y se transfirio a
100mL de medio LB liquido. Posteriormente, se transfirié 1.0 mL de cultivo a un tubo y se
centrifugé a maxima velocidad por 30s a 4°C. El sobrenadante fue retirado y la pastilla
formada fue resuspendida en 200uL de solucion de lisis alcalina I fria (50mM de glucosa,
25 mM de Tris-HCI pH 8.0, 10 mM de EDTA, la solucién preparada se esteriliza en
autoclave por 15 min a 121°C, 15 psi y se conserva a 4°C), se homogenizo6 en vortex. Se
agregd 200 pL de solucion de lisis alcalina Il recién preparada(0.2 N de NaOH recién
preparado, 1% (w/v) de SDS, se conservl a temperatura ambiente), se mezclé invirtiendo el
tubo de 5 veces y se mantuvieron en hielo. Seguido a esto se agreg6 150 uL de solucion de
lisis alcalina 111 (60 mL de acetato de potasio 5M, 11.5 mL de &cido acético glacial y
28.5mL de agua desionizada estéril, la solucion se conservd a 4°C), se mezclo y se incubo
en hielo 5 min. Después del tiempo de incubacidn, las muestras se centrifugaron a méxima
velocidad por 5 min a 4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y para
precipitar los acidos nucleicos se adicionaron dos volumenes de etanol al 100%, se mezclo
en vortex y se dejo incubar por 2 min. Para precipitar los acidos nucleicos se centrifugd a
méaxima velocidad por 5 min a 4°C y se descarto el sobrenadante. Por ultimo, se adicion0
ImL de etanol al 70% (v/v) y se centrifugd a maxima velocidad por 2 min a 4°C. Se
descartd el sobrenadante y se dejo secar la pastilla por 20 min, la cual fue resuspendida en

50uL de agua desionizada estéril (Sambrook y Russell, 2001).

4.3.2 Minipreparacion de ADN plasmidico utilizando kit

La minipreparacion de ADN plasmidico se realizo con el Kit de purificacion para
minipreparaciones de ADN (Promega, EU). Un cultivo de 5 mL crecido toda la noche en

medio LB se centrifugd a maxima velocidad para obtener la pastilla celular. La pastilla se
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mezcld en 250 pL de Solucidon de resuspension celular y se mezcld vigorosamente.
Posteriormente se agregaron 10 pL de la Solucion de proteasa alcalinay se mezcld por
inversion cuatro veces. Esta mezcla se incubo durante 5 min a temperatura ambiente, y se
centrifugd a maxima velocidad por 10 min a temperatura ambiente. La mezcla se
depositéen una columna de purificacion de ADN ensamblada dentro de un tubo colector. Se
centrifugd a maxima velocidad durante 1 min a temperatura ambiente, el filtrado se
eliminoy se reinsertdé la columna dentro del tubo colector. Se continué con el lavado
adicionando 750 uL de la Solucion de lavado, se centrifugd a méaxima velocidad durante 1
min, se descartd el filtrado y se reinsertd la columna en el tubo colector, se repitié este
ultimo paso con 250 pL de la Solucion de lavado centrifugando a maxima velocidad por 2
min a temperatura ambiente, se descarto el filtrado y se centrifugd 1 min adicional. La
columna se transfirié a un tubo de 1.5 mL estéril, se adiciond 100 uL de agua libre de
nucleasas y se dejo reposar 1 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugo a
méaxima velocidad durante 1 min. Se descarto la columna y se guardo el ADN a -20°C hasta

Su uso.

4.3.3 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa fue llevada a cabo como se describe por Sambrook y
Russell (2001). Para preparar un gel, se pesé 1g de agarosa, se disolvié en 100mL de TBE
0.5X y se fundiéen horno de microondas, esta ultima solucion se prepard a partir de una
solucion stock TBE 5X (549 de Tris base, 27.5 g de acido bérico y 20 mL de EDTA 0.5M
pH 8.0 aforando a 1L con agua desionizada).A la solucion de agarosa se le adicion6 Rojo
Texas (Biotium, EU) y se colocd en un molde de cdmara de electroforesis. Se mezclé 1uL
de DNA con buffer de carga 6X (Tris-HCI 10 mM pH 7.6, azul de bromofenol al 0.03%
wi/v, xileno cianol FF al 0.03%, glicerol al 60% v/v, EDTA 60mM). La mezcla fue cargada
en los pozos del gel. Las condiciones durante la electroforesis fueron de 90 mV durante 1 h
(Sambrook y Russell, 2001). EI DNA fue visualizado en un transiluminador KODAC GEL
LOGIC 440 ImaginigSystem (EASTMAN KODAK, USA) usando luz UV vy las fotografias
se analizaron con el software KODAK 440 ImageAcquire (EASTMAN KODAK, EU).
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4.3.4 Determinacién de la concentracion de ADN

Para determinar la concentracion de ADN por gel de electroforesis, las muestras se
corrieron en gel de agarosa junto con un marcador de ADN cuantitativo (Quick-Load, DNA
Ladder, BioLabs, UK). La concentracion fue analizado con la cantidad conocida presente
en el marcado de ADN utilizando el paquete informatico KODAK MI™ EU.

4.3.5 Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa y reacciones de PCR

La purificacion de ADN a partir de geles de agarosa y de reacciones de PCR se llevd a cabo
utilizando el Kit de purificacion de bandas de geles y reacciones de PCR (Promega, EU). El
procedimiento consistio en el corte de la banda del gel con el fragmento de ADN de
interés,posteriormente la banda de gel se disolvio en la Solucion de unién a membrana en
una proporcion de 10 uL por cada 10 mg de agarosa. En el caso de reacciones de PCR se
mezcl6 un volumen en relacion 1:1. Para ambos procesos se mezcld gentilmente la muestra
y se incubd a 60°C por 10 min hasta que el gel estuvo completamente disuelto. La mezcla
se transfirio a una columna para purificacion de ADN ensamblada en un tubo colectory se
incubd durante 1 min a temperatura ambiente. La columna se centrifugé a 16000 x g
durante 1 min. La columna se removid y se descarté el liquido del tubo colector y
nuevamente se retorno la columna dentro del tubo colector. La columna se lavo con 700 pL
de la solucién de lavado y después se centrifugd 1 min a 16000 x g. El tubo colector fue
vaciado nuevamente y se retorné la columna dentro del tubo colector para repetir el lavado
con 500 uL de la solucién de lavado. La muestra se centrifugd a 16000 x g durante 5 min,
se vacio el tubo colector y se centrifugd por un minuto adicional. La columna se transfirié a
un tubo de polipropileno de 1.5 mL estéril, a la columna se le adicioné 50 uL de agua
desionizada, se incubd a temperatura ambiente durante 1 min y se centrifugd a 16000 x ¢

durante 1 min, seguido de esto se descartd la columna y se guardé el filtrado a -20°C.
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4.3.6 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN fue llevada a cabo por Macrogen Inc, Seoul, Korea. El producto
de secuenciacion fue analizado por el paquete informéatico CodonCode Aligner 4.0.3, LI-

COR Inc, EU. En la tabla 6 se muestran los iniciadores utilizados para este analisis.

Tabla 6. Iniciadores usados en la secuenciacion de JImCP.

£ coli T7F S’TAATAC GAC TCA CTA TAG GG3
.coli
T7R S’GCT AGT TAT TGC TCA GCGG 3
) 5’A0X1 5 GAC TGG TTC CAA TTG ACA AGC 3
P. pastoris

3’AOX1 5’GCA AAT GGC ATT CTG ACA TCC3

4.4  Analisis de la expresion de las proteasas recombinantes

4.4.1 Determinacion de la concentracion de proteina

La determinacién de la cantidad de proteina se realiz6 siguiendo las indicaciones del
fabricante para el protocolo de ensayo en placa de 96 pozos (Reactivo de Bradford, Sigma,
EU). El reactivo de Bradford se mezclo gentilmente en el bote y se mantuvo a temperatura
ambiente. Se prepar0 una curva de proteina estdndar de BSA (0.1-1.4 mg/mL) en PBS
(KH2PO41.7 mM, Na,HPO,4 5.2 mM y NaCl 150 mM). Se colocaron 5 pL de la muestra de
BSA de concentracion conocida en diferentes pozos, para el blanco se adicioné 5 uL de
PBS, y en cada pozo se adicionaron 250 uL del Reactivo de Bradford. Las muestras se
mezclaron por agitacion 30 s, y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente, entonces se
midié la absorbancia a 595 nm en un lector de placas (Multiskan Ex Microplate
Photometer, Thermo Scientific, EU). Se realiz6 una gréfica de la concentracion absorbancia
contra la concentracion de proteina para la curva estandar. Las muestras de concentracion
de proteina desconocida fueron analizadas colocando 5 uL en cada pozo en una
concentracion entre 0.1-1.4 mg/mL, para cada muestra se adicion6 250 uL de Reactivo de
Bradford, se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y le ley6 su absorbancia a
595 nm. Para determinar la concentracion de proteina se compard el valor de la absorbancia

contra la curva estandar.
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4.4.2 SDS-PAGE

Se siguio el protocolo reportado por Laemmli et al., 1970. Se prepararon los buffers Ax2,
Bx2, solucion de APS, buffer de carga de proteinas y buffer Laemmli 10X. Para el buffer
Ax2 se utilizaron 90.6g de Tris (Trizma base, 0.75M) y 2.0g de SDS aforando a 1L con
agua desionizada ajustando el pH a 8.8 con HCI; mientras que para el buffer Bx2 se
utilizaron 30.24g de Tris (Trizma base, 0.25M), 2.0g de SDS y se afor6 a 1L con agua
desionizada ajustando el pH a 6.8 con HCI. El buffer de carga de proteinas se preparo
con3.8mL de agua desionizada estéril, ImL de 0.5M Tris-HCI pH 6.8, 0.8 mL de glicerol,
1.6mL de SDS 10%, 0.4mL de 2-B-mercaptoetanol y 0.05% de azul de bromofenol. La
solucién de APS se prepar6al momento de utilizarse empleando 100mg de SDS (persulfato
de amonio) en 1mL de agua desionizada estéril. La solucion 0.5 M Tris-HCI del buffer de
carga se preparé empleando 60.55g de Trizma base en 400mL de agua desionizada, se
ajusto el pH a 8.8 con HCI y se afor6 a 500mL. En el buffer Laemmli 10 X seusaron 30.3¢
de Tris, 144g de glicina y 10 g de SDS, se llevo a un litro con agua desionizada, esta
solucion fue esterilizada en autoclave por 15 min a 121°C y 15 psi.Se ensamblo el
dispositivo (BioRad, EU)para cargar los geles y entre las placas de vidrio se vertio el gel de
resolucion (para dos geles de acrilamida al 12% se utilizd6 1.4mL de agua desionizada
estéril, 7.5mL de solucion Ax2, 4.5mL de acrilamida al 40%, 75uL de solucién de APS, y
7.5 uL de TEMED) hasta un nivel de 1cm por debajo de la altura de los dientes de los
peines. Se agregd agua desionizada para permitir que la formacion de una linea horizontal,
una vez polimerizado el gel, se retir6 el agua con papel filtro, posteriormente se agregé el
gel concentrador (para esta solucion se utilizé 1.64mL de agua desionizada estéril, 7.5mL
de solucion Bx2 (buffer del gel concentracion), 618uL de acrilamida al 40%, 30uL de
soluciéon de APS, y 5 uL de TEMED, se coloco el peine y se dejo polimerizar durante
20min. Después se retir6 el peine, se limpiaron los pozos con papel filtro y se colocaron
16uL de la muestra de proteinas preparada (10uL de muestra y 10 uL de regulador de
muestra).Las muestras se corrieron a 70mV durante la etapa de concentracion y a 90mV
durante la etapa de separacion (durante 20 min y 2h, respectivamente) utilizando un buffer
Laemmli 1X. Posteriormente los geles se transfirieron a recipientes con solucion tefiidora

(0.5g de Azul de Commassie en 500 mL de solucion destefiidora) cubriendo completamente
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el gel y dejandolos tefiir durante toda la noche, posteriormente se realizaron dos lavados
con solucién destefiidora (400mL de metanol, 100mL de acido acético y 500mL de agua
desionizada) cada lavado de dos horas. Una vez destefiido los geles se procedié a tomar
fotografia con escaner (Image Scanner, Amersham Biosciences, EU).

4.4.3 Transferencia de proteinas

La transferencia de proteina se realizd colocando las fibras Scotch y papeles Whatman
(0.16mm) en un recipiente con amortiguador de transferencia durante 30 min. Se corto la
membrana de nitrocelulosa de acuerdo al tamafio del gel y se colocé en otro recipiente con
amortiguador de transferencia. Se colocaron las dos fibras Scoth en un cassette para
electrotransferencia sobre las cuales se colocaron las dos porciones de papel filtro teniendo
cuidado de que no quedaran burbujas atrapadas entre los papeles; después se colocd el gel,
y sobre este la membrana de nitrocelulosa. Se realiz6 una marca para marcar el frente del
gel de electroforesis sobre el papel de nitrocelulosa. Se cerré el cassette y se insertd en el
contenedor. Se coloco el contenedor en la camara y se lleno con amortiguador de
transferencia (5.82g de Tris base, 2.93 g de glicina y 0.735g de SDS en 700mL de agua
desionizada, se agregd 200mL de metanol y se ajusté el volumen a 1 L), se tapd y se
conectaron los electrodos de tal manera que el anodo quedo del lado del gel y el catodo del
lado de la membrana de nitrocelulosa. Se conecto la fuente de poder y se transfirid durante
1h a 100V, evitando que la temperatura del liquido fuera mayor de 60°C. Al terminar la
transferencia se tomd la membrana de nitrocelulosa con guantes y se colocd en un
recipiente con solucion de Rojo Ponceau (200mg de rojo Ponceau y se afiadio 3g de acido
tricloroacético, esta solucion se aforé a 100mL con agua desionizada y se mantuvo a 4°C en
un frasco ambar) y se dej6 tefiir durante 20 min. Se observo la membrana para distinguir la
transferencia de proteinas al lavar la membrana con agua desionizada para retirar el exceso

de colorante y se procedio al tratamiento para Western blot (Sambrook y Russell, 2001).

4.4.4 \Western blot

44



Se utilizéla membrana de la transferencia de proteinas y se colocd en un recipiente con
amortiguador de bloqueo (5g de leche descremada en polvo y se disolvié en 100 mL de
PBS-Tween 20, conservada a -20°C hasta su uso; la solucion PBS 10X se preparé midiendo
800mL de agua desionizada y se agregd 100mL de PBS 10X y 8.75g de NaCl), incubando
durante 2h a temperatura ambiente con agitacion continua. Se disolvieron las sales y se
ajusté el pH a 7.2. Se afor6 a 1L con agua desionizada. Se elimind el exceso de la solucion
de blogueo por decantacién y se realizaron 2 lavados con PBS-Tween-leche descremada
por un periodo de 5 min cada lavado en agitacion continda. Se incubd la membrana con el
anticuerpo anti-mexicaina en dilucién 1:1000. Se eliminO el exceso y se realizaron 2
lavados de 5 min con PBS-Tween (a1 L de PBS a pH 7.2 se le afiadio 500uL de Tween20).
Posteriormente se agregd el conjugado (anticuerpo de conejo 1gG producido en cabra y
acoplado a peroxidasa) correspondiente en dilucion 1: 1000 con PBS-Tween. Se incub0
durante 2h a temperatura ambiente con agitacion continua. Se elimind el exceso y se
realizaron 2 lavados de 5 min con PBS-Tween. Por ultimo se agrego la solucién sustrato
cromogénico (25mg de 4-clor-1-naftol, se afiadio 5 mL de metanol absoluto y 25 mL de
PBS, se adicion0 25uL de perdxido de hidrogeno al 3% v/v, la solucion se prepard
inmediatamente antes de usarla) y se mantuvo hasta la presencia de bandas de color café
(aprox. 10-20); después se enjuag6 la membrana con agua desionizada y se dejé secar la

membrana.

445 Zimograma

El protocolo se llevé a cabo por el método modificado de Hadj et al., 2011. Se prepararon
geles de poliacrilamida al 10% copolimerizado con gelatina 0.1% como sustrato; las
condiciones de corrida fueron las reportadas por Laemmli 1970, con la modificacion de que
no se utilizaron agentes reductores como (B-mercaptoetanol) y las proteinas no se
calentaron antes de ser cargadas en el gel. Después de la separacion electroforética, los
geles fueron lavados por 1 h en agitacion constante con Triton X-100 al 2.5%, después de
ser lavados se incubaron a 36°C por 16 h en regulador de fosfatos pH 7.6. La actividad
proteolitica se revel6 al tefiir con azul de Comassie G-250, las bandas blancas indicaron la

existencia de proteinas con actividad enzimatica.

45



4.4.6 Prueba de actividad enzimatica con un sustrato sintético

Para realizar los estudios de actividad enzimatica de las proteasas recombinantes sobre el
sustrato sintético N-a-Benzoil-DL-arginina 4-p-nitroanilida (BAPNA) se utilizo el método
modificado de Dubois, et al. 1989. Se preparé una solucion de sustrato que contenia de
BAPNA 5 mM, en dimetilsulfoxido (10% v/v) y regulador de fosfatos 0.1 M, con Cis 25
mM y EDTA 25 mM a pH 7.0. Para iniciar la reaccion se adicionaron en placas de 96
pozos el sustrato 80 uL del sustrato y 20 uL de la solucion de la proteasa recombinante.
Esta solucién se incubd durante 10 minutos a 37°C. La actividad enzimatica se expresd
como moles de sustrato transformados (MST) por min y por mg de enzima. Se utilizaron

las ecuaciones 1y 2 para obtener las unidades de actividad enzimatica.

Ago @)
8800
MST * V . - ()
———— = Actividad especifica p

txE

donde:

Ay1o: Absorbancia a 410 nm

V: Volumen de reaccién (0.1 mL)

8800: Coeficiente de absorcion a 410 nm
t: Tiempo (min)

E: Concentracion de enzima(ug/mL)

M: Moles de sustrato transformado por min por pg de enzima

5. Expresion de ImCP en E. coli
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La produccion de proteinas recombinantes se realiza preferentemente en el sistema de
expresion procarionte E. coli. A pesar de que hay pocos estudios referentes a la expresion
de enzimas proteoliticas de plantas, se ha demostrado la produccién y obtencion de forma
activa de estas enzimas. Debido a lo anterior, con el objetivo de expresar las proteasas
cisteinicas de J. mexicana, y utilizando las secuencias de ADNCc, se disefié una estrategia
para la produccion de estas enzimas de manera recombinante que consistio en el disefio de
vectores, la comprobacion de la integracion, los niveles de produccién de la enzima
recombinante, su identificaciébn inmunoenzimaticay la determinacion de su actividad

proteolitica.

La produccion de proteinas recombinantes se realiza preferentemente en el sistema de
expresion procarionte E. coli. A pesar de que hay pocos estudios referentes a la expresion
de enzimas proteoliticas de plantas, se ha demostrado la produccion y obtencion de forma
activa de estas enzimas en E. coli. Dado lo anterior, con el objetivo de la expresion de
genes proteasas cisteinicas de J. mexicana previamente aislados por el grupo de trabajo, la
estrategia de trabajo consistio en el disefio de vectores, la comprobacion de la integracion
de gen en el vector, evaluacion de los niveles de produccion de la enzima recombinante, su
identificacion por western blot y la determinacion de su actividad proteolitica con un

sustrato sintético y por medio de un zimograma.

5.1 Construccion de pET28bJmCP para la transformacién de E. coli

Para investigar la expresion del gen de JmCP en E. coli fue construido el vector de
expresion pET28bJmCP usando como base el vector de transformacion pET28b.La
construccién del vector pET28bJmCP se realiz6 introduciendo la secuencia cada gen para
una proteasa cisteinica de J. mexicana(JmCP4 y JmCP5) en el sitio BamHI flanqueado por
las secuencias del promotor T7 y una cola His, siguiendo la metodologia descrita en la
seccion 4.1.4. Para confirmar dicha construccion se realizd el analisis por digestion
enzimatica. En el analisis por digestion de los plasmidos construidos pET28bJmCP4 y
pPET28bJmCP5, como se observa en la Fig. 7, se muestran dos bandas de la reaccion de

digestion; una banda corresponde al vector pET28b (~5.3 kb), y otra banda que

47



corresponde al gen de la proteasas JIMCP (~1 kb), confirmando la integracion del gen JImCP
en el vector de expresion vector pET28b. La construccion de los vectores de expresion
PET28bJmCP, asi como la alineacion correcta del gen se comprobd mediante
secuenciacion, como se describe en la seccion 4.3.6. Los resultados de secuenciacion
fueron comparados con las secuencias de JmCP4 y JmCP5, mostrando identidad de los

nucleotidos de los genes para la proteina de J. mexicana.

Kb
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ET28b (5.3 kb
50 P (5:3 kb)
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15

10 ImCP (1 kb)

Fig. 7.Electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pET28bJmCP4 y pET28bJmCP5.Reacciones de
digestion con BamHI de los vectores pET28bJmCP4 y pET28bJmCP5 separadas por electroforesis en gel de
agarosa 1%. Carril M) Marcador de peso; Carril 1) pET28bJmCP4 digerido con BamHI; Carril 2)
pET28bJMCP5 digerido con BamHI.

Una vez confirmada la construccion, se realizé la transformaciéon de células de E. coli

BL21star (DE3) como se describe en la seccion 4.1.8. La seleccion de colonias
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transformadas con el plasmido pET28bJmCP se llevo a cabo mediante el crecimiento en
medio selectivo (LB suplementado con kanamicina 50 mg/L), crecidas en placa durante 16

h después de su transformacion.

5.2 Expresion de IMCP en E. coli

Para verificar la expresion de JmCP en E. coli BL21 transformada con el vector
pPET28bJmCP, se siguio la metodologia de la seccion 4.1.9.Para monitorear la expresion de
JmCP, se mantuvo un cultivo en lote durante 6h post-induccion yse tomé 1 mL de muestra
a intervalos de 1 h, la cual fue centrifugada para colectar la pastilla celular antes de la
induccion y después de la induccion. La pastilla bacteriana fue tratada de acuerdo a la
metodologia descrita en la seccion 4.1.14. En las Fig. 8 y 9 se muestran las muestras de los
cultivos de cepast. coliBL21 transformadas con los vectores pET28bJmCP4 vy
pET28bJmCP5, colectadas a intervalos de 1 h y analizadas por SDS-PAGE (Seccion 4.4.2),
y se observa un incremento en la intensidad de una banda tefiida con Coomassie de
aparentemente una masa molecular de 40 kDa, esta banda coincide con el tamafio esperado

de las proteinasas JIMCP4 y JInCP5con la adicion de una cola de His.

A lo largo de los cambios de intensidad se puede apreciar una banda de menor peso
molecular, aproximadamente de 24 kDa, la cual pudiera representar a una proteina de
JmCP madura para ambos casos de los genes. La mayor expresion se obtuvo con el
plasmido que contiene el gen JNCP4 lo cual pudiera deberse a que esta construccion

incluye péptido sefial, mientras que JMCP5 no contiene el péptido sefial.

En las Fig 8 y 9 también es posible apreciar que el tiempo Optimo de produccién de las
proteasas JMCP fue de 4 h post-induccion con IPTG. En el caso de las células E. coli BL21
no transformadas (W) a las 6 h post-induccion no es posible observar el cambio de
intensidad de las bandas sefialadas para el caso de las cepas transformadas.
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Fig. 8. Expresion de la proteina recombinante JINnCP4 en E. coli BL21. Electroforesis en gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE) a 90 mV por 2.5 h.Carril M) Marcador de peso; Carril W) E. coliBL21 sin transformar al
tiempo6 h post-induccion; Carriles 0-6)E. coliBL21 transformada con pET28JmCP4 al tiempo 0, 1, 2, 3,4, 5

y 6 h después de su induccidn con IPTG.
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Fig. 9. Expresion de la proteina recombinante JmCP5 en E. coli BL21. Electroforesis en gel de poliacrilamida
12% (SDS-PAGE) a 90 mV por 2.5 h.Carril M) Marcador de peso; Carril W) E. coli BL21 sin transformar al
tiempo6 h post-induccion; Carriles 0-6) Proteinatotal de E. coliBL21 transformada con pET28JmCP5 tomada

al tiempo 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 h después de su induccion con IPTG.

5.3 Purificacion y activacion de la proteina JmCP de E. coli
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La purificacién de JmCP expresada en los cultivos de E. coli BL21 se realizo utilizando
cromatografia de afinidad (NTA-Ni), permitiendo la separacion de proteinas que contenian
la cola de His, para esto se siguié la metodologiade la Seccion 4.1.12, se realiz6 la
activacion de la proteasas se realizd de acuerdo a Seccion 4.1.13y las muestras fueron

separadas en gel de poliacrilamida (Seccion 4.4.2).

Para la purificacion de las proteasas se probd la obtencién de la proteina utilizando
condiciones desnaturalizantes (con soluciones de urea y cambios de pH). En las Fig. 10 y
12 no se detecta la proteinasa en el filtrado sugiriendo que la mayor parte de JmMCP se
encontraba en la matriz NTA-Ni, durante etapa de lavado (W) no fue removida la proteina
JmCP, y las fracciones de elucion (E1, E2 y E3) contienen mondmeros y dimeros de la
proteina JNCP4 y JmCP5 removida.Se observa la recuperacion de la fraccion insoluble de
la JImCP que cuenta con la cola de His, la proteina corresponde a 40 kDa Ademas, bajo
estas condiciones es posible observar bandas de ~ 70 kDa que pueden corresponder a
dimeros de la proteina purificada u otra isoforma de la proteinasa JmCP. Bajo este
protocolo, no fue posible lograr su activacién en pruebas de actividad que se describen méas
adelante, es por eso que se eligio el protocolo de condiciones nativas para la recuperacion

de la proteasa recombinante.

Para la purificacion de la proteasa JMCP bajo condiciones nativas (soluciones de imidazol
conservando pH 8.0) se obtuvo la fraccion soluble de las proteasas recombinantes. Aunque
no fue posible recuperar en su mayoria a la proteasa recombinante, fue posible identificar
dos bandas de aprox. 24 y 72 kDa, como se puede apreciar en las Fig. 11 y 13. Como se
puede apreciar el resultado de la purificacion de la proteina de la disgregacion parcial de
cuerpos de inclusiéon y del replegamiento de JnCP implicd la presencia de mondmeros
aproximadamente 24 kDa y tetrameros de ~72 kDa, la primera correspondiendo al tamarfio
esperado de la proteina madura de JmCP, siendo el resultado de la autocatalisis que
consistié en la separacion de las regiones de pro-péptido y péptido sefial; mientras la

segunda se pudiera explicar por la formacion de agregados.
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Fig. 10. Purificacion de JnCP4 en columna Ni-NTA bajo condiciones desnaturalizantes. Electroforesis en gel
de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) con tincion azul de Comassie. M) Marcador de peso; T) proteina total
después de 6 h ser inducida; CL) clarificado; F) filtrado; W1) primer lavado; W2) segundo lavado; E1)

primera elucion; E2) segunda elucidn; E3) tercera elucion; A) proteina plegada y activa.
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Fig. 11. Purificacién de JmCP4 en columna Ni-NTA bajo condiciones nativas. Electroforesis en gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) con tincion azul de Comassie. M) Marcador de peso; T) proteina total
después de 6 h ser inducida; CL) clarificado; F) filtrado; W1) primer lavado; W2) segundo lavado; E1)

primera elucion; E2) segunda elucidn; E3) tercera elucion; A) proteina plegada y activa.
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Fig. 12. Purificacion de JImCP5 en columna Ni-NTA bajo condiciones desnaturalizantes. Electroforesis en gel
de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) con tincién azul de Comassie. M) Marcador de peso; P) pastilla celular
después de 6 h ser inducida; CL) clarificado; F) filtrado; W1) primer lavado; W2) segundo lavado; E1)

primera elucion; E2) segunda elucidn; E3) tercera elucion; A) proteina plegada y activa.
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Fig. 13. Purificacion de JmCP5en columna Ni-NTA bajo condiciones nativas. Electroforesis en gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) con tincién azul de Comassie. M) Marcador de peso; P) pastilla celular
después de 6 h ser inducida; CL) clarificado; F) filtrado; W1) primer lavado; W2) segundo lavado; E1)

primera elucion; E2) segunda elucidn; E3) tercera elucion; A) proteina plegada y activa.
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5.4 ldentificacion inmunoenzimatica de la proteina JINCP

La identificacion de las proteasas recombinantes de J. mexicana se hizo por medio de
western blot utilizando anticuerpos policlonales anti-mexicana, para lo cual las muestras
fueron separadas por SDS-PAGE (Seccion 4.4.2), transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (Seccion 4.4.3) y se realizd la inmunodeteccion (Seccion 4.4.4). Los
resultados de dicho anélisis se muestran en la Fig. 14 donde se observa una banda de
aproximadamente 40 kDa la cual corresponde al peso molecular proteinasa recombinante
que fue reconocida por los anticuerpos policlonales (a) pre-pro-enzima JmCP4 y (b) pro-
enzima JmCP5 de aproximadamente 36 kDa. Ademas, se observa que las proteinas de E.
coli BL21 no transformadas (W) no son reconocidas por los anticuerpos anti-mexicaina. En
la Fig. 14 (a) se observa una banda correspondiente a una proteina de menor peso molecular
que fue reconocida por los anticuerpos, esta banda podria ser producto de degradacion de la
proteina de 40 kDa, o bien, a la identificacion de la forma madura de JmCP. La deteccion
de las proteasas cisteinicas de latex se detectaron como agregados que no corrieron en el

gel (resultado no mostrado).
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Fig. 14. Western blot de las proteinas recombinantes JNCP producidas en E. coli BL21.Veinte microlitros de
las muestras analizadas en gel tefiido con azul de Coomassie, fueron separadas por SDS-PAGE 12% y
electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa. Carril M) Marcador de peso; Carril W) E. coli BL21 sin
transformar al tiempo 6 h post-induccidn; Carril 1) E. coli BL21 transformada al tiempo 6 h sin ser inducida;
Carril 2) E. coli BL21tranformada e inducidapara (a) JINnCP4 y (b) JInCP5.
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5.5 Andlisis de la actividad proteolitica por zimografia

Para determinar la actividad proteolitica de las proteinas JmCP4 y JmCP5 purificadas,
plegadas y activadas se realiz6 un analisis en gel de zimograma como se describe en la
Seccion 4.4.5. Se separaron 10 pL de la muestra de proteina activa en SDS-PAGE 10%
suplementado con gelatina 0.5% bajo condiciones no desnaturalizantes (sin calentar la
muestra y sin utilizar agentes reductores como el B-mercaptoetanol). Después de la
separacion, el gel se incub6 en PBS a 37°C durante 24 h y fue tefiido con azul de
Coomassie. El analisis de la actividad proteolitica de las JIMCP’s por zimograma revela dos
bandas de aproximadamente 24 y 72 kDa, como se puede observar en la Fig. 15. Las
bandas corresponden al tamafio de peso molecular de las bandas identificadas en el gel de
purificacion de proteina que corresponde a las muestras de la proteina JmCP activa y
plegada (Fig. 11 y 13), donde la banda de 24 kDa identifica a la proteina madura y la banda
de 72 kDa a un dimero de la proteina madura.
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Fig. 15. Zimograma SDS-PAGE-gelatina de JmCPproducida en E. coli BL21. Electroforesis en gel de
poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) suplementado con 0.5% de gelatina con tincion azul de Comassie. Carril L)
Proteina nativa del latex de J. mexicana; Carril M) Marcador de peso; Carril W) Proteina cepa silvestre con el

mismo tratatamiento; CarrilA) Proteina JNnCP4 plegada y activada para (a) JINnCP4 y (b) JInCP5.
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La maés alta actividad proteolitica observada en los geles de la zimografia pertenece al latex
de J. mexicana. Las proteinas del latex migraron un poco menos que las CPs
recombinantes, esto puede deberse a que en el latex las proteinas estan agrupadas en

multimeros.

5.6 Actividad de la proteasas JIMCP4 y JImCP5 sobre un sustrato sintético

La actividad enzimatica de las proteasas JNCP recombinantes por la hidrolisis del sustrato
sintético D-LBAPNA, seguido de la incubacion de 10 min a 37°C, a pH 7.0 y se leyo
laabsorbancia de la reaccién a 405 nm y usando el valor de & de 8800 M™ cm™ del grupo
saliente (Seccion 4.4.6).En la Tabla 7 se muestran los resultados de la actividad especifica
de las reacciones con JmCP4 y JmCP5 bajo las condiciones de T y pH mencionadas
anteriormente.Un estimado de la produccion de la pro-enzima producida en E. colifue de 10

mg de proteina purificada y activa por L de medio de cultivo.

Tabla 7. Actividad de las proteasas recombinantes producidas en E. coli.

Actividad especifica

Proteina

(U/mg)
JmCP4 29.84
JmCP5 21.70

®@Una unidad(U) es la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de BAPNA por minuto.
®)|_a actividad enzimética sobre BAPNA de una preparacion de papaina (SIGMA), purificada y cristalizada
2X es de 16-40 U/mg.
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5.7 Discusion

Para el disefio de un sistema de expresion proteasas recombinantes de J. mexicana se tomo
en cuenta la secuencia de aminoacidos del zimdgeno de estas proteasas. La mexicaina y la
guimiomexicaina son sintetizadas, conservadas y secretadas in vivo como precursores
inactivos (zimdgenos), estos son convertidas a su forma activa por remocion propéptido y
la proteina madura se pliega adoptando su conformacion tridimensional. Por lo tanto, para
la expresion de estas enzimas en E. coli se consideraron dos construcciones de ADNc que
produjeran zimdgenos de CPs de J. mexicana: una secuencia con péptido sefial, propéptido
y proteina madura (JmCP4), y una secuencia con propéptido y proteina madura
(JmCP5),ambas construcciones utilizadas con la finalidad comparar el rendimiento de
produccién de una proteasa recombinante. Estudios previos han probado con ambos tipos
de construcciones, obteniendo los rendimientos més altos cuando la estructura cuenta con
péptido sefial (Choi et al. 2004, Choudhury et al., 2009). Nuestros resultados estan de

acuerdo con la de estos autores.

El disefio y construccién del sistema de expresion se realizé con el vector pET28b. Dicha
construccién fue exitosa ya que permitié la expresion de dos proteasas recombinantes
JmCP (Fig 8y 9). Otros investigadores han obtenido resultados exitosos con proteasas
cisteinicas utilizando el vector pET y al igual que este trabajo utilizaron cepas E.coli
BL21star (DE3 (Kuhelj et al., 1995). La sobreexpresion fue inducida con IPTG
obteniéndose la maxima produccion de la enzima recombinante a las 4 h, este resultado
estd de acuerdo con otros autores que obtienen su maximo de produccion entre 3.5y 6 h
(Ahsan et al., 2005; Feijoo, 2011).

Las proteasas JNnCP4 y JImCP5 fueron expresadas con éxito en E. coli BL21 (DEJ), esta fue
detectada como una proteina de 40 kDa producida a partir de 1 h después de la induccién
del cultivo con IPTG pero mostrando mayor acumulacion después de 4 h (Fig. 8 y 9). La
confirmacion de la expresion de las JmCP se realiz6 por el reconocimiento de anticuerpos
anti-mexicaina (Fig. 14). El sistema de promotor T7 permitio obtener altos rendimientos de

JmCP4 de 10 mg/L de proteina pura y activa producida en E. coli.
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El uso deE. coli como sistema de expresion tuvo como ventaja un crecimiento rapido, facil
de manipulacion, el medio de cultivo fue relativamente de bajo costo y se pudieron alcanzar
concentraciones elevadas de la proteina recombinante en pocas horas después de su
induccion. Una de las mayores desventajas de utilizar E. coli como sistema de expresion
para las CPs de J. mexicanafue la formacion de cuerpos de inclusion. Varios autores han
reportado que la recuperacién de una proteina a partir de cuerpos de inclusion con
frecuencia resulta en perdida de actividad de las enzimas e implica mayores costos de
bioseparacion (Kopitar et al., 1996; Tobbel et al., 2002; Lillie et al., 1998).

En este estudio se probaron dos protocolos para la purificacion de las proteinasJmCP:
condiciones desnaturalizantes para la obtencion de proteasas insolubles y condiciones
nativas para la elucion de proteasas solubles. En las Fig. 10, 11, 12 y 13, se observan la
elucionde las proteinas con cola de His. En el andlisis de electroforesis de los lisados
bacterianos se encontr0 que las proteinas recombinantes estuvieron presentes
principalmente en la fraccion insoluble.La fraccion insoluble correspondio a los cuerpos de

inclusion en proporcion 10:1 con respecto a la fraccion soluble.

En condiciones desnaturalizantes (Fig. 10 y 12) el peso molecular de la enzima insoluble
purificada fue de aproximadamente 40 kDa, ademas se pueden observar multiples bandas
gue no corresponden a las proteinas de interés, esto puede deberse a que varios enlaces que
estabilizan la estructura terciaria de la proteina son rotos en condiciones insolubles, y puede
ser que algunas proteinas estén atrapadas o interaccionando con otras proteinas durante el
proceso de purificacion. Utilizando condiciones desnaturalizantes se obtuvieron altos
rendimientos, sin embargo no fue posible activar la enzima (datos no mostrados), por lo
cual se utilizaron condiciones nativas para la purificacion de JImCP (Fig. 11 y 13). Aunque
mientras se mantuvieron controlados los parametros relacionados con el plegamiento (pH,
temperatura y agentes desnaturalizantes), posiblemente la falta de actividad de la proteina
JMCP4 y JmCP5 pudo deberse a la falta de un adecuado par redox en el buffer de
plegamiento. Se ha reportado que un factor que afecta el rendimiento de una enzima activa

es la agregacion de proteinas desnaturalizadas por los buffers de plegamiento, ya que la
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exposicion de centros hidrofobicos de cuerpos de inclusion desnaturalizados seguidos de la
agregacion durante el proceso de replegamiento puede ser la razon de bajos rendimientos
de proteinas recombinantes (Vuillard et al., 1998; Gu, et al 2001). Mientras que el
replegamiento de proteinas in vivo es rapido y asistido por moléculas cataliticas, como es el
caso de la disulfuro isomerasa o de las chaperonas las cuales inhiben el mal plegamiento y
la agregacion (Woycechowsky y Raines, 2000); in vitro cuando se trata de proteinas que
contienen puentes disulfuro esto resulta dificil, y usualmente se obtienen bajos
rendimientos que pueden ser debidos a la inapropiada formacion de cuerpos disulfuro,
agregacion e inestabilidad de intermediarios y productos (Goldberg et al., 1991; De
Bernardez et al., 1999; Raman et al., 1996). Una alternativa para las metodologias de
replegamiento de proteinas con bajo rendimientos como dilucion, diélisis y cromatografia
(dilucion usada en este caso), en Ultimos afios se ha reportado el uso de otras metodologias
que implican el uso de chaperonas para la activacion de proteinas, por ejmeplo, De et al.,
(2008) demostraron que el uso de chaperonas dentro de las células hospederas permite el
replegamiento de proteasas desnaturalizadas como la quimotripsina, lisozima y papaina,
puede ser posible que el uso de estas metodologias permita mayores rendimientos para

futuros estudios de replegamiento de las proteasas JMCP

Enla purificacion de JmCP bajo condiciones nativas (Fig. 11 y 13)se detect6 la presencia de
mondmeros de aproximadamente 24 kDa y posibles trimeros de ~72 kDa, la proteina de 24
kDa corresponde al tamafio esperado de la proteina madura de JmCP (siendo el resultado de
la autocatalisis que consistié en la separacion de las regiones de pro-péptido y péptido
sefial); mientras la proteina de 72 kDa puede representar la formacion de agregados.Ambos
valores esta dentro del intervalo de masas moleculares de proteasas cisteinicas de plantas
(25 a 75 kDa) como lo reporta Duber et al., 2007.Posiblemente las proteinasas JNCP4 y
JmCP5 pueden ser isoformas del latex de J. mexicana, de acuerdo con los resultados
mostrados para la quimopapaina de C. papaya (Taylor et al., 1999), asi como las reportadas
en Vasconcellea stipulata y V. X heilbornii (Kyndt el al., 2007) y C. candamarcansis
(Corréa et al., 2011; Texeira et al., 2007).Algunas isoformas de las proteinasas de C.
papaya (Cohen et al., 1990; Baker et al., 1996; Groves et al., 1996; Revell et al., 1993;
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Taylor et al., 1992; 1995; 1999; Venet et al., 1991) y C. candamarcensis (Corréa et al.,
2011) han sido clonadas y expresadas en sistemas heterélogos. El valor de la proteasa

recombinante JMCP activa y purificada fue de aproximadamente 10 mg/L.

Las proteasas JImCP4 y JmCP5 purificadas bajo condiciones nativas presentaron actividad
enzimatica. Las proteinas recombinantes solubles con frecuencia tienen una correcta
conformacién tridimensional y por lo tanto normalmente son activas (Has y Kim, 2005).EI
valor de la actividad enzimatica entre las proteasas de este estudio con otras proteasas
cisteinicas reportadas en la literatura no se pudo comparar debido a que se utilizan
diferentes sustratos y condiciones para determinar la actividad especifica (Eakin, et al.,
1992; Feijoo, 2011). En una preparacion comercial de papaina (SIGMA), purificada y
cristalizada 2X, se reporta una actividad enzimatica sobre BAPNA de 16-40 U/mg (25°C y
pH 6.2) (Sigma, EU), estas condiciones son similares a las aqui demostradas y los valores
obtenidos con nuestras proteasas recombinantes estan dentro de los rangos de esta

preparacion comercial.
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5.8 Conclusiones

Se logré la produccién de dos proteasas recombinantes de J. mexicana utilizando aE. coli
como sistema de expresion.La expresion de las proteasas cisteinicas recombinantes de J.
mexicana se logro utilizando el sistema de expresion T7 y el vector pET como base para el
disefio de los vectores de expresion pET28bJmCP4 y pET28bJmCP5, ademas estas

proteasas contienen una cola de His que permitié una facil purificacion.

La proteina (pre-proproteasa) recombinante expresada en E. coli fue identificada por su
peso molecular (~40 kDa) y su reconocimiento con anticuerpos policlonales de anti-

mexicaina.Las proteasas fueron expresadas como cuerpos de inclusion.

La proteina purificada y plegada presento actividad proteolitica sobre un sustrato sintético
(BAPNA) y sobre gelatina (en el zimograma). Los valores de actividad especifica fueron

comparables con una preparacion purificada de papaina comercial.
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6. Expresion de JmCP en P. pastoris

Para la expresion del gen JInCP en P. pastorisfueron necesarios basicamente tres pasos: la
construccion del vector de expresion, la introduccion del vector de expresion dentro del
genoma de P. pastoris, y la evaluacion de las cepas de potencial expresion para el producto

del gen foraneo.

6.1 Construccion de pPIC9ImCP para la transformacion de P. pastoris

Para la construccion del vector de expresion, fueron agregados los sitios Notly Xhol en los
extremos de los genes de JmCP por amplificacion con PCR utilizando los iniciadores
descritos en la Tabla 5. Como se observa en la Fig. 16, la construccion del vector de
expresion para JNCP4 consistio en eliminar la region de péptido sefial y adicionando los
sitios de corte Xho 1 y Not | junto con la reconstruccion de las bases que forman parte del
sitio de corte de la proteina excretada y localizadas en seguida del sitio Xho I. Elen el caso
de JmCP5 se conservé la estructura propéptido y se adicionaron los sitios de corte Xho |y
Not I. La secuencia de ADNCc resultante fue clonada en el sitio multiple de clonacion de
pPIC9 en los sitios Notly Xhol flanqueada por las secuencias del promotor AOX1 y la
secuencia del péptido de secrecion factor alfa. Las células de E. coli DH5a«fueron
transformadas con la construccion pPIC9IJmCP (Seccion 4.1.8) y el plasmido fue

recuperado utilizando el método de la Seccion 4.3.2.

Para confirmar la construccidon correcta del vector pPIC9IJmCP se realiz6 la digestion
enzimatica con las enzimas de restriccion Xho | y Not I. En el analisis por digestion
enzimatica de los plasmidos pPIC9IJmCP4 y pPIC9JmCP5, se muestran dos bandas de la
reaccion de restriccion (Fig. 17), una banda que corresponde al vector pPIC9 de
aproximadamente 8.0 kb, y otra banda que corresponde a cada gen de la proteasa de JmCP

de 1 kb, confirmando la construccién del vector pPIC9ImCP4 y pPIC9ImCP5.
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Fig. 16. Representacion esquematica de la construccion del vector de expresién pPIC9IJmCP4. El ADNc de
JmCP4 fue amplificado por PCR, clonado en el vector PBSKII, recuperado con Xho | y Not | para en seguida

ser clonado en pPIC9, previamente digerido con estas mismas enzimas.
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La construccion de los vectores de expresion pPIC9IJmCP, asi como la presencia del gen se
comprobd mediante secuenciacion, como se describe en la seccién 4.3.6. Los resultados de
secuenciacion fueron comparados con las secuencias de JmCP4 y JmCP5, mostrando
identidad de los nucleétidos de los genes para la proteina de J. mexicana.
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ImCP (1 kb)
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Fig. 17. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pPIC9JmCP4 y pPIC9JmCP5.Reacciones de
digestién con Xhol y Notl de los vectores pPIC9bIJmCP4 y pP1C9bJmCP5 separadas por electroforesis en gel
de agarosa 1%. Carril M) Marcador de peso; Carril 1) pPIC9bJmCP4 digerido con Xhol y Notl; Carril 2)
pPIC9hJmCP5 digerido con Xhol y Notl.
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6.2 Evaluacion de la integracion de JImCP en el genoma de P. pastoris

Para lograr la expresion de JmCP en el sistema eucarionte P. pastoris, se transformaron por
electroporacion las cepas de Pichia pastoris GS115 y KM71, como se describe en la
seccién 4.2.10. Para la transformacion fue necesario la linealizacién del plasmido
pPICIMCP con la enzima Sall para permitir la integracion en el ADN genomico total de la
levadura. En la expresion de una proteina recombinante el gen de interés fue ligado a una
secuencia sefial en el vector pPIC9 (prepro-factor o para P. pastoris) en el sitio al coddn
que codifica para el primer aminoacido de la pro-region. EIl sitio de insercion de las
secuencias JmMCP permitieron regular la expresion de la proteina codificada por el inserto y
facilitaron la recombinacion homologa con el locus gendmico AOX1 (Fig. 18).

El plasmido de integracion facilitd la dptima expresion de los promotores AOX1 dirigidos
por la secuencia sefial alfa (Fig. 18). La enzima Sall fue utilizada por poseer un sitio Unico
de corte en el vector pPIC9, y lo mas importante, no contar con un sitio de restriccién en las

secuencia JnCP.

El anélisis de crecimiento de cepas transformadas en placas RDB y RDBH permitio
identificar a posibles cepas transformadas. Las cepas silvestres GS115 y KM71 sin
transformar tienen una mutacién en el gen de la histidinol deshidrogenasa (his4) que les
impidio la sintesis de histidina y por lo tanto no crecieron en un medio deficiente de
histidina. Mientras que las cepas transformadas con el plasmido pPIC9, que lleva el gen de
HIS4, complementa el gen his4 de las células de P. pastoris, y asi las células transformadas
y se seleccionaron por su habilidad de crecer en un medio sin histidina. Las colonias que se
seleccionaron para analizar la integracion de JmCP en su genoma fueron las que crecieron
en medio RDB (sin histidina) después de 4 dias de incubacion a 30°C, y posteriormente se

realizé el analisis de la integracion del gen por PCR.
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Fig. 18. Representacion esquematica de la integracion del vector pPIC9IJmCP4 en el genoma de P. pastoris.
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Para confirmar la integracion del gen JmCP en el genoma, se realizo anélisis por PCR del
ADN total de las levaduras utilizando los iniciadores 5’A0X y 3’AOX. Las clonas
transformadasobtenidas de P. pastoris GS115 y KM71 fueron de 3-5 colonias por placa.
Con la linealizacién Sall del vector pPIC9IJmCP, se esperaba un solo evento de integracion
por entrecruzamiento sencillo para tomar lugar en el locus cromosomal his4, asi como
también se esperaba el fenotipo His"Mut" de las cepas transformadasque contenian para ser

el gen AOX intacto y funcional.

En el analisis de ADN aislado de varias cepas GS115-JmCP y KM71-JmCP por PCR,
mostré que solo se obtuvieron colonias transformadas con el gen JmCP con la cepa GS115.
Las capas transformadas se identificaron por electroforesis en gel de agarosa donde se
identificaron por una banda de ~1.5 kb que corresponde a la adicion de 1 kb del gen CP y
500 pb correspondientes a la carga del vector pPIC9 (Fig. 19). La presencia de dos bandas
indicaronel fenotipo Mut”, ya que una segunda banda de ~2.2 kb correspondia al gen AOX;
mientras que la presencia de una sola banda indicd que se trataba de una cepa Mut®.Ademas
para la confirmacion del fenotipo las colonias transformadas por crecimiento en placas MD
y MM, y se corroboré que las colonias GS115-JmCP presentaron una banda en el analisis
de PCR fueron cepas de bajo consumo de metanol, comprobado por su lento crecimiento en
el medio MM.

La integracion de JmCP4 en el genoma de P. pastoris GS115, asi como la presencia de la
sefial de secrecion y de corte, se corrobord por andlisis por secuenciacion de las muestras
obtenidas de las bandas ADN aislado del gel de agarosa. Para el caso del gen JmCP4 fue
posible corroborar en el andlisis de secuenciacion la integracion de la construccién deseada.
En el caso de JInCP5 no fue posible corroborar la integracion por secuenciacion, a partir de

este punto se continud el estudio de expresion solo con el gen IMCP4.
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Fig. 19. Analisis por PCR de cepas Pichia transformadas con pPIC9IJmCP. M) Marcador de masa molecular.
Carril 1) P. pastorisGS115 silvestre; Carril 2) P. pastorisGS115 sin el gen JmCP4; Carril 3) P.
pastorisGS115 transformada con JmMCP4 Mut’; Carril 4) GS115 transformada con JmCP5 Mut*; Carril 5)
Control positivo pPIC9ImCP4.

6.3 Expresion de IMCP4 en P. pastoris

La expresion de JInCP4 en P. pastorisGS115, transformada con el vector pPIC9IJmCP, fue
inducida por adicion de metanol 1% en un cultivo de levaduras en fase log (Seccion
4.2.14). Para monitorear la expresion de JmCP el cultivo se mantuvo 12 dias con induccion
de metanol cada 24 h y se tom6 1 mL de muestra a intervalos de 24 h y la muestra fue
tratada de acuerdo al protocolo 4.1.16. El sobrenadante del medio de cultivo fue utilizado
para andlisis de proteina por SDS-PAGE.En la Fig. 20 se muestran un incremento en la
intensidad de una banda tefiida con Coomassie aparentemente de 36 kDa en muestras

tomadas despues de 6 a 12 dias en cultivo.Los cultivos de la muestras de P. pastoris GS115
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transformadas con JmCP4, fueron colectadas cada 24 h (desde 6 hasta 12 dias) y analizadas
por SDS-PAGE. En la Fig. 20 se observa que el tiempo optimo de expresion para el gen
JmCP fue de 6 dias, con induccion constante cada 24 h. Del total de la proteina presente en
el medio de cultivo, la pro-enzima JmCP representa un alto porcentaje del total de la
proteina. Las bandas de menor tamafio molecular pueden corresponder a una proteolisis de
la misma proteinasa o debido a otras proteasas nativas de P. pastoris ya que el medio no se
le adiciond inhibidores de proteasas.La proteina sobreexpresada JMCP no fue observada en
células P. pastoris GS115 no transformadas (W), siendo que las proteinas que se visualizan
en esta muestra son minimas o nulas, por lo anterior se evidencio una clara presencia de
una proteina extracelular producida por la cepa P. pastoris transformada con JmCP4. La
expresion constante de la pro-proteasa hasta el sexto dia puede deberse a que el fenotipo de
la cepa utilizada en la fermentacion es Mut’y por lo tanto requirié de mas dias para

estimular la produccion de la proteasa.
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Fig. 20. Expresion de la proteina recombinante JmCP4 en P. pastoris GS115. Electroforesis en gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) a 90 mV por 2.5 h. Carril M) Marcador de peso; Carril 1) Proteina
extraceluar de la cepa silvestre GS115 tomada a los 12 dias en cultivo; Carriles d2-d12) proteina extracelular

de la cepa de P. pastoris GS115 transformada con pPIC9ImCP4 tomada a los 2, 4, 6, 8,10 y 12 en cultivo.
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6.4 Identificacion inmunoenzimatica de la proteina JInCP4

Para verificar la expresion de JmCP en P. pastoris, la proteina extracelular fue recuperada y
concentrada del medio de cultivo por medio de ultrafiltracion y analizada por electroforesis.
Posteriormente estas enzimas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa y se
realizd la inmunodeteccidn, con anticuerpos policlonales contra mexicaina. Como se puede
observar en la Fig. 21, los anticuerpos anti-mexicaina reconocieron a una proteina de 36
kDa, lo cual corresponde a la pro-enzima que se observo en el gel de la Fig.20. Los
anticuerpos policlonales de anti-mexicaina no reconocieron a las proteinas de P.
pastorisGS115 no transformada, asi como tampoco se tuvo identificacion en la proteina
extracelular producida en el segundo y cuarto dia de cultivo. A partir del sexto dia las
proteasas recombinantes son reconocidas por el anticuerpo, lo cual apoya que la expresion

de dicha proteina fue exitosa a partir del sexto dia de cultivo.
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Fig. 21. Western blot de JmCP4 producida en P. pastoris GS115.Veinte microlitros de las muestras
analizadas en gel tefiido con azul de Coomassie, fueron separadas por SDS-PAGE 12% vy electrotransferidas a
una membrana de nitrocelulosa. Carril M) Marcador de peso; Carril W) P. pastorisGS115 sin transformar;
Carriles 2-12) P. pastorisGS115 después de 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias con induccién de metanol cada 24 h.
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6.5 Analisis de la actividad proteolitica por zimografia

Para determinar la actividad proteolitica de la pro-enzima JmCP4 se realiz6 pruebas por
zimograma. Para realizar el ensayo de actividad se realizé se utilizo el protocolo de la
seccién 4.4.5, la separacion por electroforesis de las proteinas extracelulares en gel de
poliacrilamida el cual contenia 0.5% de gelatina y sin agentes reductores, el gel se incubd
en PBS a 37°C durante 24 h y fue tefiido con azul de Coomassie. El zimograma revel6 dos
bandas de aproximadamente 36 y 72 kDa, Fig. 22. Las banda de36 kDa corresponde a la
proteina madura JmCP4, y la banda de 72 kDa puede corresponder a un dimero de la
misma proteina. La muestra de la cepa sin transformar no mostraron la actividad

proteolitica.

JmCP4

<«— JmCP4

23
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Fig. 22. ZimogramaSDS-PAGE-gelatina de ImCP4producida en P. pastoris GS115. Electroforesis en gel
de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) suplementado con 0.5% de gelatina con tincion azul de Comassie. Carril
M) Marcador de peso; Carril W) Proteina extracelular de P. pastoris GS115 sin transformar; Carriles d2-d12)

Proteina extracelular JINCP4 a los dias 2, 4, 6, 8 y 10 con induccion de metanol 1% cada 24 h.
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6.6 Actividad de la proteasaJmCP4 sobre un sustrato sintético

Para determinar la actividad de JnCP sobre BAPNA se sigui6 el protocolo de la Seccion

4.4.5, la actividad es mencionada en la tabla 8.

Un estimado de la produccion de la pro-enzima producida en P. pastorisfue de 23 mg/L de

proteina activa en el medio.

Tabla 8. Actividad de la proteasa recombinante producida en P. pastoris

Proteina Actividad especifica(U/mg)

JMCP4 91.94

®Una unidad(U) es la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de BAPNA por minuto.
®)|_a actividad enzimética sobre BAPNA de una preparacion de papaina (SIGMA), purificada y cristalizada
2X es de 16-40 U/mg.
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6.7 Discusion

En el presente estudio el gen JnCP de J. mexicana fue clonado y expresado de forma
heter6loga en P. pastoris. El gen fue expresado con las regiones pro-péptido y proteina
madura para ser producido como zimdgeno e impedir su auto degradacion en el medio de
cultivo de P. pastoris. Resultados similares se obtenido en la expresién de proteasas
cisteinicas de plantas en forma de zimdgeno (Ramjee et al., (1993), Vernet et al., (1995), y
Dufour et al., (1998).

La enzima recombinante fue parcialmente caracterizada SDS-PAGE, Western blot y
zimograma. Se ha mostrado que la proteina recombinante tiene la capacidad de remover el
pro-péptido preferentemente a pH neutral, y asi mostrar propiedades similares a una
proteasa cisteinica de J. mexicana. ElI peso molecular identificado para la JInCP en las
muestras de cinética de crecimiento de P. pastoris fue de 36 kDa (Fig. 19) que corresponde
al zimogeno JMCP4 con la construccion de propéptido y proteina madura.

La proteina extracelular separada por SDS-PAGE de las transformantes de P. pastoris
mostraron alrededor de un aumento de la intensidad de la banda de 36 kDa comparado con
la proteina extracelular de cepas P. pastoris silvestres, después de 2 dias de incubacion en
medio de metanol. Una banda que muestra actividad enzimatica fue detectada en las cepas
transformadas, esta actividad no se detectd en el sobrenadante de cepas P. pastoris no
transformadas. EI peso molecular de la enzima recombinante fue estimada en 36 kDa (pro-

péptido y proteina madura).

El sistema de expresion de P. pastoris es bien conocido por su habilidad de sintetizar
proteinas enzimaticamente activas y secretarlas en el medio de cultivo. Con este sistema de
expresion, se desarrollé por primera vez una cepa de P. pastoris capaz de producir y
secretar una proteasas cisteinica de J. mexicana (JmCP). La integracion del ADNc de JmCP
en el genoma de P. pastoris y fenotipo Mut® fue confirmado por analisis de PCR. La cepa
de P. pastoris GS115-JmCP construida en este trabajo produce y secreta una proteasa

cisteinica en el medio de cultivo. Otros autores han tenido éxito usando la construccion de
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una pro-enzima construccion para secretar proteasas cisteinicas recombinantes producidas
en P. pastoris, como lo describe Vernet et al., 1995. Las integraciones especificas en el
locus AOX1 provocan un fenotipo Mut® (crecimiento lento en metanol) y por lo tanto
fueron colonias dependientes de la regulacion del locus AOX2, mientras que la integracion
en otro loci provocan fenotipo Mut® (rapido crecimiento en metanol) debido a un locus
AOX1 mas activo (Bromme, 2004).

La produccion de JImCP en P. pastoris fue confirmada por la identificacion de la banda de
36 kDa detectada en SDS- PAGE en el medio de cultivo libre de células En el cultivo de
BMM no se detect6é una banda que identificara a la proteina JNnCP, este medio de cultivo se
utilizo como procedimiento recomendado para producir proteinas recombinantes en
matraces, sin embargo, el crecimiento en BMM mostré baja densidad celular. Por esta
razon, se probaron diferentes medios de cultivo, ya que algunos estudios han demostrado
que la alimentacion de metanol y una fuente diferente de carbono en lugar solo de metanol
como Unica fuente de carbono ha demostrado mejorar las productividades de las proteinas
recombinantes y alivia la carga metabolica derivada de la produccion de proteinas (Jorda et
al. 2012). Los cultivos probados fueron un medio de metanol suplementado con sorbitol,
otro con alanina y uno més con extracto de levadura. El sorbitol ha sido usado exitosamente
en el crecimiento y biogénesis de peroxisomas por defecto de mutantes de P. pastoris;
mientras que la alanina ha sido utilizada como suplemento en el medio para controlar el pH
del medio. Solo el cultivo con sorbitol y el medio de BMGY con extracto de levadura
fuente de carbono, lograron altas densidades celulares, esto incrementd la concentracion de
la proteina heteréloga en el medio de cultivo libre de células, y fue posible visualizar en el
SDS-PAGE bandas de 36 kDa. El cultivo en medio BMGY se mantuvo durante 12 dias a
pH 8.0 asegurando la no degradacion de la proteasa. Aungue esta cercano al peso molecular
de una proteinasa madura de J. mexicana (24 kDa) y fue posible detectar con un anticuerpo
especifico anti-mexicaina, se concluye que el producto de expresion fue un pro-enzimay no

una proteina madura.

El valor de la actividad enzimatica de JnCP producida en P. pastoris entre las proteasas de

este estudio y otras proteasas cisteinicas reportadas en la literatura no se pudo comparar
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debido a que se utilizan diferentes sustratos y condiciones. De acuerdo a datos reportados
en una preparacion comercial de papaina (SIGMA), purificada y cristalizada, se reporta una
actividad enzimatica sobre BAPNA de 16-40 pmol/min (25°C y pH 6.2) (Sigma, EU), estas
condiciones son similares a las aqui demostradas y los valores obtenidos con nuestras

proteasas recombinantes estan dentro de los rangos de esta preparacion comercial.

La concentracion de proteina y la actividad especifica de la proteina JmCP producida en P.
pastoris fue mayor que la proteina producida en E. coli(aproximadamente 2 veces mayor),
posiblemente debido a la perdida de proteina en el proceso de purificacion cuando se
produjo en el sistema procarionte. La principal ventaja de la produccion en P. pastoris es

que la proteasa es extracelular lo que facilit6 su purificacién.
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6.8 Conclusiones

Se realiz6 el disefio y construccién del vector para la produccion una enzima recombinante

en P. pastoris.

La insercion y expresion del gen JmCP de J. mexicana en el genoma de P. pastoris fue
confirmado por amplificacion el ADN total de P. pastoriscon PCR y secuenciacion
demostrando la correcta integracién de JInCP4

Por primera vez una logro la produccion de una proteasa recombinante de J mexicana en

P. pastoris.

La proteasa recombinante de P. pastoris fue identificada por anticuerpos policlonales de

anti-mexicaina.

La proteasa recombinante producida en P. pastorispresentd actividad proteolitica sobre
gelatina y sobre un sustrato un sintético. Laactividad especifica fue aprox. 3 veces mayor a

la de papaina purificada y cristalizada 2X (preparacion comercial).
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7.  Perspectivas

Purificar y cristalizar las proteasas recombinantes JInCP4 y JnCP5.

Analizar otras propiedades terapéuticas de estas enzimas (como actividad mitogénica y

angiogeénica).

Cinetica enzimatica de las proteasas de JInCP4 y JImCP5.

Estudio cinético y escalamiento de los cultivos de la proteasas recombinantes.
Estudios de estabilidad a la temperatura y pH.

Identificar otras isoformas de estas proteasas.
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