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Resumen general

“Produccion y caracterizacion de proteinas de interés biotecnolégico en
Bacillus subtilis y Escherichia coli.”
El descubrimiento continuo de nuevas vacunas y terapias nos invita al desarrollo
de sistemas mas eficientes para la produccion de proteinas, enzimas vy
metabolitos. La eleccion de un hospedero adecuado y condiciones de produccion
Optimas son cruciales para el ulterior procesamiento de un producto con interés
biotecnoldgico y/o de grado farmacéutico. Escherichia coli y algunas especies del
genero Bacillus son los procariotes méas frecuentemente utilizados para la
produccion industrial de proteinas recombinantes. Estos organismos se ven
favorecidos sobre otros, debido a que su cultivo en sistemas de produccion a gran
escala y altas densidades celulares es facil y generalmente barato. Por lo que, en
el presente trabajo se realiz6 la expresion heteréloga de dos citocininas que
poseen gran aplicacion en biomedicina, como lo son, la hiL-2 y el hIFN-
v, utilizando como modelo la bacteria Gram positiva B. subtilis y ademas, se
efectué la caracterizacion bioquimica y bioinformatica, de una superéxido
dismutasa psicrofila producida en E. coli, proveniente del pasto antarctico
Deschampsia antarctica E. Desv, cuyas condiciones de desarrollo extremas lo
hacen un modelo idéneo para la busqueda de actividades enzimaticas que pueden

tener gran aplicacién en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica.
Produccion y caracterizacion de proteinas de interés biotecnologico en Bacillus

subtilis y Escherichia coli. PALABRAS CLAVE: B. subtilis, E. coli, péptido sefal,

proteina recombinante, ERO, antioxidantes, extremofilos.

XX



General abstract

The continuous discovery of new vaccines and therapies invites us to develop
more efficient systems for the production of proteins, enzymes and metabolites.
The choice of a suitable host and optimal production conditions are crucial for the
further processing of a biotechnological and/or pharmaceutical grade product.
Escherichia coli and some species of the genus Bacillus are the most frequently
used prokaryotes for the industrial production of recombinant proteins. These
organisms are favored over others, because their culture in large scale systems
and high cell densities is generally easier and economical. So, in this work, we
report the heterologous expression of two cytokins that have wide application in
biomedicine, as they are, the hlL-2 and hIFN-y, using as a model the Gram-positive
bacterium B. Subtilis, and also, the biochemical and bioinformatics characterization
of a psychrophilic superoxide dismutase produced in E. coli, from the grass
Deschampsia antarctica E. Dev, whose extreme growing conditions make it a
suitable model to search for enzymatic activities that may have wide application in
the food, cosmetic and pharmaceutical industries.

Production and characterization of proteins of biotechnological interest in Bacillus
subtilis and Escherichia coli. KEY WORDS: signal peptide, recombinant protein

ROS, antioxidant, extremophiles.
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Capitulo I.

Produccion y secrecion de hlL-2 e IFN-y

en B. subtilis.



Resumen

“Produccion y secrecion de interleucina 2 e interferon gamma humanos en
Bacillus subtilis”
En el presente estudio se utilizd la bacteria Gram positiva Bacillus subtilis para la
expresion y secrecion al medio de cultivo de dos proteinas recombinantes de alto
valor agregado como lo son la interleucina 2 (hiL-2) y el interferon gamma
humanos (hIFN-y). Para lograr los objetivos, se construyeron dos tipos de vectores
bacterianos basados en los plasmidos pAX01 y pDG148 que permiten la expresion
de los genes de interés dentro de B.subtilis, mediante su integracion o replicacion,
respectivamente. La produccién de bajas cantidades de hIL-2 (2 mg L™), se logré
mediante la transformacién de B. subtilis con un plasmido replicativo que dirige la
transcripcion de los genes bajo el promotor Pspac, mientras que no se detecto hiL-
2 en las cepas transformadas con el plasmido integrativo. La produccion maxima
de interferén-y humano (hIFN-y) en el citoplasma de B. subtilis se obtuvo utilizando
un vector replicativo que permite la expresion de los genes bajo el control del
promotor fuerte constitutivo p43 del gen cdd de B. subtilis. Aunque la produccién
total de la citocinina fue de 20 mg L™, solo un 10 % de la proteina se secret6 al
medio de cultivo, lo que indica una rapida saturacion del sistema de secrecion de
B. subtilis por la proteina recombinante producida. Con base en los resultados
anteriores se concluyd que los plasmidos construidos en el presente trabajo
permiten la expresion de hlL-2 e hIFN-y, sin embargo, es necesario superar los
“cuellos de botella” que presenta el sistema de secrecién de B. subtilis para
ampliar su uso en la produccion de proteinas con intereses farmacéuticos. Por
altimo se sugiere que la cepa que produce hiIFN-y podria ser utilizada como un
probidtico funcionalizado para la liberacion de la citocinina en el tracto

gastrointestinal para el tratamiento de cancer de colon y otras enfermedades.

Produccion y secrecion de interleucina 2 e interferon gamma humanos en Bacillus
subtilis. PALABRAS CLAVE: B. subtilis, péptido sefial, proteina recombinante,

proteasas, probidticos.



Abstract

“Production and secretion of interleukin 2 and human gamma interferon in

Bacillus subtilis”

In this study we used the Gram-positive bacterium Bacillus subtilis for the
expression and secretion into the culture medium of two recombinant proteins with
high added value such as interleukin 2 (hIL-2) and human gamma interferon (hIFN-
Y) . To achieve this objective, we constructed two types of bacterial vectors based
on plasmids pDG148 and pAXO01 that allowed the expression of target genes by
genomic integration or autonomous replication in Bacillus subtilis, respectively.
Production of low amounts of hIL-2 (2 mg L), was achieved by transformation of
B. subtilis with a replicative plasmid that directs transcription of genes under the
Pspac promoter, whereas no hlL-2 was detected in the strains transformed with the
integrative plasmid. Higher amounts of human interferon-y (hIFN-y) were produced
in the cytoplasm of B. subtilis using a replicative vector that allows expression of
genes under the control of the strong constitutive promoter p43 of B. subtilis.
Although the total production of cytokine was 20 mg L™?, only 10% of the protein
was secreted into the culture medium, indicating a rapid saturation of the secretion
system by the recombinant protein produced. Based on the above results it was
concluded that the plasmids constructed in this study allow the expression of hIL-2
and hIFN-y, however, is necessary to overcome "bottlenecks" that presents the
secretion system of B. subtilis to extend its use in the production of proteins with
pharmaceutical interest. Finally it is suggested that the strain producing hIFN-y
could be used as a probiotic functionalized to release the cytokine in the

gastrointestinal tract for the treatment of colon cancer and other diseases.

Production and secretion of interleukin 2 and human gamma interferon in Bacillus
subtilis. KEY WORDS: B. subtilis signal peptide, recombinant protein, proteases,

probiotic.



1. Marco teoérico

1.1. Interleucina-2 humana

En 1976 Morgan et al. descubrieron una glicoproteina capaz de inducir el
crecimiento en cultivos de linfocitos T aislados de médula 6ésea humana. A esta
glicoproteina se le denomind factor de crecimiento de células T o interleucina-2
humana (hIL-2) (Bubenik, 2004). La hIL-2, es una citocinina que tiene un peso
molecular de 15.3 kDa, constituida por 133 aminoacidos. Las células T secretan la
proteina madura que se encuentra glicosilada. Esta glicosilacion no es necesaria
para su actividad bioldgica y su funcién se desconoce. La hiL-2 es una citocinina
que estimula el crecimiento de los linfocitos T activados, aumenta la respuesta
inmune mediante la activacion de otras células de la formula blanca como son los,
linfocitos T citotoxicos, linfocitos B y células naturales asesinas, por tal motivo, se
administra a pacientes con carcinoma renal metastatico, melanoma maligno
avanzado, leucemia aguda mieloblastica, transplante de médula 6sea y en el

tratamiento de pacientes con SIDA (Malek y Gutgsell, 1993).

1.2. El interferon gamma humano (hIFN-y)

El hIFN-y es una citocinina inmunomodulatoria involucrada en un amplio rango de
actividades biologicas. Es una glicoproteina de 143 residuos aminoacidicos con
una masa molecular de 20~25 kDa producida por los linfocitos T CD4 y CD8, asi
como por las células NK activadas. El hIFN—y recombinante (rhIFN-y) producido
en E. coli es una proteina no glicosilada de 16.7 kDa, sin embargo permanece
activa fisiologicamente (Khalilzadeh et al, 2003). El rhIFN-y ha sido aprobado para
el tratamiento de osteopetrosis maligna y granulomatosis crénica (Madyastha et al,
2000; Marciano et al, 2004). Adicionalmente, ensayos clinicos indican su eficacia
terapéutica contra carcinoma renal, cancer de colon y fibrosis pulmonar idiopéatica
(Bajwa et al, 2005; Schroder et al, 2004). Las aplicaciones terapéuticas
potenciales del hIFN-y han aumentado el interés en el desarrollo de nuevos

sistemas mas eficientes para su produccion y purificacion.

4



1.3. Bacillus subtilis como modelo de estudio

B. subtilis es una bacteria bacilar, no patdgena, aerobia, moévil, formadora de
endosporas, comunmente encontrada en el suelo y en asociacion con plantas. Es
bien conocida por su alta capacidad de secrecion, el desarrollo de competencia
natural y su habilidad para esporular (Dubnau, 1991; Fahnestock & Fisher, 1986;
Palva, 1982; Stragier & Losick, 1996). La habilidad para responder con flexibilidad
a un medio ambiente cambiante es esencial para la supervivencia bacteriana, al
respecto, B. subtilis responde a cambios ambientales y a distintos tipos de
agresiones mediante programas de adaptacion. Estos incluyen un proceso de
diferenciacion celular dando lugar a la formacién de una espora resistente a
ambientes desfavorables (Moir et al, 1994; Stragier & Losick, 1996) y la captacion
de DNA (competencia) ya sea para conservarlo via recombinacién homologa o, si
este no posee suficiente homologia, para utilizarlo como nutriente (Dubnau, 1991).
Ambos fendmenos estan acoplados a redes complejas de vias regulatorias y
puntos de control del desarrollo (Grossman, 1995). Por otra parte, B. subtilis
produce enzimas degradativas, tales como proteasas, lipasas, glicosil hidrolasas,
levansacarasa, B-glucanasas, DNasas, y RNasas como respuesta adaptativa a la
limitacién de nutrientes. Entonces, las macromoléculas son degradadas por estas
enzimas y los productos son internalizados por sistemas especiales localizados en
la membrana citoplasmatica (Priest, 1977; Simonen & Palva, 1993). En la
competencia por nutrientes B. subtilis también secreta péptidos antimicrobianos y
antifingicos (antibioticos, lantibioticos, y bacteriocinas) para eliminar otros
organismos (Duitman et al, 1999; Paik et al, 1998; Zheng et al, 1999). El genoma
circular de 4,214-kb de B. subtilis 168 ha sido secuenciado completamente (Kunst
et al, 1997). Se ha encontrado que este codifica cerca de 4100 posibles proteinas
de las cuales mas del 60 % tienen una funcion desconocida. Su sistema de
transformacion natural bien desarrollado es invaluable para su manipulacion
genética, ademas, B. subtilis es facilmente manejable para su cultivo en el

laboratorio.



1.4. Fabricas bacterianas

Las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas son comunmente utilizadas en la
industria para la produccion de proteinas, ya que los métodos utilizados para la
obtencion de un producto (proteinas, enzimas, metabolitos, etc.) en sistemas
bacterianos son relativamente baratos. Las proteinas y metabolitos que pueden
ser producidos por diferentes especies de Bacillus comprenden por ejemplo,
enzimas, vitaminas e insecticidas (Tabla 1) (Westers et al, 2004). Esta lista
muestra claramente que con B. subtilis no siempre se logra obtener un nivel de
producciéon alto de las proteinas de interés. Por consiguiente, la optimizacion
bacteriana para alcanzar un alto rendimiento del producto debe ser un proceso
continuo que debe enfocarse en los aspectos que jueguen un papel importante en

la produccién.

Tabla 1. Algunas proteinas recombinantes producidas en B. subtilis

Producto Rendimiento Referencia
a-amilasa (AmyQ) 1-3g/L (Palva, 1982)
(Olmos-Soto & Contreras-Flores, 2003)
Proinsulina 1g/L
Lipasa A 600 mg/L (Lesuisse et al, 1993)
Estreptavidina 35-50 mg/L (Wu & Wong, 2002)
hEGF 7.0 mg/L (Lam et al, 1998)
hIFN-o 2 0.5-1 mg/L (Palva et al, 1983)
hiL-3 100 mg/L (Westers et al, 2006)
hIFN-y 20 mg/L (Este estudio)



1.4.1. B. subtilis como fabrica de proteinas

Las especies de Bacillus poseen una gran capacidad para secretar proteinas
directamente en el medio de cultivo (Simonen & Palva, 1993) lo que resulta en la
separacion natural del producto final de los componentes celulares. Esto ademas
de simplificar el procesamiento de la proteina de interés, puede proveer mejores
condiciones de plegamiento comparado con el ambiente reductor del citoplasma
(Moks et al, 1987).

El uso de B. subtilis para la produccion de productos alimenticios y farmacéuticos
se ve altamente favorecido sobre el uso de E. coli, ya que B. subtilis es
considerado como un organismo GRAS (generalmente reconocido como seguro).
En contraste a E. coli, B. subtilis no produce exotoxinas, las cuales son
pirogénicas en humanos y otros mamiferos por lo que tienen que ser removidas y
complican el proceso de purificacion (Petsch & Anspach, 2000). En la industria,
cerca del 60% de las enzimas disponibles comercialmente se producen por
especies de Bacillus, por ejemplo proteasas para detergentes y amilasas usadas
en la industria de procesamiento del almidén (Palva, 1982; Simonen & Palva,
1993). La mayoria de las proteinas secretadas al medio de cultivo son endégenas
de Bacillus, sin embargo, hasta el momento ninguna de las proteinas terapéuticas
comerciales es producida por este organismo.

El uso de las especies de Bacillus para la produccion de biofarmacéuticos de
origen eucariotico es a menudo severamente impedido como resultado de varios
embotellamientos que se presentan durante el proceso de secrecidn, tales como
una pobre sefalizacion hacia el translocén, degradacion de la proteina secretada,
y un plegamiento post-traduccional incorrecto. Los analisis genémicos y
protedmicos facilitados por la disposicion de la secuencia completa del genoma de
B. subtilis (Kunst et al, 1997) han incrementado el conocimiento sobre las rutas de
secrecion y sus posibles substratos (Antelmann et al, 2001; Tjalsma et al, 2004;
van Dijl et al, 2002). La explotacion adecuada de este conocimiento podria en un
futuro cercano resultar en un uso mas amplio de B. subtilis como hospedero para

la produccién de proteinas farmacéuticas.



1.5. Introducciodn a la secrecion de proteinas

En bacterias, la mayoria de las proteinas destinadas a dejar el citoplasma son
exportadas mediante la altamente conservada ruta Sec. Rutas de exportacion de
proteinas mas especializadas son utilizadas para la secrecién de un subgrupo
especifico de proteinas extracelulares. Los principios basicos del transporte de
proteinas a través de las membranas, como se describe enseguida, aplica para la
mayoria de los organismos eucariotes y procariotes (Economou, 1998;
Pohlschroder et al, 1997; Riezman, 1997; Schatz & Dobberstein, 1996; Tjalsma et
al, 2000). La mayoria de las proteinas exportadas son sintetizadas como
precursores con un péptido sefial N-terminal (von Heijne, 1990b; von Heijne,
1998). Estos péptidos sefial contienen informacion acerca del destino final que
tendran las proteinas y la maquinaria de transporte que debe ser utilizada para
alcanzar dicho destino (von Heijne, 1998). Los precursores son reconocidos
primero por factores de marcaje citoplasmicos solubles que dirigen su transporte
hacia la maquinaria de translocacién en la membrana celular. En seguida, el
péptido sefal es transportado mediante una translocasa, un canal proteinico en la
membrana. Finalmente, el péptido sefial es removido, lo que resulta en la
liberacion de la proteina madura de la membrana. Dependiendo de la naturaleza
de la sefal de transporte, y la presencia o ausencia de sefiales de retencion, estas
proteinas son retenidas en la membrana (Tjalsma et al, 1999a), o liberadas de la
membrana debido al procesamiento por peptidasas sefal especializadas (SPasas)
(Dalbey et al, 1997). Cuando la proteina es translocada en un estado desplegado,

esta se pliega a su conformacion final después de pasar por la translocasa.

1.5.1. Clasificacion de proteinas en B. subtilis

Aunque B. subtilis posee una estructura celular simple, las proteinas pueden por lo
menos ser liberadas a, o retenidas en, cinco locaciones celulares (o subcelulares):
el citoplasma, la membrana citoplasmatica, la interface membrana-pared celular, la

pared celular y el medio de cultivo (Tjalsma et al, 2000). Como se describe en la



Figura 1, el destino final de una proteina es definida por la presencia o ausencia
de péptidos sefial y/o sefales de retencion. Casi todas las proteinas de B. subtilis
gue carecen de sefales de transporte son retenidas en el citoplasma en una forma
plegada, con o sin la ayuda de chaperonas, en su conformacion nativa. Otras
proteinas contienen dominios transmembranales requeridos para su insercion en
la membrana citoplasmatica. La mayoria de las proteinas que son completamente
transportadas a través de la membrana citoplasmética son sintetizadas con
péptidos sefial N-terminales. Como B. subtilis carece de membrana externa,
muchas de estas proteinas son secretadas directamente al medio de cultivo. Otras
proteinas exportadas involucradas en procesos tales como la formaciéon de la
pared celular, unién de substratos, o el plegamiento y modificaciébn de proteinas
secretorias translocadas, tienen que ser retenidas en la interface membrana-pared
celular para cumplir su funcion. En las siguientes secciones se describiran, los
péptidos sefiales, rutas de translocacién, y componentes accesorios que actian
antes o después de la translocacion, que se sabe estan involucradas en la

clasificacion de proteinas en B. subtilis.

Figura 1. Trafico de Proteinas en Bacillus subtilis.

Las proteinas recién sintetizadas por los ribosomas
pueden ser dirigidas hacia diferentes compartimentos
de la célula dependiendo de la presencia (+SP) o
ausencia (-SP) de un péptido sefial N-terminal, y
sefiales de retencion especificas. El péptido sefial en el
N-terminal de las proteinas que seran transportadas
mediante la via Tat, contiene un motivo RR (RRX##).
Las proteinas que carecen de un péptido sefal
permanecen en el citoplasma. Las proteinas con uno o
mas segmentos transmembranales (TM), y que carecen
de un sitio de corte para una peptidasa de sefial (-AXA),
son insertadas en la membrana por la via de secrecion
Sec, o posiblemente por la via Tat. Las proteinas que
son retenidas en el lado extracitoplasmico de la
membrana, en la interface membrana-pared celular, son
pseudopilinas exportadas por el sistema de secrecion
Com, o proteinas lipido-modificadas (+lipobox)
exportadas por la via Sec o Tat. De hecho, las partes
maduras de ciertas proteinas contienen sefiales de
unién a pared celular repetidas (+CWB), para ser
retenidas. Estas proteinas de unién a pared pueden ser
translocadas por la via Sec o Tat. Finalmente, los
transportadores tipo ABC, las vias Sec o Tat secretan
proteinas al medio de cultivo.



1.5.2. Péptidos sefal

Cuando emergen del ribosoma, los péptidos sefal son reconocidos por
chaperonas y/o factores de sefalizacion, los cuales mantienen a la proteina
desplegada y competente para ser translocada. Esto es esencial ya que el
plegamiento prematuro evitaria el exporte de la proteina via ruta Sec, lo cual
podria ser perjudicial ya que esto daria como resultado el bloqueo de esta ruta
(Laminet & Pluckthun, 1989; Liu et al, 1989; Park et al, 1988). Tres dominios
distintos, el N, H, y C, estan presentes generalmente en los péptidos sefial (von
Heijne, 1984; von Heijne, 1990a; von Heijne, 1990b; von Heijne & Abrahmsen,
1989). El dominio N contiene al menos un residuo de arginina o lisina los que, al
menos en E. coli, se ha sugerido interactian con la maquinaria de translocacion
y/o los fosfolipidos negativamente cargados de la bicapa lipidica de la membrana
(Akita et al, 1990; de Vrije et al, 1990). Como resultado, el dominio N del péptido
sefal sirve como el determinante topoldgico para el precursor en la membrana
(von Heijne, 1986; von Heijne, 1992; von Heijne, 1994). La region H, enseguida de
la region N, esta conformada por una extension de residuos hidrofobicos que
pueden adoptar una conformacion de a-hélice en la membrana (Briggs et al,
1986). Residuos de glicina o prolina (bisagras) estan presentes a menudo en la
mitad de este nucleo hidrofébico, lo cual permite la formacion de una estructura
tipo horquilla que puede insertarse en la membrana. Se ha propuesto que el
desdoblamiento de esta horquilla resulta en la insercibn del péptido sefial
completo en la membrana (de Vrije et al, 1990). El analisis del papel del dominio H
muestran que el nucleo hidrofébico es la estructura dominante que determina la
funcién del péptido sefial (Gennity & Inouye, 1991; Hikita & Mizushima, 1992a;
Hikita & Mizushima, 1992b). Los residuos del rompimiento de la hélice en el
extremo del dominio H estan involucrados en la generacién de una cadena 3, la
cual facilita el corte por las peptidasas de péptido sefial (SPasas) (Paetzel et al,
1998). El dominio C, que sigue del dominio H, contiene el sitio de corte para estas
SPasas, las cuales remueven el péptido sefial de la parte madura de la proteina

exportada durante o inmediatamente después de la translocacion. Finalmente, el
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péptido sefial es degradado por las SPPasas y removido de la membrana. A pesar
de la similitud entre las secuencias de los péptidos sefal, aparentemente,
pequefias variaciones entre los mismos pueden afectar su transporte hacia
diferentes destinos y/o exporte via diferentes rutas. Por otra parte, un mismo
péptidos sefial puede comportarse de forma distinta en diferentes hospederos,
como fue demostrado por Collier en 1994 (Collier, 1994). A este respecto, es
interesante notar que los péptidos sefal de las bacterias Gram positivas son

usualmente mas largos que los de bacterias Gram negativas.

1.5.3 Clasificacién de los péptidos sefial

Mediante predicciones bioinformaticas, en B. subtilis se pueden distinguir por lo
menos 300 proteinas con el potencial para ser exportadas (Tjalsma et al, 2000).
En base al sitio de corte para la SPasa y la ruta de secrecién por la cual este
precursor sera exportado (por prediccion), los péptidos sefial pueden ser divididos
en cinco clases diferentes: 1) péptidos sefial secretorios (tipo-Sec), IlI) péptidos
sefal lipo-proteicos, Ill) péptidos sefial doble-arginina (tipo-RR), 1V) péptidos sefal
tipo pseudopilina, y V) péptidos sefial de bacteriocinas y feromonas. Estas clases
distintas de péptidos sefial se muestran en la Figura 2 y se describen con mas

detalle a continuacion.

1.5.3.1. Péptidos sefial secretorios (tipo-Sec). La clase mas abundante esta
compuesta de péptidos sefial “tipicos”. Estos péptidos sefal dirigen las proteinas
hacia la ruta Sec. Como consecuencia, estos son cortados por las peptidasas
seflal denominadas también tipo | (SPasa |) y, como resultado, las proteinas
correspondientes son liberadas al medio de cultivo. Los 135 péptidos sefal
predichos de este tipo tienen en promedio una longitud de 28 residuos y contienen
2-3 residuos cargados positivamente, lisinas o argininas en su N-terminal. El
dominio hidrofébico (H) tiene en promedio una longitud de 19 residuos y
aproximadamente 60% de estos péptidos sefial tipo-Sec predichos contienen un

residuo que rompe la hélice en la mitad de este dominio. El dominio C porta el sitio
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de reconocimiento para el corte de la SPasa tipo I, con la secuencia consenso
A-S-A en las posiciones -3 a -1 en relacion al sitio de corte. Notablemente, las
diferencias entre los péptidos sefial tipo-Sec pueden ser fundamentales para el

reconocimiento por factores de sefializacion.

1.5.3.2. Péptidos Sefial de Lipoproteinas. La segunda clase de péptidos sefal
esta presente en el extremo N-terminal de pre-lipoproteinas que son exportadas
via la ruta Sec, modificadas, y cortadas por la Peptidasa Sefal tipo 1l (denominada
SPasa lIl). Predicciones de posibles péptidos sefales de lipoproteinas resultan en
la identificacién de 114 substratos potenciales para la SPasa Tipo Il especifica de
lipoproteinas (Tjalsma et al, 1999a). Los péptidos sefial de lipoproteinas tienen
una longitud promedio de 19 residuos. Tanto el dominio N (en promedio 4
residuos) y el dominio H (en promedio 12 residuos) son mas cortos que los
correspondientes dominios en los péptidos sefial tipo Sec que son cortados por las
peptidasas sefial tipo I. Ademas, los residuos bisagra no estan conservados en la
region H de los péptidos sefial de lipoproteinas. EI dominio C contiene la
denominada “lipobox” con la secuencia consenso L-[A/S]-[A/G]-C. El invariable
residuo de cisteina es el blanco de modificacion lipidica y el primer residuo de la
lipoproteina madura después del corte hecho por la SPasa Il (Tjalsma et al, 2000).
De hecho, la modificacion lipidica de esta cisteina es indispensable para el corte

por la SPasa Il y el anclaje de la lipoproteina a la membrana.

1.5.3.3. Péptidos Sefial Doble-Arginina (tipo-RR). Mediante el analisis
bioinformético se han identificado 180 substratos potenciales para SPasas tipo |.
Un motivo doble-arginina, que contiene por lo menos dos argininas consecutivas
en combinacién con un residuo hidrofébico (#) de la secuencia consenso R-R-X-#-
# se detectd en 15 de estos péptidos sefial (Jongbloed et al, 2002). Otras trece
proteinas conteniendo un dominio transmembranal o un péptido sefial con un sitio
de corte SPasa Tipo Il también contienen el motivo RR-X-#-#. La presencia de
estas sefales fue interpretado como indicativo de que las pre-proteinas

correspondientes podrian ser dirigidas hacia la ruta Tat para su exporte. Los
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péptidos sefal doble-arginina con un motivo consenso R-R-X-#-# contienen un
sitio de corte predicho SPasa Tipo I, tienen una longitud promedio de 36 residuos
aminoacidicos que es significativamente mas largo que la longitud de péptidos
sefales tipo-Sec. Esto se debe principalmente al hecho de que los extremos N-
terminal de estos péptidos sefal son dos veces mas largos que los dominios N de
los péptidos sefal tipo-Sec y tienen en promedio una longitud de 14 residuos.
Ademas, contienen en promedio mas residuos cargados positivamente que
aguellos de los péptidos sefal tipo-Sec (Tjalsma et al, 2000). Hasta el momento,
de los 28 precursores con el consenso RR, Unicamente se ha demostrado que
PhoD y YwbN contienen péptidos sefial donde el transporte es estrictamente Tat
dependiente (Jongbloed et al, 2002; Jongbloed et al, 2004). De hecho, la longitud
de los péptidos sefial de PhoD (51 residuos) y YwbN (44 residuos) es mucho mas

larga que el promedio de los péptidos sefial tipo-Sec (Figura 2).

La proteina LipA de B. Subtilis tiene un peptido sefial de 31 residuos y el motivo
consenso —RR-X-#-#, sin embrago es transportada exclusivamente por la via Sec

(Jongbloed et al, 2002). Esto sugiere que muchos de los péptidos sefal doble-
arginina también pueden ser reconocidos por componentes de otra maquinaria de
transporte, por ejemplo por SecA. Con base en esos resultados, se puede decir
qgue la longitud del péptido sefial especialmente el dominio N es también critico
para el transporte Tat-dependiente. Otra posibilidad es que la naturaleza de la
proteina madura pudiera jugar un papel importante en la translocacion Tat-
dependiente ya que una fusion del péptido sefal de PhoD a la parte madura de la
proteina Sec-dependiente B-lactamasa es transportada mediante un mecanismo

independiente de Tat (Jongbloed et al, 2002).
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Figura 2. Clasificacion de los péptidos sefial N-terminal.

En base a la presencia 0 ausencia de un sitio de corte para una sefial peptidasa y la ruta de secrecion por la que
los precursores son exportados, los péptidos sefial predichos por andlisis informéatico (Tjalsma et al., 2000) fueron
divididos en cinco clases distintas: péptidos sefial tipo doble-arginina (RR), péptidos sefial secretorios (Tipo-Sec),
péptidos sefial de lipoproteinas, péptidos sefial tipo-pseudopilinas, y péptidos sefial de bacteriocinas y feromonas.
La mayoria de los péptidos sefial poseen una estructura mas o menos similar: un dominio-N (N) cargado
positivamente, conteniendo los residuos Lisina y/o Arginina (indicados con ’+’), un dominio hidrofébico dominio-H
(H, indicado por una caja gris), y un dominio-C (C) que contiene el sitio de corte para su peptidasa sefial
especifica (}(). La longitud promedio de los péptidos sefial y sus sub-dominios es indicado (nUmeros entre
paréntesis). Ademas, se indican los residuos de bisagra, por lo general glicina o prolina (G/P), que estan
presentes en el dominio-H de los péptidos sefial tipo-Sec. Estos residuos se cree facilitan la insercion de los
péptidos sefial a la membrana celular y el corte por la sefial peptidasa tipo I, respectivamente (Tjalsma et al.,
2000). Finalmente, se indica el primer aminoacido que ocurre con mayor frecuencia en la primera posicion de la
proteina madura (‘+1’). Nétese que la longitud promedio de los péptidos sefial doble-arginina esta determinada en
base a los péptidos sefial de las proteinas YwbN y PhoD, las Unicas proteinas de B. subtilis que se sabe son
secretadas estrictamente por la via Tat.
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1.5.3.4. Péptidos Sefial tipo-Pseudopilina. La cuarta clase esta conformada por
péptidos sefial de pseudopilinas que en B. subtilis son cortadas por la SPasa
ComC (Lory & Strom, 1997). Solo cuatro proteinas con péptidos sefal tipo
pseudopilina se han identificado en B. subtilis; ComGC, GD, GE y GG (Tjalsma et
al, 2000). Estos péptidos sefal tipo pseudopilina tienen una longitud promedio de
33 residuos. El dominio-C de estos péptidos sefial con la secuencia consenso K-
G-F en las posiciones -2 a +1 relativas al sitio de corte para la SPasa, esta
localizado entre los dominios N y H. Esto concuerda con la observacion de que la
peptidasa sefial tipo pseudopilina (ComC) actia del lado citoplasmatico de la
membrana (Lory & Strom, 1997). Ademas del procesamiento, ComC también es
responsable de la amino-metilacién del residuo de fenilalanina en la posicion +1
relativa al sitio de corte. Aunque los péptidos sefial tipo pseudopilina muestran
similitud estructural a los péptidos sefial previamente descritos, los precursores de
pseudopilinas se cree que omiten las rutas Tat y Sec y son transportadas
probablemente via la ruta especifica Com (Chung et al, 1998; Chung & Dubnau,
1995; Tjalsma et al, 2000).

1.5.3.5. Péptidos Sefial de Feromonas y Bacteriocinas. La quinta clase de
péptidos sefial se encuentra en feromonas sintetizadas en los ribosomas y
bacteriocinas que son exportadas y cortadas por transportadores tipo ABC (por
gue poseen un casete de union a ATP) (Nakano & Zuber, 1990). Esta clase
especifica de péptidos son denominados a menudo como “péptidos lider”. Estos
péptidos lider consisten solo de dominios N y C, y carecen completamente de un
dominio-H hidrofébico. Se ha descrito que partes de la proteina madura son
requeridas también para el exporte por un transportador ABC. Ademas, se sabe
que los péptidos lider tienen funciones importantes en la prevencion de actividad
antimicrobiana prematura y son requeridas para la modificacion post-traduccional

de feromonas y bacteriocinas (van der Meer et al, 1994; van Kraaij et al, 1999).
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1.5.4. Sefales de Retencion

La interface membrana-pared celular de B. subtilis define una area celular que es
anéloga al periplasma de las bacterias Gram-negativas y contiene muchas
proteinas que cumplen importantes funciones (Merchante et al, 1995; Pooley et al,
1996). Las proteinas retenidas en la interface membrana-pared celular incluyen
proteinas de wunién a substrato, chaperonas y factores de plegamiento
involucrados en el proceso de secrecion, RNasas, DNasas, enzimas involucradas
en la sintesis de peptidoglicano, e hidrolasas de pared celular, las cuales estan
involucradas en la sintesis de la pared celular durante el desarrollo, division
celular, esporulacion y germinacion (Babe & Schmidt, 1998; Blackman et al, 1998;
Foster, 1993; Murray et al, 1997; Popham et al, 1996; Tjalsma et al, 2000). Para
prevenir la pérdida de estas proteinas, debido a una posible liberacién de la
membrana celular tras el corte del péptido sefial, varios mecanismos de retencion
y/lo sefales son empleados por las células, tales como dominios
transmembranales (adicionales), modificacion lipidica, ensamble de pseudopilinas,
repeticiones de unién a pared celular, y/o unién covalente a la pared celular
(Tjalsma et al, 2000).

1.6. Componentes Pre-translocacionales accesorios

En general, las proteinas que estan destinadas a ser translocadas en un estado
mas 0 menos desplegado son reconocidas y unidas por factores citosélicos. Tales
factores, denominados chaperonas, mantienen los precursores de proteinas
secretorias en un estado translocacién-competente previniendo su plegamiento y
agregacion. Algunas de estas chaperonas apoyan en el marcaje hacia la
translocasa. Un gran subgrupo de proteinas exportadas de E. coli utilizan la
chaperona SecB para su marcaje a la membrana, después de eso son
transportadas de manera post-traduccional (Kumamoto & Francetic, 1993;
Watanabe & Blobel, 1989). Un posible analogo de SecB, denominado CsaA, ha
sido identificado en B. subtilis. Se demostr6 que CsaA es un supresor de una

mutante termosensible SecA de E.coli. Ademas, CsaA fue capaz de complementar
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parcialmente una cepa mutante de E. coli SecB (Muller et al, 1992). Puede ser que
CsaA juegue un papel importante en el marcaje de proteinas precursoras hacia la
translocasa-Sec en B. subtilis, ya que tiene afinidad por SecA y varios precursores
como YvaY (Kawaguchi et al, 2001; Muller et al, 2000a; Muller et al, 2000b).
Aunque CsaA es una proteina esencial, esta posible chaperona aparentemente
posee menos importancia para la secrecién de proteinas en B. subtilis que su
analoga SecB en E. coli.

Hasta el momento, la particula de reconocimiento de secuencia (SRP) es la
chaperona mejor caracterizada en B. subtilis. La SRP es un complejo
ribonucleoproteinico consistente en la proteina Ffh ensamblada sobre una
estructura 7S RNA. La proteina similar a histona HbsU probablemente forma parte
de este complejo. Sin embargo, chaperonas con una funcién mas general en el
plegamiento/ desplegamiento de proteinas también ayudan en el marcaje de
proteinas y/o translocacion. En E. coli, se ha demostrado que GroEL, GroES,
DnaK, DnaJ, y GrpE estan involucradas en la secrecion de precursores SecB-
independientes (Bochkareva et al, 1988; Kusukawa et al, 1989; Wild et al, 1992;
Wild et al, 1996). Ademas, se demostré que GroEL interactia con SecA y GroES
pudiendo incluso modular un ciclo de asociacion de SecA con la membrana y
promoviendo su liberacién (Bochkareva et al, 1988). Hasta la fecha, no se ha
demostrado un papel de estas chaperonas generales en B. subtilis, pero GroEL-
ES y DnaKDnaJ-Grp pueden facilitar la secrecion previniendo que las proteinas
adopten una conformacién incompatible con la translocacion en el citoplasma
(Fekkes & Driessen, 1999). En E. coli se ha demostrado que la chaperona TF
(Trigger Factor) interactla con proteinas de secrecion asi como con proteinas
citosdlicas (Hesterkamp et al, 1996; Valent et al, 1997; Valent et al, 1995). En
contraste a la situacion en B. subtilis, TF es un componente esencial para el
plegamiento del polipéptido naciente en E. coli (Reyes & Yoshikawa, 2002). No
obstante, estudios de entrecruzamiento muestran que TF de B. subtilis interactia
con el péptido sefal de la a-amilasa y compite con SRP. Esto sugiere que en B.
subtilis TF también esta involucrado en el marcaje de pre-proteinas hacia la

membrana.
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1.7. Ruta dependiente de la Particula de Reconocimiento de la Sefial (SRP).

En procariotes y eucariotes, el transporte de proteinas secretorias y proteinas
membranales hacia la membrana plasmatica o el reticulo endoplasmatico,
respectivamente, es mediado por la particula de reconocimiento de la sefal (SRP)
(Keenan et al, 2001; Luirink & Sinning, 2004). El modelo para la translocacion de
proteinas SRP-dependiente en B. subtilis esta basado en los estudios de la
translocacion SRP-dependiente de E. coli. Cuando un péptido sefal N-terminal
emerge del ribosoma, la SRP de E. coli se une al péptido y forma un complejo
denominado SRP/RNC (ribosome nascent chain). Este complejo interactia con el
receptor SRP que se encuentra unido a la membrana (FtsY) permitiendo la
liberacion de la RNC al canal de translocacion. Esto conlleva a la disociacion del
complejo SRP/FtsY, como consecuencia estos componentes pueden intervenir en
otra ronda de translocacion. En B. subtilis, la proteina receptora de la SRP (FtsY)
estd probablemente involucrada en el marcaje de las preproteinas hacia el
complejo SRP (Oguro et al, 1995). En E.coli se ha demostrado que FtsY interactta
con el translocén SecYEG (Angelini et al, 2005). La SRP es un complejo RNA-
proteina presente en todos los organismos pero con diferente composicion. El
complejo SRP de B. subtilis consta de la proteina Ffh (Fifty-four homolog) (Honda
et al, 1993), un RNA citoplasmatico pequefio (ScCRNA), y una proteina similar a
histona (HBsu) (Nakamura et al, 1992; Nakamura et al, 1994; Nakamura et al,
1999). La parte mas conservada de la riboproteina SRP-RNA, el dominio IV (la
hélice 8 en eucariotes), une a Ffh (Bernstein et al, 1989; Romisch et al, 1989). La
HBsu es una proteina de union a DNA (Klein & Marahiel, 2002) que es esencial
para el crecimiento normal (Nakamura et al, 1999). HBsu se puede unir al dominio
Ala del scRNA, como se ha demostrado por experimentos in vitro (Nakamura et al,
1999).

La funcion de Ffh y FtsY es escencial en B. subitilis, estas proteinas pertenecen a
la ampliamente conservada familia de las SRP-GTPasas (Eichler & Moll, 2001). La

interaccion con los ribosomas, la presencia del canal de translocacion, asi como la
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unién y liberacion del péptido sefal, induce una reaccidbn y un cambio
conformacional de estas SRP-GTPasas (Luirink & Sinning, 2004). Ffth consiste de
tres dominios; el dominio N (dominio a-helice), el dominio G (dominio de union
nucleotidica), y el dominio M (dominio rico en metionina, responsable de la
interaccion del RNA y la unién del péptido sefial) (Figura 3). FtsY consiste de los
dominios N y G que son homoélogos a los dominios N y G de Ffh. FtsY de E. coli
contiene también un tercer dominio en su N terminal, un dominio acidico A, que es
homologo al dominio A de SRa en el receptor SRP de mamiferos. Sin embargo,
notablemente FtsY de B. subitilis carece de este dominio A.

Aunque Ffh y FtsY son indispensables para la secrecidén de proteinas, crecimiento
y viabilidad de B. subtilis (Hirose et al, 2000; Kobayashi et al, 2003), las células
pueden ser privadas de estas proteinas por debajo de los niveles de deteccion sin
causar bloqueos en la secrecion. Sin embargo, bajo estas condiciones la

secrecion de un grupo especifico de proteinas se ve reducida.

Figura 3. Dominios conservados en
las proteinas de la familia SRP-
GTPasa.

Representacion esquematica de los
miembros de la familia SRP-GTPasa de
levadura (SRP54, SRa), E. coli (P48,
FtsY_Ec), y B. subtilis (Ffh, FIhF,
FtsY_Bs). Se pueden distinguir los
dominios acidico “A”; el dominio basico
“B”, el dominio conservado N, el
dominio M involucrado en la unién del
RNA vy la preproteina; y el dominio G o
dominio de unién de GTP. Se muestran
ademas, las cinco cajas G1 — 5 en el
dominio G, definidos por (Eichler &
Moll, 2001).
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1.8. Translocasa Sec.

La maquinaria de secrecion de pre-proteinas de la ruta Sec de B. subtilis consiste
de al menos cuatro proteinas: SecA, que es el motor de translocacion, y las
proteinas intagrales de membrana SecE, SecG y SecY (Figura 4A). En el modelo
actual para la translocacion de proteinas en B. subtilis, que tiene muchas
similitudes con el de E. coli, ocurren varios pasos sucesivos (Economou, 2002;
Fekkes & Driessen, 1999; Mori & Ito, 2001; Tjalsma et al, 2000; van Wely et al,
2001). Primero, SecA se une a la translocasa SecYEG en la membrana
citoplasmatica. Enseguida, las pre-proteinas son transferidas de un factor de
marcaje (por ejemplo SRP; CsaA) a dimeros SecA que estan unidos al complejo
SecYEG. La union de ATP por SecA lleva a la insercidon del C-terminal de SecA
dentro del poro que es formado por el complejo SecYEG en la membrana,
resultando en la translocacion de un fragmento corto de la pre-proteina. En el paso
siguiente, se lleva a cabo la hidrdlisis del ATP por SecA, provocando la liberacién
de la pre-proteina y liberacion de SecA. La translocacion posterior es dirigida tanto
por el ciclaje repetido de SecA mediante la union e hidrélisis de ATP y la fuerza
motriz-proton. En adicion al sub-complejo heterotrimérico SecYEG, la maquinaria
Sec de E. coli contiene un segundo sub-complejo heterotrimérico compuesto de
las proteinas SecD, SecF, y YajC. Aunque no ha sido demostrado
experimentalmente, también existe un segundo sub-complejo que probablemente
forma parte de la maquinaria Sec en B. subtilis. En B. subtilis, este complejo
puede estar compuesto por SecDF “siamese twin” (una protreina de fusion natural
entre SecD y SecF) (Bolhuis et al, 1998) y YrbF (el homdlogo de YajC de E. coli).
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Figura 4. Componentes involucrados en el
exportacion de proteinas Sec-dependientes en
B. subtilis.

(A) Las chaperonas citoplasmaticas, de las cuales
SRP es la Unica chaperona especifica de
secrecion, mantiene los precursores en un estado
competente para la translocacion y facilita su
marcaje co-translocacional o post-traduccional
hacia la translocasa-Sec en la membrana (SRP;
CsaA; GroEL-ES; DnaK-DnaJ; TF). Nétese que el
posible papel de GroEL-ES, DnaK-DnaJ o TF en
la secrecion de proteinas en B. subtilis,
actualmente, no ha sido demostrado. La
maquinaria de secrecion Sec consiste de un
motor ATP-dependiente SecA y el complejo
heterotrimérico SecY, SecE, SecG, que forma un
canal a través de la membrana. SecDF, SpolllJ, y
YgjC probablemente también estan asociadas con
la translocasa (Bolhuis et al., 1998, Tjalsma et al.,
2000, 2004). (B) Durante o inmediatamente
después de la translocacién, el precursor es
cortado por una de las peptidasas sefial Tipo |
(Sip; Tjalsma et al., 1998), o lipido-modifcadas por
la diacil gliceril transferasa (Lgt; Leskela et al.,
1999), y cortadas por la peptidasa sefial especifica
de lipoproteinas (Lsp; Tjalsma et al., 1999a). La
peptidasa del peptido sefial SppA puede estar
involucrada en la degradacion de los péptidos
sefial cortados (Bolhuis et al., 1999a), mientras el
plegamiento de varias proteinas que son
secretadas depende de la actividad de las
proteinas PrsA (Kontinen and Sarvas, 1993),
BdbB/C/D (Bolhuis et al., 1999b; Meima et al.,
2003) y/o SpolllJ/YqjG (Tjalsma et al., 2003). HtrA,
HtrB (Noone et al., 2001) y WprA (Margot and
Karamata, 1996, Stephenson and Harwood, 1998)
estan involucradas en el control de calidad de las
proteinas  secretorias. BdbD, HtrA/B  se
representan en la figura en la pared celular, sin
embargo, HtrA se detecta tanto en la membrana
celular como en el medio de cultivo (Antelmann et
al., 2001). Tras el paso a través de la pared
celular, la proteina madura es liberada al medio.

El papel exacto de SecDF-YajC en el exporte de proteinas no esta claro, pero una
variedad de posibles funciones han sido propuestas. Estas incluyen: 1) la
remocién de los péptidos sefial cortados o fragmentos transmembranales del
canal de translocacion SecYEG; 2) la liberacién de las proteinas translocadas del
canal de translocacion; 3) la regulacion del ciclaje de SecA; y 4) la prevencion del
retroceso de la pre-proteina (Nouwen & Driessen, 2002). A diferencia de SecD y
SecF de E. coli, SecDF de B. subtilis 168 ha demostrado tener poco impacto en la
viabilidad celular y el exporte de proteinas, por lo menos bajo condiciones

estandar de laboratorio (Bolhuis et al, 1998). Un defecto en la secrecion de una
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mutante secDF fue observado solo bajo condiciones de altos niveles de expresion
de proteinas secretorias, tales como AmyQ de B. amyloliquefaciens.

Un componente final que puede ser asociado con la translocasa Sec de E. coli es
la proteina YidC, la cual esta involucrada en la insercion en la membrana de
proteinas de membrana sintetizadas de novo (Luirink et al, 2001; Samuelson et al,
2000; Scotti et al, 2000). Interesantemente, se ha observado que YidC esta ligada
al sub-complejo SecYEG de la translocasa mediante el sub-complejo SecDF-YajC
(Nouwen & Driessen, 2002). B. subtilis contiene dos homodlogos de YidC,
conocidos como SpolllJ y YgjG. Remarcablemente, la biogénesis de una variedad
de proteinas integrales de membrana en B. subtilis es solamente medianamente
afectada en células privadas tanto de SpolllJ y YqjG (Tjalsma et al, 2003). En
contraste, la privacion simultanea de SpolllJ y YQjG tiene un impacto severo,
indefinido sobre, estados post-translocacionales en la secreciéon de proteinas
como AmyQ, LipA, y PhoA de E. coli (Tjalsma et al, 2003).

1.9. Peptidasas sefial Tipo I.

Una de las caracteristicas mas importantes de la maquinaria de secrecion de B.
subtilis es la presencia de multiples SPasas tipo | paradlogas. En muchas otras
bacterias, arqueas y el Reticulo Endoplasmico (ER) de levaduras, se ha visto que
un solo tipo de SPasas tipo | es suficiente para el procesamiento de pre-proteinas
secretorias (Tjalsma et al, 2000; Tjalsma et al, 1998; van Roosmalen et al, 2004).
En el cromosoma de B. subtilis estan localizados cinco genes sip para SPasas tipo
| (denominados sipS, sipT, sipU, sipV y sipW) (Tjalsma et al, 1998; Tjalsma et al,
1997). Interesantemente, SipW es homdlogo a SPasas encontradas en bacterias
esporulantes Gram-positivas, arqueas y en la membrana del ER de eucariotes, los
cuales en conjunto forman la sub-familia de SPasas tipo-ER. En contraste, todas
las demas SPasas de B. subtilis son del tipo-procaridtico (tipo-P). Tales SPasas
tipo-P estan presentes tipicamente en eubacterias, mitocondrias y cloroplastos
(Tjalsma et al, 1998). Aunque todas las SPasas codificadas cromosomalmente

pueden procesar precursores secretorios, solo SipS y SipT son de gran
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importancia para el procesamiento de las pre-proteinas y la viabilidad celular. En
contraste, SipU, SipV y SipW tienen un papel menor en la secrecion de proteinas y
tienen especificidades por substrato que difieren al menos parcialmente de las de
SipS y SipT (Tjalsma et al, 1998; Tjalsma et al, 1997).

1.10. Catalizadores del plegamiento

Después de la translocacion en un estado no plegado a través del canal Sec, las
proteinas secretorias tienen que plegarse en su conformacion nativa. Las
proteinas no plegadas son altamente susceptibles a protedlisis por alguna de las
varias proteasas asociadas con la pared celular de B. subtilis. Por lo tanto, el
plegamiento rapido y correcto de la proteina translocada es crucial (Sarvas et al,
2004; Tjalsma et al, 2000; van Wely et al, 2001). A pesar de que las proteinas
pueden plegarse espontaneamente in vitro, su plegamiento in vivo es asistido
frecuentemente por catalizadores del plegamiento. Un importante catalizador del
plegamiento involucrado en la secrecion de proteinas es la lipoproteina PrsA, la
cual muestra homologia a peptidil-prolil cis/trans isomerasas (Rudd et al, 1995) y
es esencial para la secrecion de proteinas y viabilidad celular en B. subtilis
(Kontinen et al, 1991; Kontinen & Sarvas, 1993). Las cepas que contienen formas
mutantes de PrsA muestran un impedimento en la secrecion de enzimas
degradativas (Jacobs et al, 1993; Kontinen & Sarvas, 1993). Se ha sugerido que
PrsA se requiere para la prevencion de interacciones improductivas de proteinas
secretorias no plegadas con la pared celular poco después de la translocacién
(Wahlstrom et al, 2003). La importancia de los catalizadores de plegamiento extra-
citoplasmatico se pone de manifiesto por el hecho de que la interfase membrana-
pared celular y el ambiente extracelular de B. subtilis son altamente proteoliticos
(Tjalsma et al, 2000) (ver Factores de Control de Calidad). Esto resulta en la
rapida degradacion de las proteinas exportadas de origen homdlogo y heterélogo
gque se pliegan con demasiada lentitud, o incorrectamente, después de la
translocacion (Bolhuis et al, 1999b; Bolhuis et al, 1999c). Inmediatamente después

de la translocacion de un subgrupo de proteinas secretorias conteniendo cisteinas,
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debe ocurrir la formacion de enlaces disulfuro. En B. subtilis, solo un limitado
namero de proteinas contienen enlaces disulfuro en su conformacién nativa, como
ComGC y ComGG. Los enlaces disulfuro de estas proteinas son importantes para
su actividad y estabilidad. Las tiol-disulfuro oxidorreductasas se encuentran en las
proximidades de la membrana, para llevar a cabo la formacion de puentes
disulfuro inmediatamente después de la translocacion. Bolhuis y colaboradores
describieron las tiol-disulfuro oxidoreductasas en B. subtilis, denominadas BdbA,
BdbB, y BdbC con (limitada) similitud con tiol-disulfuro oxidoreductasas conocidas
(Bolhuis et al, 1999a). Una cuarta tiol-disulfuro oxidoreductasa, BdbD, es
altamente similar a DsbA de Staphylococcus aureus y fue descubierta y descrita
por Meima et al. (2002). Debido a la limitada disponibilidad de sustratos nativos de
tiol-disulfuro oxidoreductasas de B. subtilis, PhoA de E. coli es utilizada como una
proteina modelo. Esta proteina contiene dos puentes disulfuro en su conformaciéon
nativa y puede ser producida por Bacillus subtilis. Las tiol-disulfuro
oxidorreductasas BdbC y BdbD son importantes para el plegamiento correcto y la
actividad de PhoA de E. coli (Bolhuis et al, 1999a; Meima et al, 2002). Ademas, la
ausencia de BdbC BdbD ha demostrado tener un fuerte impacto en el desarrollo
de la competencia, probablemente porque actian como un par redox que cataliza
la formacion de enlaces disulfuro en las proteinas ComGC (Meima et al, 2002).
BdbA no juega un papel importante en la formacion de puentes disulfuro, ya que la
interrupcion del gen bdbA no afect6 significativamente la secrecion de PhoA de E.

coli activa (Bolhuis et al, 1999a).

1.11. Proteasas Extracelulares

B. subtilis produce por lo menos 27 proteasas que residen en la membrana, la
pared celular, o en el medio de -cultivo. Estas proteasas pueden cortar
(parcialmente) cadenas polipeptidicas no plegadas, que pone de manifiesto la
importancia del plegamiento rapido y eficiente de las proteinas secretorias en su
conformacion nativa, resistente a la degradacion proteolitica (Tjalsma et al, 2000).

Las proteinas secretorias que no son correctamente plegadas por catalizadores de
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plegamiento unidos a la pared celular, descritos en la seccion anterior, son
substratos potenciales de una de estas muchas proteasas. Esto puede deducirse
de la observacién de que proteasas extracelulares y asociadas a la pared celular
son responsables de la degradacion de varias proteinas heterélogas secretadas
por B. subtilis (Bolhuis et al, 1999b; Wu et al, 1991). Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que incluso las proteinas heterdlogas correctamente plegadas pueden ser
sujetas a degradacion.

Para investigar el impacto, de las proteasas secretadas, el proteoma extracelular
de las cepas mutantes de B. subtilis WB700 (Ye et al, 1999) y WB800 (Wu et al,
2002), que carecen de siete y ocho proteasas extracelulares, respectivamente, fue
investigado por electroforesis en geles de doble dimension (Antelmann et al,
2003; Antelmann et al, 2002). Como se esperaba, las proteasas AprE, Bpr, NprE,
Mpr, y Vpr estaban ausentes en el proteoma extracelular de estas cepas mutantes
en comparacion a la cepa parental. En la cepa WB800, la proteasa WprA esta
también ausente en el proteoma extracelular debido a la integracién de un casete
de higromicina en el gen correspondiente (Wu et al, 2002). Interesantemente, los
niveles de la mayoria de las proteinas extracelulares no fueron afectados por las
mutaciones o las interrupciones de estas proteasas, lo que concuerda con la idea
de que las proteinas secretorias deben ser altamente resistentes a la actividad de

las proteasas extracelulares de B. subtilis.

1.12. Factores de control de calidad y estrés de secrecion

La produccién de altos niveles de proteinas secretorias por las especies de
Bacillus requiere de mecanismos de control de calidad activos durante el proceso
de secrecion. Las proteinas con un papel conocido en el control de calidad de
proteinas secretorias son las dos proteasas/chaperonas similares a HtrA de E.
coli, HtrA y HtrB (Noone et al, 2001). Se cree que estas proteinas poseen la
capacidad de revisar el estado de plegamiento de las proteinas secretorias, como

se ha demostrado para HtrA de E. coli (Spiess et al., 1999). Cuando una proteina
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secretoria no esta correctamente plegada, HtrA y/o HtrB pueden tanto asistir en su
plegamiento o degradar las proteinas secretorias mal plegadas. Se ha observado
que otra proteasa, WprA, esta involucrada en el control de calidad de proteinas
secretorias, Se ha propuesto que, ademas al dominio proteolitico (CWBP52), esta
proteina también contiene un dominio de chaperona (CWBP23) (Antelmann et al,
2003; Antelmann et al, 2002; Babe & Schmidt, 1998; Margot & Karamata, 1996).
Notablemente, HtrA y WprA tienen una localizacion dual, estando presentes en el
proteoma de la pared celular y en el extracelular (Antelmann et al, 2003;
Antelmann et al, 2002). En contraste a WprA, la cual es sintetizada con un péptido
sefial N-terminal, la proteina HtrA posee un ancla membranal N-terminal. Como se
ha demostrado por secuenciacion N-terminal, la variante de HtrA que se encuentra
en el medio de cultivo carece de este dominio de anclaje de membrana
(Antelmann et al, 2000). Hasta el momento, la localizacion de HtrB, la cual tiene un
ancla membranal predicha como HtrA, no se ha documentado. Interesantemente,
altos niveles de secrecion de proteinas inducen la transcripcion de los genes htrA
y htrB, que es controlada por el sistema regulatorio de dos componentes CssR-
CssS (Figura 5).Todos los estimulos que desencadenan una respuesta celular
dependiente de CssRS son actualmente definidos como estrés de secrecion
(Antelmann et al, 2003). Este sistema regulatorio de dos componentes consiste de
la proteina CssS, una histidin cinasa sensora, y la proteina CssR, un regulador de
respuesta. Mas probablemente, CssS percibe el estrés de secrecion y calor en la
interface membrana-pared celular por estimulos que son directa o indirectamente
causados por proteinas mal plegadas (Hyyrylainen et al, 2001). Como resultado,
se cree que CssS se autofosforila, después de lo cual el grupo fosfato es
transferido a CssR. Enseguida, la transcripcion de genes especificos como htrA y
htrB es regulada por CssR. Notablemente, la interrupcién tanto de htrA o htrB
causa un estrés de secrecion dependiente de CssRS que induce fuertemente la
actividad de los promotores de ambos genes, y esta respuesta es mediada por el
sistema de dos componentes CssRS (Darmon et al, 2002; Hyyrylainen et al, 2001,
Noone et al, 2001). Ademas, la transcripcion tanto de htrA y htrB puede ser

fuertemente reducida por la interrupcion del gen cssS. Para monitorear el impacto
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de HtrA y HtrB sobre la secrecion de proteinas, se han analizado por electroforesis

en gel 2D (Antelmann et al, 2003). La mancha o punto que corresponde a HtrA en

el medio de cultivo se incremento tras la interrupcion del gen htrB.

Figura 5. Representacion
esquematica de la respuesta a
estrés Css-dependiente.

Los estimulos causados por calor o
altos niveles de produccién de ciertas
proteinas secretorias son detectados
por la proteina sensora CssS que se
encuentra embebida en la membrana
(1), desde donde muy probablemente
esta proteina se autofosforila (2).
Después, el grupo fosfato es
transferido al regulador citoplasmatico
CssR (3), que, como resultado, se
vuelve activo e induce la transcripcién
de cssRS, htrA, y htrB.

Bajo condiciones de estrés de secrecion severos debido a la sobreproduccién de,

por ejemplo, AmyQ, este sistema regulatorio de dos componentes es esencial

para la viabilidad celular (Darmon et al, 2002; Hyyrylainen et al, 2001). El nivel de

expresion de la fusién htrB-lacZ correlaciona con los niveles de produccion de

AmyQ. Interesantemente, los altos niveles de produccién de una variante no

translocada de AmyQ no provoca una respuesta a estrés de secrecion, mientras

que los altos niveles de produccion de interleucina 3 (IL3) humana vy la lipasa A

homodloga (LipA) desencadena una respuesta de estrés dependiente de CssRS.

De acuerdo con esto, esta respuesta CssRS-dependiente puede ser considerada

como una respuesta general a estrés de secrecion en B. subtilis.
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1.13. Replicacion y conservacion de los plasmidos en B. subtilis

Los vectores de clonacion y expresion son herramientas muy importantes para el
desarrollo de la ingenieria genética. Los vectores de clonacién estan basados
frecuentemente en unidades replicativas autonomas, denominadas plasmidos, que
se encuentran dentro de una célula de forma accesoria al cromosoma. La cepa de
B. subtilis denominada 168, que ha servido como estandar para la mayoria de los
estudios de ingenieria genética de la especie, no posee plasmidos enddgenos, ni
tampoco la mayoria de los aislados de B. subtilis, ademas, los plasmidos
endogenos aislados de algunas cepas industriales de B. subtilis, no confieren
fenotipos seleccionables en sus hospederos. Esta es la razén por la que la
mayoria de los vectores utilizados hoy en dia en esta bacteria estan basados en
plasmidos aislados originalmente de otras bacterias Gram positivas, como
estafilococos y estreptococos (Boe et al, 1989; Novick et al, 1989; Weinrauch &
Dubnau, 1983). Varios de estos plasmidos se replican autonomamente, y
expresan sus genes de resistencia en B. subtilis (Haima et al, 1990; Lacks et al,
1986; Novick et al, 1989). Aunque se ha logrado la clonacién exitosa y expresion
exitosa de genes mediante la utilizacion de plasmidos exdgenos, existe evidencia
que pone de manifiesto que estos plasmidos no son éptimos para la produccién de
proteinas recombinantes en B. subtilis. Un problema frecuentemente observado es
el alto nivel de inestabilidad plasmidica (Bron et al, 1991; Bron & Luxen, 1985;
Meijer et al, 1995; Weinrauch & Dubnau, 1983). Pueden distinguirse dos tipos de
inestabilidad plasmidica: estructural y segregacional. La inestabilidad estructural
se refiere a re arreglos en el DNA que resultan en alteraciones estructurales del
plasmido, la mayoria deleciones. La inestabilidad segregacional se refiere a la
pérdida del plasmido completo de la poblacién celular bajo condiciones no
selectivas. Los mecanismos que causan dichas inestabilidades son solo

entendidos en parte.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo General

Construir vectores integrativos y replicativos para la produccion y secrecion al
medio de cultivo de hIL-2 e hIFN-y utilizando como hospedero a la bacteria B.
subtilis.

2.2. Objetivos especificos
Determinar la produccion de hiL-2 e hIFN-y en cultivos en lote de B. subtilis.

Evaluar el transporte de hIL-2 e hIFN-y al medio de cultivo de B. subtilis por la ruta
general de secrecion SEC utilizando el péptido sefial de la a-amilasa de B.

licheniformis.

Evaluar la produccion y secrecion de hIL-2 e hIFN-y en cultivos en lote de B.

subtilis utilizando vectores integrativos y replicativos con distintos promotores.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Estrategia Experimental

Con la finalidad de lograr la expresion y secrecion de hIFN-y mediante la via Sec
de B. subtilis se construyeron 2 tipos de vectores (integrativos y replicativos)
utilizando el péptido sefal de la a-amilasa de B. licheniformis. La estrategia
general se describe en la figura 6.

hI FN-y hl1FN-y
SP amyL 6 :> SP amyL 0
hiL-2 hiL-2
Amplificacién del péptido sefial y el Fusion de hIFN-y/hIL-2 y SPamyL por
interferbn gamma o la interleucina 2 overlapping extension

Digestion y clonacion en
el vector de expresion
integrativo o replicativo

para Bacillus subtilis

Subclonacion en TOPO 6
pGEMT Easy vector

Transformacion de
Bacillus subtilis

¢  —

—) —

Determinacion de los

Ensang de y niveles de sintesis de
expresion Inmunodeteccion de hIFN-y e hIFN-y e hiL-2 mediante

hiL-2 ELISA

Figura 6. Diagrama de la estrategia experimental.
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3.2. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas de Escherichia coli DH5a (Invitrogen) y Bacillus subtilis WB600
(proporcionada por el Dr. Wong de la Universidad de Calgary) fueron cultivadas de
manera rutinaria en medio de cultivo Luria Bertani (Invitrogen); las caracteristicas
genotipicas de las cepas se muestran en la tabla 1. Los ensayos de produccion y
secrecion de hIFN-y fueron realizados en medio 2xL-Mal descrito por Morimoto et
al. 2008. Cuando fue necesario a los medios de cultivo se les agregaron los
siguientes antibidticos a las concentraciones finales que se indican a continuacion:
ampicilina (Amp) 100 ug mL™; eritromicina (Er) 5 ug mL™; kanamicina (Kan) 30 pg

mL™.

3.3. Extraccién de ADN y procedimientos de transformacion bacteriana

Los ensayos para la purificacion de ADN, PCR, restriccion, ligacion, electroforesis
en geles de agarosa y transformacion de células competentes de E. coli se
realizaron usando técnicas estandarizadas (ver anexo 2) (Sambrook et al. 1989).
Las células competentes de B. subtilis fueron transformadas mediante la técnica

descrita por Anagnostopoulos y Spizizen (ver anexo 2) (1961).

3.4. Construccion de los plasmidos de expresion

3.4.1. Construccion de un vector integrativo para la produccién de hlL-2 en
Bacillus subtilis.

El gen de la hiL-2 se amplific6 mediante PCR utilizando como templado de la
reaccion el pldsmido pCR2.1 TOPO/hIL-2 (Medina-Rivero; Tesis Doctoral) y los
oligonucleétidos sentido 5-GCCTCATTCTGCAGCAGCGATGGCCCCAACCTCCT
C-3 'y antisentido 5-CTTTGTTAGCGGCCGCATCCCCTCGCG-3.. El
oligonucléotido sentido contiene el sitio de reconocimiento para la enzima de
restriccion Notl (subrayado), mientras que el oligonucléotido antisentido contiene

un adaptador complementario al extremo 3’ del gen que codifica el péptido sefal
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de la a-amilasa de B. licheniformis (sp-amyL). El fragmento sp-amyL se amplifico
mediante PCR utilizando como templado de la reaccion el plasmido pAXO01-
B.L.amyL (proporcionado por el Dr. Colin Harwood de la Universidad de
Newcastle, Reino Unido) utilizando los oligonucle6tidos sentido 5'-
GAAATGGGATCCAAAGGAGG-3' y antisentido 5-GAGGAGGTTGGGGCCAT
CGCTGCTGCAGAATGAGGC-3'. El oligonucledtido sentido contiene un adaptador
complementario al extremo 5 del gen de la hlL-2, mientras que el oligonucle6tido
reverso contiene el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion BamHI
(subrayado). Los productos amplificados (hIL-2 y sp-amyL) fueron fusionados
mediante la técnica de overlapping extensién (Ho et al. 1989), subclonados en el
plasmido pGEMT-Easy vector (Promega) y digeridos con las enzimas BamHI y
Notl. El producto de restriccion BamHI-spamyL-hiL2-Notl fue clonado en el
plasmido pAX01. El casete de resistencia original Er' de pAX01 fue remplazado
por el fragmento Notl-Kan'-Notl del plasmido pBEST501 (Proporcionado por el Dr.
Mario Pedraza Reyes de la Universidad de Guanajuato; Itaya et al. 1989), para

generar el plasmido integrativo que denominamos pint-il2.

3.4.2. Construccion de un vector replicativo para la produccion de hIL-2 en
Bacillus subtilis.

El casete spamyL-hIL2 se re-amplific6 mediante PCR utilizando como templado de
la reaccion el plasmido pGEMT spamyL-hiIL2 (este estudio) y los oligonucleétidos
sentido 5-AAGCTTAAAGGAGGTGATCCAG-3’ y antisentido 5'-
CCCGGGGGATCCCCTCGAG-3'. El oligonucleodtido sentido contiene el sitio de
reconocimiento para la enzima de restriccion Hindlll (subrayado), mientras que el
oligonucledtido antisentido contiene tres mutaciones puntuales que insertan los
sitios de restriccion Smal, BamHI y Xhol (negritas, subrayado y cursivas,
respectivamente). La fusion spamyL-hIL2 se subcloné en el plasmido pCR-Bluntli
Topo (Invitrogen) y fue extraida con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI. El
casete Hindlll- spamyLhIL2-BamHI se cloné finalmente en el plasmido replicativo

para B. subtilis pDG148 (Proporcionado por el Dr. Mario Pedraza Reyes de la
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Universidad de Guanajuato), esta estrategia elimina el gen regulador lacl del
plasmido original, lo que promueve una expresion constitutiva del gen de interés, a

este plasmido lo denominamos pSpac-il2.

3.4.3. Construccion de los vectores replicativos para la produccion de hIFN-y
en Bacillus subtilis.

El gen optimizado hIFN-y fue fusionado con la secuencia del gen que codifica para
el peptido sefial de la a- amilasa de B. licheniformis (sp-amyL) como se describe a
continuacion: el gen hIFN-y fue amplificado mediante PCR utilizando como
templado de la reaccién ADN del plasmido pBAL (Balderas-Hernandez et al. 2008)
usando los oligonucleétidos sentido 5°- GCTGCCTCATTCCGCGGCCGCGCAGG
ACCCATACGTG-3 y antisentido 5-TCTAGATTACTGACTTGCACGACGACC-3'.
La secuencia sp-amyL de B. licheniformis fue amplificada del plasmido pAX01-
B.L.amyL usando los oligonucledtidos sentido 5-AAGCTTAAAGGAGGTGATCCA
G-3' y antisentido 5’- CACGTATGGGTCCTGCGCGGCCGCGGAATGAGGCAGC-
3'. Los sitios de restriccion Hindlll y BamHI agregados a las secuencias de los
oligonucledtidos se indican con una linea. Los dos fragmentos de PCR fueron
fusionados mediante la técnica de overlapping extension (Ho et al. 1989),
subclonados en el plasmido pCR2.1 (Invitrogen) y digeridos con las enzimas
Hindlll y BamHI. El producto de restriccion Hindlll-spamyL-hlIFNy -BamHI fue
clonado en el pladsmido de expresion pDG148 (Stragier et al. 1988), el cual

contiene el promotor PspaC, y el plasmido resultante fue denominado pSpac-gam.

Para la construccién del plasmido replicativo pRep-gam, la secuencia rio arriba del
marco de lectura abierto del gen cdd de B. subtilis 168 (conteniendo el promotor
P43) fue amplificado utilizando los oligonucledtidos sentido
5 GATATCCCGCCTGCGCTGTTCTCA-3' y antisentido 5-AAGCTTCCTCTCTTAC
CTATAATGG-3' conteniendo los sitios de restriccion EcoRV y Hindlll
respectivamente (subrayados). El fragmento EcoRV-P43-Hindlll fue subclonado
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en el plasmido pGEMT-Easy vector (Promega), digerido y clonado en el plasmido

pSpac-gam previamente digerido con las enzimas EcoRV y Hindlll.

3.4.4. Construccion del vector integrativo para la produccion de hiIFN-y en B.
subtilis.

El plasmido integrativo pint-gam utilizado para la expresion constitutiva del gen
hIFN-y fue construido utilizando como base el plasmido pint-il2 como se describe a
continuacion: El casete de expresion Sacl-P43-spamyLhlIFNy-BamHI clonado en el
plasmido pRep-gam fue digerido con las enzimas Sacl y BamHI y clonado en los
sitios correspondientes de pint-il2. Este procedimiento eliminé el represor xyIR del

plasmido original permitiendo la expresion constitutiva del gen hIFN-y.
Todas las construcciones fueron verificadas por analisis de restriccion y
secuenciacion (MCLAB, San Francisco, CA). Las principales caracteristicas de los

plasmidos utilizados en este estudio se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Cepas y pldsmidos usados en este estudio.

Cepas y Plasmidos Genotipo/propiedades relevantes?® Fuente/referencia

Cepas

E. coli DH5a F $80dlacZ4aM15 endAl recAl gyrA96 thi-1 Invitrogen Life
hsdR17(rK™ mK") supE44 relAl deoR A(lacZYA- | Technologies
argF) U169 (USA)

B. subtilis

WB600 trpC2 nprE aprE epr bpr mpr nprB; Em' (Wu et al, 1991)

Plasmidos

pBAL Plasmido derivado de pET12a, contiene el gen (Balderas
hIFN-y sintético clonado en los sitios de Hernandez et al,
restriccion Ndel-BamHI; Ap'. 2008)
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pAX01

pBESTS501

pAX01-B.L.amyL

pDG148

pSpac-gam

pRep-gam

pint-gam

pAXIL2

pint-il2

pSpac-il2

Vector integrativo para B. subtilis, con la
capacidad de integrarse en una sola copia en el
locus lacA; Em'.

pGEM4 conteniendo el gen Km' de pUB110

Plasmido derivado de pAX01, conteniendo el
gen de la a-amilasa de Bacillus licheniformis
clonado en el sitio de restriccion BamHI; Em'

Vector flecha, replicativo en E. coli y B. subtilis,
ColE1, repB, Ap', Km', contiene el promotor
PspaC regulado por el represor lacl, inducible
por IPTG; Km'

Plasmido derivado de pDG148, conteniendo el
casete spamyL-hIFNy marco abajo del promotor
PspaC, el fragmento Hindlll-BamHI conteniendo
el represor lacl fue eliminado; Km'

Plasmido derivado de pSpac-gam, conteniendo
el promotor P43 marco arriba del casete
spamyL-hIFNy; Km'

Plasmido derivado de pint-il2, conteniendo el
fragmento Sacl-BamHI de pRep-gam
correspondiente al casete P43spamyL-hIFNy;
Km'

Plasmido que contiene los productos hiIL-2 y sp-
amyL fusionados por overlapping extension
clonados en los sitios BamHI y Notl de pAXO01.
El casete de resistencia original Er' de pAX01
fue remplazado por el fragmento Notl-Kan'-Notl
del plasmido pBEST501.

Plasmido que contiene entre los dos brazos del
gen lacA, el marcador de resistencia a
kanamicina de pBEST501 y el marco de lectura
abierto del hiL-2 fusionado con el péptido sefial
spamyL bajo el promotor PXylA.

Plasmido que contiene el casete spamyL-hlL2
reamplificado del constructo pint-il2, clonado en
los sitios HindllI-BamHI del plasmido pDG148,
gue permite la expresion constitutiva de la hlL-2
bajo el promotor PspaC.

(Hartl et al, 2001)

(Itaya et al, 1989)
Proporcionado por
el Dr. Mario
Pedraza Reyes de
la Universidad de
Guanajuato
Proporcionado por
el Dr. Colin
Harwood de la
Universidad de
Newcastle, Reino
Unido

(Stragier et al,
1988)
Proporcionado por
el Dr. Mario
Pedraza Reyes de
la Universidad de
Guanajuato

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

# Km', marcador de resistencia a kanamicina; Em', marcador de resistencia a eritromicina; Ap’, marcador de

resistencia a ampicilina.

35



3.5. Expresion de hIL-2 y hIFN-y

Las cepas de B. subtilis WB600 transformadas con los plasmidos integrativos y
replicativos fueron propagadas en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo
50 mL de medio de cultivo 2xLMal suplementado con Kan (5 pg mL™) e incubadas
a 37°C por 42 h. Se colectaron alicuotas a diferentes tiempos y cosechadas
mediante centrifugaciéon a 1500 x g durante 10 min para separar las células y el
medio de cultivo. Las proteinas secretadas al medio de cultivo fueron precipitadas
con 5 volumenes de metanol; las pastillas de proteina fueron resuspendidas en
200 pL de PBS (140 mM NacCl, 7.2 mM NazHPO,, 2.8 mM NaH,PO4.H,0, pH 7.5)
y alicuotas de 15 uL fueron analizadas por electroforesis en un gel SDS-PAGE de
gradiente 4-20%. Para la obtencién de las proteinas intracelulares, la pastilla de
células fue lavada, resuspendida en amortiguador PBS y sonicada con un
procesador ultrasonico GE 505 (Sonics, Newton, CT) usando 10 pulsos de 10 s
con una amplitud de 25% y periodos de descanso de 10 s durante cada pulso. El
homogenado celular fue centrifugado a 1500 x g durante 10 min y el sobrenadante
recuperado fue definido como la fraccién intracelular; 15 uL de esta fraccion fueron

analizados por electroforesis en gel SDS-PAGE de gradiente 4-20%.

3.6. Deteccion de proteinas mediante analisis tipo Western blot y ELISA

Las distintas fracciones proteicas fueron separadas por electroforesis en gel SDS-
PAGE de gradiente 4-20% Yy electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham Biosciencies, Piscataway, NJ). Para el caso de la hiL-2 recombinante,
esta fue detectada por inmunoblot; en estos ensayos, se utiliz6 como estandar a la
proteina comercial rhiL-2 (PreproTech, Rocky Hill, NJ). El anticuerpo policlonal
conejo anti hiL-2 (PreproTech, Rocky Hill, NJ) fue usado como anticuerpo primario
a una concentracion final de 0.15 pg mL™. Por otra parte, el hIFN-y recombinante
fue detectado por inmunoblot, utilizando como estandar a la proteina comercial
hIFN-y (PreproTech, Rocky Hill, NJ). El anticuerpo policlonal conejo anti hIFN-

v (PreproTech) fue usado como anticuerpo primario a una concentracion final de
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0.15 ug mL™. El anticuerpo cabra anti IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina
(Invitrogen) fue utilizado como anticuerpo secundario en ambos casos a una
dilucion de 1:3000. Los inmunoblots, de ambas citocininas, fueron revelados con
p-nitro azul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (NBT/BCIP, Amersham
Biosciences; Piscataway, NJ). El analisis de los inmunoblots se llevé a cabo
utilizando un documentador de fotos Gel-Doc 2000 (BioRad Laboratories, Segrate,
Milan) y el programa Quantity One™ v4.5 (BioRad).

La cuantificacion de la hiL-2 y el hIFN-y se realiz6 mediante los kits de ELISA anti-
hiL-2 y anti-hIFN-y (R&D Systems, Minneapolis, MN) siguiendo las instrucciones
del proveedor.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Construccion de los vectores para la expresion de hiL-2

4.1.1. Construccién del vector integrativo pint-il2

En la actualidad existen pocos reportes sobre la construccion de plasmidos
integrativos para la expresion de proteinas humanas en B. subtilis (Jan et al, 2001;
Wang et al, 2004). Por ello, en el presente trabajo se decidié construir un vector
basado en el plasmido integrativo pAX01 para analizar la produccién de la
proteina hiL-2 en esta bacteria. Como primer paso, el gen de la hiL-2 se fusion6
por la técnica denominada overlapping extension al peptido sefial de secrecion sp-
amyL como se describe en materiales y métodos (Figura 7) esta fusion fue
clonada en los sitios BamHI-Notl del plasmido pAX01 generando el plasmido
denominado pAXIL2 (Figura 8). La cepa de Bacillus subtilis carente de seis
proteasas extracelulares utilizada en este estudio es resistente a lincomicina y
eritromicina, por lo que el marcador de resistencia a eritromicina del plasmido
pAXIL2 fue eliminado y sustituido por el marcador de resistencia a kanamicina
proveniente del plasmido pBEST501 (ver detalles en materiales y métodos). La
construccion final conteniendo el marcador de resistencia a Kan, el promotor
PXylA y el marco de lectura abierto del hIL-2 fusionado con el péptido sefal
spamyL entre los dos brazos del gen lacA de B. subtilis, fue verificada mediante
andlisis de restricciéon y fue denominada piInt-il2 (Figura 9). Debido a que el casete
de resistencia a Kan proveniente de pBEST501 fue clonado en el sitio Notl del
plasmido pAXIL2, se realizaron analisis de restriccion para conocer la orientacion
del casete de resistencia con las enzimas Notl/Bglll. Se analizaron un total de 4
cepas transformantes resistentes a kanamicina y ampicilina demostrandose que
solo una de ellas poseia un plasmido con el casete en orientacion positiva (el
plasmido pint-il2 es el que posee el casete Kan en orientacién positiva). Para
demostrar la presencia del casete de resistencia a Kan y el casete spamyL-hlIL2,
gue conforman el plasmido pint-il2 se realizaron los analisis de restriccion con las

enzimas BamHI/Notl.
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Tras la transformacién de B. subtilis, se esperaba que la integracion de esta
construccion ocurriera por un evento de doble recombinacion homologa en el
locus lacA (Figura 10), el resultado fue corroborado mediante PCR utilizando como
templado de la reaccién DNA gendmico obtenido de la cepas transformantes de B.
subtilis resistentes a Kan y los oligonucleétidos sentido y antisentido utilizados
para amplificar el casete spamyL-hIL2 de 587 pb.

Sin embargo, los analisis de ELISA de extractos celulares y medio de cultivo
obtenidos de cepas transformantes inducidas con xilosa no detectaron la
presencia de la proteina recombinante hiL-2.

El plasmido pAX01l fue desarrollado para estudiar la expresion de genes
endogenos de B. subtilis tras la induccion con xilosa y no existen reportes en los
gue el promotor pXylA fuera utilizado para la produccion de proteinas heterdlogas.
Por lo que las hipoétesis para explicar la falla en la produccién de la hiL-2 son: 1) el
promotor pXylA no es un promotor eficiente para dirigir la expresién de genes
humanos en B. subtilis y 2) Una copia Unica del gen de la hiIL-2 integrado en el
cromosoma de B.subtilis es insuficiente para conseguir una produccion suficiente
de la proteina como para ser detectada por ELISA. Estos resultados determinaron
el cambio de la estrategia original que era el desarrollo de un pladsmido integrativo
para la producciéon de hIL-2 en B. subtilis y se decidié construir un plasmido de

replicacion auténoma.

Fig. 7. Fusién por PCR del péptido sefal de la alfa amilasa y la hIL-2 por overlapping
extension.
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Fig. 8. Construccion del plasmido pAXIL2 (clonacién de la fusién spamyL-hiL2 en pAXO01).
Carriles 1, 3, 4, 5, 6; resultado negativo. Carril 2, pAX01 conteniendo la fusién spamyL-hlL-2

digerido con las enzimas BamHI-Notl.

Fig. 9. Construccioén del plasmido pint-il2. Carriles 1, 2, 3 y 4; digestiones de los plasmidos
con las enzimas BamHI/Bglll para determinar la orientacién del casete Kan. Carriles 5, 6, 7 y
8; digestiones de los plasmidos con las enzimas BamHI/Notl, donde se puede observar la
liberacion del marcador de resistencia Kan y de la fusion spamyL-hilL2.
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Fig. 10. A) Representacién esquematica del evento de doble recombinacion homoéloga conducente
a la integracién de la construccion del plasmido pint-il2 en el locus lacA del genoma de B. subtilis.
B) Analisis electroforético en un gel de agarosa al 1% que muestra la amplificacién del casete
spamyL-hiL2 DE 587 pb.

4.1.2. Construccién del vector autorreplicativo pSpac-il2

El gen hIL-2 fusionado al péptido sefial de secrecion sp-amyL reamplificado del
constructo pint-il2 fue clonado en los sitios Hindlll-BamHI del plasmido pDG148
(Figura 11). Esta estrategia elimina el gen represor lacl del vector original,
generando un plasmido que se espera dirija la expresion constitutiva del gen hiL-2
desde el promotor PspaC. El plasmido pSpac-il2 fue analizado mediante
restriccidbn enzimatica, confirmando el armado correcto del vector. Los ensayos de
expresion en matraz de la cepa de B. subtilis WB600 transformada con el
plasmido pSpac-il2 utilizando medio 2xLMal demostraron la capacidad de la cepa
transformante de producir hiL-2. Sin embargo, como se muestra en la Figura 12 la
mayoria de la proteina recombinante es detectada en los extractos celulares de
forma inmadura, y solo una pequefia cantidad es secretada (aproximadamente
0.02 mg L de 2 mg L™* totales). Westers et al. (2003) reportaron la eficiente
produccion y secrecion de la interleucina 3 humana (hIL-3) en B. subtilis WB700,

una cepa que carece de siete proteasas extracelulares, utilizando un vector que
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contenia el promotor p43 y el péptido sefal optimizado de la a-amilasa de B.
licheniformis, fusionados con el gen de la hIL-3. Dichos autores mostraron que
utilizando esta construccion, no se detectaban niveles significativos de la citocinina
en la fraccion intracelular, lo que indicaba un procesamiento eficiente de la
proteina recombinante y la subsecuente secrecion de la proteina secretada
(Westers et al, 2004). Con base en esos resultados, proponemos que la
naturaleza de la proteina madura pudiera jugar un papel importante en la
translocacion eficiente de la proteina recombinante. En apoyo de esta observacion
Medina-Rivero et al. (2007) quién estudié la secrecion de las citocininas hIFN-y y
hiL-2, fusionadas a un péptido sefial Tat dependiente hacia el periplasma de E.
coli, encontr6 que solamente el hINF-yes transportado en forma soluble al
periplasma, mientras que la hlL-2 solo sufri6 un procesamiento parcial
permaneciendo en el citoplasma. Considerando estos antecedentes decidimos

estudiar la secrecion del hIFN-y en B. subtilis.

Fig. 11. A) Estrategia usada para la construccién de pSpac-il2. La fusion de 587 pb fue insertada en los
sitios Hindlll-BamHI del pDG148 lo cual elimina el gen represor de Pspac (lacl). B) Andlisis de restriccion
de Pspac-il2 con HindlllI-BamHI; carril 1: Marcador de tamafio, carril 2: liberacion del casete spamyL-hlIL2.
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Fig. 12. Analisis tipo Western blot de la produccién de hIL-2 por la cepa B. subtilis WB600
conteniendo el plasmido Pspac-il2. Muestras de cultivos en lote de 24 h fueron cosechadas y
procesadas para la extraccién de las proteinas intracelulares y secretadas como se indica en
materiales y métodos; la presencia de la hiL-2 fue detectada con el anticuerpo secundario cabra
anti-lgG de conejo (peprotech) Carril 1, Marcador de peso molecular; Carril 2, estandar de hiL-2
(peprotech); Carril 3, cepa control sin transformar; Carril 4, hiL-2 secretada al medio de cultivo,
Carril 4, hiL-2 detectada en la fraccién intracelular.

4.2. Construccion de los vectores para la expresion de hIFN-y

Para lograr la produccion del hIFN-y en B. subtilis, se llevaron a cabo tres
construcciones usando un gen sintético optimizado del hIFN-yy los promotores

PspaC y P43, utilizando tanto vectores integrativos como autorreplicativos.

La preferencia del uso de codones es uno de los factores que mas que afectan la
expresion de genes en sistemas heterélogos (Gustafsson et al, 2004). Para evitar
problemas en la eficiencia de la traduccion se decidio utilizar un gen hIFN-
v sintético ya que el gen hIFN-y nativo posee 16 codones reportados como “raros”
para B. subtilis .Para mejorar este aspecto se modificé la secuencia del gen nativo
con base a la preferencia del uso de codones de B. subtilis (tabla 3). El gen
sintético optimizado mostré un 75.69% de identidad con respecto al gen silvestre
(Figura 13).
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Tabla 3. Resumen de la preferencia de codones en
Bacillus subtilis presentes en el hIFN-y silvestre y el gen
sintético optimizado.

Synthetic hIFN gamma gene 1|CAGGACCCATﬂ ﬂfAAGﬂ tm - c 60
Wild-type hIFN gamma gene 1|CAGGACCCAT AAG AlA A|C GAAATA GCAGGTCATTdA 60
Synthetic hIFN gamma gene 61 GATG‘TIl gGATA:I #CTTTHHTTAGQH:TTTHﬂ:ATTGGAAAGﬂ AT 120
Wild-type hIFN gamma gene 61 |GATG GATA CTTTTQTTAG TTTTGAA ATTGGAAAG GA 120
Synthetic hIFN gamma gene 121 K HAAAA}]ﬂ:TGCA TCﬂCAAATTG :ITCCTH HAAACH%TTTAAAAﬂ 180
Wild-type hIFN gamma gene 121 d AAAA TGCAGAG(QCAAATTG TCCT AAACT|TITTTAAAAACQTTT 180
Synthetic hIFN gamma gene 181 TC ATCCAAAAATC ﬂGAAGﬂ:ETGAATGH A 240
Wild-type hIFN gamma gene 181 |AAA GA q GAGCQATCCAAAAGAG CAAIGGAAG TGAATGT|CAAG 240
Synthetic hIFN gamma gene 241 E CTC EKAAAﬂﬂAAACE:IGATGACTﬂ eﬁ AG T 300
Wild-type hIFN gamma gene 241 TAG AAA AACGA[GATGACT AJA AIG TATITC A 300
Synthetic hIFN gamma gene 301 c QGTCCAACG .E c em CAAGTGATGG 360
Wild-type hIFN gamma gene 301 GACTTGAATIGTCCAACGCAAA GQA|A GAACT|GATIQCAAGTGATGGOT|GAACTQ 360
Synthetic hIFN gamma gene 361 accAGCAGC}IﬂAAAg E TTC gATGCTGTTT A GGTch T 420
Wild-type hIFN gamma gene 361 CCAGCAGCTAAAA GA A AJAA A GAG ATGCTGTTTAGAIGGTCGAA|GA 420
Synthetic hIFN gamma gene 421 AG 432

Wild-type hIFN gamma gene 421 |GCAITCQCAGTAA| 432

Fig. 13. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen hIFN-y silvestre (Wild type hIFN gamma

gene) y del gen sintético optimizado (Synthetic hIFN gamma gene) descrito en este trabajo.
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4.2.1. Construccién del plasmido replicativo pSpac-gam

El gen sintético hlIFN-y fusionado por overlapping extensién (extension
sobrelapada) al péptido sefal de secrecion sp-amyL (Figura 14A) fue clonado en
los sitios Hindlll-BamHI del plasmido pDG148 (Figura 15A). Esta estrategia elimina
el gen represor lacl del vector original, generando un plasmido que dirige la
expresion constitutiva del gen hIFN-y bajo el promotor PspaC. Adicionalmente, los
sitios de restriccion Notl, Sacll y Xmalll fueron agregados como un sitio de
clonacion mdltiple rio arriba de sp-amyL. El pldsmido pSpac-gam fue corroborado
mediante andlisis de restriccion (Figura 15B). Para ver los detalles de la

construccion ver materiales y métodos.

500 pb spamyL-hlFNy
hIFNy
100 pb spamyL

Figura. 14. A) Representacion esquematica de la fusion por overlapping extension del péptido
sefial sp-amyL y el hIFN-y, donde se sefialan con lineas punteadas los sitios de sobrelapamiento
de los genes fusionados y con letras mayusculas en azul las mutaciones insertadas en los
oligonucleétidos para la generacion de los sitios de clonacion Notl, Sacll y Xmalll. B) Analisis
electroforético en un gel de agarosa al 1% de la amplificacién mediante PCR del péptido sefial sp-
amyL (carril 2), hIFN-y (carril 3) y la fusion spamyL-hIFNy (carril 4); marcador de tamafio 100 pb
(carril 1).
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7638 bps

7000 pb m pDG1484lacl

spamyL-hIFNy

Figura. 15. A) Representacion esquematica de la construccion del plasmido pSpac-gam donde se
indican con recuadros rojos los sitios de insercion de la fusiébn spamyL-hlFNyen el plasmido
pDG148, lo que elimina el gen represor de Pspac (lacl). B) Analisis electroforético de la
construccion pSpac-gam, Marcador de tamafio 1Kb (carril 1), digestion con las enzimas Hindlll-

BamHI de pSpac-gam conteniendo la fusion spamyL-hIFNy (carril 2).
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4.2.2. Construccién del plasmido autorreplicativo pRep-gam

El promotor P43 se ha utilizado eficientemente para la construccion de
sistemas de produccion de proteinas heterdlogas en B. subtilis. Este promotor, en
realidad esta formado por dos promotores sobrelapados reconocidos por la ARN
polimerasa de B. subtilis conteniendo los factores cA y oB (Figura 16 A). Para la
construccion de pRep-gam el promotor P43 fue amplificado y clonado en los sitios
EcoRV y Hindlll del plasmido pSpac-gam previamente digerido con las mismas

enzimas (Figura 16 C).

A

aagcttcgtgcatgcaggccggggcatatgggaaacagcgcggacggagcggaattte
caatttcatgccgcageccgecctgegectgttectcatttgeggettecttgtagagetca
gcattattgagtggatgattatattccttttgataggtggtatgttttcgcttgaact
tttaaatacagccattgaacatacggttgatttaataactgacaaacatcaccctctt
gctaaagcggccaaggacgctgccgceccggggctgtttgegtttttgeecgtgatttegt
gtatcattggtttacttatttttttgccaaagctgtaatggctgaaaattcttacatt
tattttacatttttagaaatgggcgtgaaaaaaagcgcgcgattatgtaaaatataaa
gtgatagcggtaccattataggtaagagaggaatgtacacatgaacagacaagaatta
ataacagaagctt

C

pSpac-gam
7000pb

1000 pb

pRep-gam
7688 bps

Figura 16. A) Region regulatoria del gen cdd de B. subtilis. Las secuencias subrayadas indican las
secuencias de los promotores reconocidos por los factores de transcripcion o” y ¢° (café y azul
respectivamente). Se indican los oligonucleétidos utilizados para amplificar mediante PCR un
fragmento de 363 pb. B) Representacion esquemaética del plasmido pRep-gam. C) Andlisis de

restriccion del plasmido pRep-gam con las enzimas EcoRV y Hindlll.
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4.2.3. Construccién del plasmido integrativo pint-gam

El vector integrativo pint-gam fue basado en el plasmido pint-il2, para probar la
produccion del hIFN-y, mediante la integracion de una sola copia del gen del
interferon gamma bajo el control del promotor fuerte constitutivo P43 ya que no se
detectd produccion de la hIL-2 utilizando el plasmido integrativo que dirige la
transcripcion de genes desde el promotor pXyl (pAX01). El plasmido integrativo
denominado pint-gam contiene un casete de resistencia a kanamicina, el promotor
P43, el marco de lectura abierto del hIFN-y fusionado con sp-amyL, y un sitio de
clonacion multiple entre los dos brazos del gen lacA de B. subtilis (Figura 17 A). La
construccion del plasmido fue verificada mediante andlisis de restriccion (Figura.
17 B). Tras la transformacién de B. subtilis, se espera que la integraciéon de esta
construccion ocurra por un evento de doble recombinacion homdloga en el locus
lacA (Figura 17 C).

Notl
A / 5

4000 pb

pint-gam 1600 pb
6834 bps

kan'
1000

500 pb spamyL-hIFNy

Figura 17. A) Representacién esquematica de pint-gam. B) Analisis de restriccion del plasmido con
las enzimas BamHI-Notl. C) Representacion esquematica del evento de doble recombinacion
homologa entre el casete flanqueado por los brazos 5’ y 3’ del gen lacA contenido en el plasmido

plnt-gam y el cromosoma de B. subtilis.
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4.3. Produccion de hiIFN-y usando los plasmidos replicativos e integrativos

en B. subtilis

Para estudiar la secrecion de hIFN-y al medio de cultivo se llevaron a cabo cultivos
tipicos en lote de las cepas B. subtilis anota los codigos y entre paréntesis los
plasmidos que portan. Como se muestra en la figura 18 A, todas las cepas
generadas en este estudio muestran una velocidad de crecimiento especifica
similar de 0.18 h™, lo que demuestra que el tipo de vector insertado en la cepa, no
afecta su crecimiento. La cepa WB600/pint-gam, mostré6 un incremento de
biomasa hasta alcanzar un maximo de 2.1 gDCW L™ a las 24 h de cultivo,
después del cual permanecid constante, mientras que las cepas WB600/pSpac-

gam y WB600/pRep-gam alcanzaron un maximo de 2.5 gDCW L-.

Las concentraciones del hIFN-y total y secretado se muestran en la Figura 18 By
18 C, respectivamente. Como puede observarse, la produccién maxima de hlFN-
vy de 20.2 mg L™*fue alcanzada por la cepa WB600 conteniendo el plasmido pRep-
gam a las 30 h aproximadamente, después de este tiempo, la concentracién del
hIFN-y disminuye. El plasmido pRep-gam, fue construido intercambiando el
promotor original PspaC del plasmido pDG148 por el promotor fuerte constitutivo
p43. Este promotor ha sido utilizado con anterioridad para la produccién de
proteinas recombinantes en B. subtilis con buenos resultados, y la cantidad total
de hIFN-y producida en este trabajo fue comparable a los valores de otras
proteinas terapéuticas producidas en B. subtilis (Tabla 2). Sin embargo, a
diferencia de los trabajos antes mencionados, gran parte de la proteina se
encontré en la fraccion intracelular y solo 0.19 mg L™fueron secretados al medio
de cultivo, indicando que la maquinaria de secrecion de B. subtilis se saturo
rapidamente (Figura 18 C). Medina-Rivero et al. (2007) reportan un procesamiento
eficiente (no se observa la forma inmadura) del hIFN-y utilizando los péptidos
sefal de la penicilino acilasa (SPpac) y los promotores sintéticos SP1 y SP3 que
dirigen respectivamente las proteinas al periplasma de E. coli a través de las rutas

Tat (el primero) y Sec (el segundo). Estos resultados sugieren que la naturaleza
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del hIFN-y no interfiere con la translocacion eficiente al periplasma de E. coli.
Tomando en cuenta que el funcionamiento de la mayoria de los sistemas de
secrecion estudiados en B. subtilis ha resultado similar a lo encontrado para E.
coli, nosotros esperabamos que el procesamiento y secrecion del hIFN-y al medio
de cultivo de B. subtilis fuera igualmente eficiente que para el caso de E. coli. Esta
diferencia de resultados, puede deberse a un reconocimiento ineficiente del sitio
de corte SAAA del péptido sefial sp-amyL por las peptidasas sefial principales de
B. subtilis (SipS y/o SipT), o que el péptido nativo SAAA es reconocido por
peptidasas sefial secundarias como SipU, SipV o SipW que son producidas en
cantidades inferiores a las de SipS y SipT (Tjalsma et al., 1997). Apoyando la
primera teoria, Westers et al. en 2004, modificaron el péptido sefial original de la
a-amilasa de B. licheniformis a la secuencia consenso SASA, para lograr una
secrecion eficiente de la hiL-3 al medio de cultivo de B. subtilis (Westers et al,
2004).

Por otra parte, las cepas conteniendo los plasmidos pSpac-gam y plnt-gam
producen respectivamente un maximo de 2y 2.5 mg L™ de hIFN-y a las 24 h del
cultivo, después de este tiempo la cantidad del producto disminuye. La
concentracion méaxima de hIFN-ysecretado fue 0.065 y 0.09 mg L™,

respectivamente (Figura 18 C).
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento y produccion de hIFN-y por las cepas de WB600/pSpac-gam
(O, WB600/pRep-gam (A) y WB600/pint-gam (O cultivadas en medio 2xL-Mal. (A) Concentracion
de biomasa; (B) Concentracion total de hIFN-y producido por las distintas cepas; (C) concentracion
del hIFN-y secretado al medio de cultivo. Las barras indican la desviacion estandar de tres
experimentos independientes.
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El analisis de western blot de la pastilla celular obtenida de las tres cepas
obtenidas (Figura 19) muestra una banda principal de 19 kDa, la cual corresponde
a la forma no procesada del hIFN-y, indicando que la mayoria de la proteina se
queda estancada en el citoplasma, ademas, se observa en todos los casos una
banda de menor tamafio correspondiente a la masa molecular esperada de la
proteina procesada apoyando la idea de que la maquinaria de secrecion de B.
subtilis se satura rapidamente. Las cepa WB600 transformada con los plasmidos
pRep-gam y pSpac-gam producen un segundo producto de degradacion,
probablemente resultado una degradacion proteolitica posterior (Figura 19). Un
resultado similar fue obtenido por Medina-Rivero et al. (2007) que detectaron la
forma procesada y sin procesar del hIL-2 fusionado con un péptido sefial Tat-
dependiente en la fraccion insoluble de membrana de E. coli. Ellos concluyen que
el sistema de secrecion fue rapidamente saturado y que la secuencia sefial del
substrato acumulado es a menudo sensible a la accién de proteasas, lo que
resulta en la digestidn de la secuencia sefial mientras que la proteina madura
permanece intacta. Ya que como se menciono, las maquinarias de secrecién de E.
coli y B. subtilis son altamente similares, se puede esperar un comportamiento

similar con respecto al transporte de proteinas y procesamiento del péptido sefal.

Precursor =i wsssesss EEEND w—"
s s = hIFNy

Figura 19. Inmunodeteccién del hIFN-y en extractos celulares de distintas cepas de B. subtilis
WB600 al tiempo maximo de produccion. Lineas 1-3: WB600/pint-gam, WB600/pRep-gam y
WB600/pSpac-gam. Linea 4: estandar de hIFN-y (PeproTech).
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Figura 20. Inmunodeteccion del hIFN-y en el medio de cultivo de B. subtilis WB600/pRep-gam.
Linea 1: 20 ng de hIFN-y estandar. Lineas 2—9 muestras de medio de cultivo tomado a diferentes
tiempos.

El andlisis mediante Western blot, del hIFN-y secretado durante una cinética de 42
horas, demuestra la presencia de una banda Unica de 16.7 kDa hasta las 24 horas
del cultivo, que corresponde al peso molecular esperado de la proteina madura
(Figura 20). La presencia de esta banda sugiere fuertemente que la secuencia
sefial amyL-SAAA de B. licheniformis unida al hIFN-y fue reconocida y procesada
por las peptidasas sefal de B. subtilis, sin embargo, a partir de las 27 horas,
comienza a observarse una banda de menor tamafio, que indica que la proteina
recombinante esta siendo degradada, como puede observase en la Figura 19 la
degradacion del hIFN-y secretado coinciden con el comienzo de la fase de
crecimiento estacionario. Es bien sabido que al final de la fase de crecimiento
exponencial, cuando los nutrientes comienzan a disminuir, B. subtillis produce
proteasas, lipasas y otras enzimas degradativas (Hamoen et al, 2003).

Aunque B. subtilis WB600 es una cepa deficiente en seis proteasas extracelulares,
aun posee 0.5% de la actividad proteolitica extracelular. Esta cepa ha sido usada
para la produccion de B-lactamasa, estreptocinasa, y el fragmento del anticuerpo
antidigoxigenina (Westers et al, 2004), sin embargo nuestros resultados sugieren
qgue el hIFN-y es sensible a proteasas intra y extracelulares. El uso de la cepa de
B. subtilis WB800, que ademas de las seis proteasas extracelulares ausentes en
la cepa WB600, también carece de las proteasas Vpr y WprA resulta en un
incremento significativo en la secrecion de hIL-3, comparado a la concentracion
obtenida con la cepa WB600 (Westers et al, 2006).
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A nuestro saber, este es el primer reporte en el que se muestra la produccion de
hIFN-y usando un gen sintético integrado en el genoma de B. subtilis. Aunque la
produccién de hIFN-y en B. subtilis usando el plasmido integrativo pint-gam fue 10
veces menor que el obtenido con el uso del plasmido replicativo pRep-gam, se
debe remarcar que la construccion integrativa solo inserta una copia del gen hIFN-
v en el locus lacA del cromosoma de B. subtilis, mientras que el nUmero de copias
del plasmido replicativo puede variar de aproximadamente 50 a 100 copias por
célula (Wu & Wong, 1999). Por lo que nosotros consideramos que la integracion
de varias copias de los genes de interés utilizando distintos loci de B. subtilis
puede ser una alternativa viable para producir grandes cantidades de proteinas
recombinantes, ademas, que este tipo de construcciones, pueden evitar la
inestabilidad segregacional que muestran los plasmidos replicativos, otro de los
principales problemas que muestra B. subtilis como sistema de expresién (Wang
et al, 2004).

Por ultimo, el sistema de secrecion de hIFN-y basado en B. subtilis construido en
este proyecto, se sugiere, puede ser utilizado como un probi6tico funcionalizado
para la liberacion de hIFN-yen el tracto gastrointestinal para el tratamiento de
algunos tipos de céncer, disenteria amebiana o diarrea por rotavirus en infantes.
El uso de B. subtilis como probiético no es nuevo, de hecho, una cepa de B.
subtilis con actividades antivirales y anti-tumorales que secreta hlFN-o 2, es
comercializada actualmente bajo el nombre de Subalin (Beliavskaia et al, 2003).
Sin embargo, en nuestro caso todavia sera necesario realizarse pruebas previas

de efectividad y seguridad clinicas.
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5. Conclusiones

Los resultados presentados en este trabajo mostraron que B. subtilis puede ser
una alternativa para la produccién de algunas proteinas recombinantes con
intereses farmaceéuticos, ya que se logra una produccién aceptable de hIFN-y

usando a este microrganismo como sistema de produccion.

La ineficiencia en la translocacion de la proteina hiL-2 al medio de cultivo, puede

deberse a la naturaleza de la misma.

Las citocininas hiL-2 y hIFN-y, pueden ser objeto de degradacion, por la actividad

proteolitica residual que posee la cepa de B. subtilis WB600.

Los estudios de produccion utilizando como modelos las citocininas hlL-2 y hIFN-

v, indican que el sistema de secrecion de B. subtilis se satura rapidamente.

El uso de un sistema integrativo puede ser una alternativa util para la produccién

de proteinas recombinantes en B. subtilis.
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Anexo 1

Medios y soluciones

Tabla Al. Medio LB.

Reactivos Cantidad
Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 549
NacCl 10g

Disolver en 1 L de agua destilada y ajustar el pH a 7.0 con NaOH, esterilizar a 121°C
durante 15 minutos. Para medio LB solido, adicionar 15 g de agar bacteriolégico.

Medios para transformacion de B. subtilis

Tabla A2. Medio A base 10x.

Reactivos Cantidad
Extracto de levadura 109
Casaminoécidos 29
Glucosa 50% 100 mL

Disolver el extracto de levadura y los casaminoacidos en agua destilada hasta un volumen
de 900 mL vy esterilizar en autoclave, después agregar la glucosa al 50% previamente
esterilizada por filtracion.

Tabla A3. Bacillus Sales 10x.

Reactivos Cantidad
(NH4)2S0a4 20 ¢
K2HPO4-3H20 183 g
KH2PO4 60 g
citrato de Na 10g
MgSOa4-7H20 249

Disolver las sales hasta un volumen de 1 L y esterilizar en autoclave.

Tabla A4. Medio A.

Reactivos Cantidad
Agua estéril 81 mL
Medio A base 10x 10 mL
Sales Bacillus 10x 9mL
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Tabla A5. Medio B.

Reactivos Cantidad
Medio A 81 mL
CaCl2.2H20 50 mM 0.1 mL
MgCI2.6H20 250 mM 0.1 mL

Purificacién de ADN plasmidico por lisis alcalina

Tabla A6. Solucion | para purificar ADN plasmidico.

Reactivos Cantidad
Tris-HCI (pH 8) 25 mM
EDTA 10 mM
Glucosa 10 mM

Tabla A7. Solucion Il para purificar ADN plasmidico.

Reactivos Cantidad
SDS 1%
NaOH 0.2M

Tabla A8. Solucion 1l para purificar ADN plasmidico.

Reactivos Cantidad
Acetato de Sodio 3M
Ajustar el pH a 4.8 con &cido acético glacial

Electroforesis en gel de agarosa

Tabla A9. TAE 50X.

Reactivos Cantidad
Tris (base) 242 g
Acido acético glacial 57.1 mL
EDTA (0.5 mM pH 8) 100 mL

Aforar a 1 L con agua miliQ.
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Tabla A10. Gel de agarosa al 1%.
Reactivos Cantidad
Agarosa 1g
TAE 1X 100 mL
Bromuro de etidio (10 mg mL™) 0.5 pg mL™

Calentar la solucién a maxima potencia durante 2 minutos.

Geles de acrilamida de gradiente.

Tabla Al11l. Soluciones requeridas.

Solucién

Acrilamida (BioRad)

Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

(p/v)

Glicerol al 50% (v/v)
Azul de bromofenol al 1% (p/v)

Persulfato de amonio al 10% (APS)

al 10%

Filtrar la solucién de azul de bromofenol, para remover agregados del colorante.

Tabla Al12. Soluciones para el gel de gradiente.

Soluciones Gel al 4% Gel al

20%

Acrilamida (BioRad) 365 uL 1815 uL
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 690 pL 690 pL
SDS al 10% 27.5 uL 27.5uL
H.O MQE 1650 pL 205 pL
TEMED 1.83 uL 0.91 pL
APS al 10% 916 ul | 9.16 uL

Tabla A13. Soluciones para el gel concentrador.

Soluciones Gel al 4%
Acrilamida (BioRad) 365 uL
Tris-HCI 1.5 M, pH 6.8 690 pL
SDS al 10% 27.5 L
H,0 MQE 1650 pL
TEMED 1.83 L
APS al 10% 9.16 ul

NOTA: Adicionar el TEMED y el APS antes de usar.
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Tabla Al4. Soluciones para el gel de gradiente.

Soluciones Cantidad
Tris-HCI 1 M, pH 6.8 0.6 mL
Glicerol al 50% 5mL
SDS al 10% 2 mL
2-b-mercaptoetanol 0.5mL
Azul de bromofenol al 1mL
1%

Tabla A15. Amortiguador de corrida.

Reactivos | Cantidad
Tris-base 39
Glicerol 144 ¢
SDS 1lg

Disolver en 1 L de agua destilada, el pH aproximado es de 8.3.
Western blot

Tabla A16. Amortiguador de transferencia Towbin.

Reactivos | Cantidad
Tris-base 25 mM
Glicina 192 mM

Disolver en soluciéon de metanol al 20%.

Tabla A17. Amortiguador de fosfatos (PBS).

Reactivos Cantidad
NaCl 140 mM
Na,HPO, 7.2 mM
NaH,P0O,.H,O | 2.8 mM

Disolver en agua miliQ, ajustar el pH a 7.5.

Tabla A18. Solucion para bloquear.

Reactivos Cantidad
Leche descremada 39
svelty ®

Disolver en 100 mL de PBS.
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Tabla A19. Amortiguador para la enzima fosfatasa alcalina.

Reactivos Cantidad
Tris HCI (pH 0.1 M
9.5) 0.1M
NacCl 50 mM
MgCl,.6H,0

Tabla A20. Solucion de anticuerpos policlonales primarios.

Anticuerpo Concentraciéon
Anti rhIFN-y 0.2 ug mL*
Anti rhiL-2 0.2 ugmL*

Diluir en PBS con 1% de BSA.

Tabla A21. Solucién de anticuerpos policlonales secundarios.

Anticuerpo Dilucién
cabra anti- 1IgG 1.3000
de conejo
acoplado a AP

Diluir en PBS con 1% de BSA.

Tabla A22. Mezcla de reaccion para la PCR

Volumen

38.5 uL
5.0 uL
1.0 uL
1.0 uL
1.0 uL
0.5 uL
2.0 uL
1.0 yL

Reactivo
Agua miliQ

Taq ADN Polimerasa
MgCl, (50mM)

ADN molde (12ng/ uL)

Amortiguador de PCR 10X Mezcla de dNTP (10mM)
Oligonucledtido | (10pmol/uL)
Oligonucledtido Il (10pmol/ uL)

Tabla A23. Programa usado para la amplificacion de los fragmentos sp-amyL, hiL-2, hIFN-

v, P43
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1 94 5 min
30 94 30s
30 55 30s
30 72 1 min
1 72 7 min
1 4 o0
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Anexo 2
Métodos estandar
Preparacion de células competentes de E. coli

Se siembra por estria la cepa de E. coli de interés en una placa con medio LB sélido y se
incuba durante toda la noche. Se prepara un preindculo en 10 mL de medio LB liquido con
una colonia de E. coli aislada y se incuba durante toda la noche en un agitador orbital a
250 rpm y 37°C. Se toma el volumen necesario del preinéculo para ajustar el cultivo a una
OD600 de 0.1 en 30 mL de medio LB liquido fresco contenido en un matraz de 250 mL, se
incuba a 37°C y 250 rpm en el incubador orbital y se sigue una cinética de crecimiento
hasta que el cultivo alcance una OD600 de 0.5. Se vacia el volumen total del cultivo en un
tubo de 50 mL para centrifuga previamente enfriado (4°C) y se incuba en hielo durante 15
min. El tubo conteniendo el cultivo celular se centrifuga a 4,000 rpm durante 5 min (la
centrifuga debid enfriarse previamente). Se desecha el sobrenadante cuidadosamente por
decantacién y la pastilla celular se resuspende suavemente en 15 mL de una solucién fria
de CaCl2 100 mM, la suspensién celular se incuba nuevamente en hielo durante 15 min.
Se decanta el sobenadante cuidadosamente para no perder la pastilla celular, por ultimo,
la pastilla celular se resuspende en 2 mL de la solucion fria de CaCl2. Las células son
competentes en este punto y pueden ser transformadas. Las células conservan su estado
de competencia durante 1 mes (aproximadamente) almacenandolas a -70°C en alicuotas

de 100 uL con un volumen igual de glicerol al 50% estéril.
Preparacion de células competentes de Bacillus subtilis y transformacién.

Para llevar las células de B. subtilis al estado natural de competencia se inoculan 2-3
colonias frescas en un tubo con 20 mL de medio A y se incuba toda la noche a
temperatura ambiente sin agitacion. Al dia siguiente el cultivo se transfiere a un matraz de
250 mL, se incuba a 37°C y 250 rpm. Se toman alicuotas de 1 mL para seguir la cinética
de crecimiento a una OD600. Se registran los valores en papel semi-logaritmico hasta
localizar el t0. Que es el punto de interseccién entre la linea de crecimiento exponencial
(log) vy el inicio de la fase estacionaria. Esto toma entre 60 y 90 min de incubacién. Se
continla la incubacién durante 90 min después de haber cesado la fase log de
crecimiento (t90). En este punto se diluyen 50 uL del cultivo en 450 uL de medio B en un

tubo de vidrio estéril de 16 x 125 mm. Los tubos se incuban con agitacion vigorosa (250
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rpm) durante 90 min mas, en este punto las células son altamente competentes para su
transformacién con DNA plasmidico circular, lineal y cromosémico (segun se requiera).
Para transformar B. subtilis se agregan a los 500 uL de células competentes 1 ug de DNA
transformante y se incuban los tubos durante 30 min a 37°C. La mezcla de transformacion
se siembra en alicuotas de 200 uL sobre placas con medio LB sélido conteniendo el

antibiotico adecuado.
Transformacion de E. coli

A un tubo con 100 pL de células competentes de E. coli se le agregan 1 uL de plasmido
circular o el volumen total de una reaccién de ligacién, se incuba la mezcla en hielo
durante 30 min para que el DNA se precipite sobre la célula, posteriormente se le da un
choque térmico incubando el tubo en un bafio de agua a 42°C durante 2 min,
inmediatamente después se incuban las células durante 1 min en hielo, se adicionan 250
uL de medio LB a la suspension celular y se incuba a 37°C y 250 rpm durante 1.5 h,
finalmente las células transformantes se seleccionan sembrando alicuotas en placas de
medio LB sélido con el antibiético de resistencia del pladsmido (las placas se incuban a

37°C durante toda la noche).
Obtencién de DNA plasmidico

Un tubo de 50 mL con 5-10 mL de medio LB liquido suplementado con el antibi6tico
adecuado se inocula con una colonia aislada de E. coli transformante e incuba a 37°C
durante toda la noche, posteriormente las células se cosechan centrifugando 1 mL del
cultivo a 13,000 rpm durante 2 min, el pellet se resuspende en 100 uL de la solucion I; a la
suspension celular se le adicionan 200 L de la solucién Il, se invierte el tubo suavemente
3 a 6 veces y se incuba en hielo durante 5 min, después se le adicionan al lisado celular
150 ulL de solucion 11, se centrifuga el tubo a 13,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante
se transfiere a un tubo limpio y se extrae con 400 mL de una solucion
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25.24:1), la solucion se mezcla en el vortex durante 5
seg, y posteriormente se centrifuga a 14,000 rpm durante 10 min y se recolecta la fase
superior acuosa en un tubo limpio, se precipita el DNA plasmidico con etanol absoluto frio
y se lava 3 veces con etanol al 70%, finalmente se seca la pastilla al aire y se resuspende

en 30 uL de agua libre de nucleasas.
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Capitulo Il.

Caracterizacion enzimatica y
modelamiento molecular de una
superoxido dismutasa de Deschampsia

antarctica E. Desv, producida en E. coli.
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Resumen
“Caracterizacion enzimatica y modelamiento molecular de una superoxido

dismutasa de Deschampsia antarctica E. Desv, producida en E. coli.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas producidas durante el
metabolismo de los organismos aerdbicos y son exacerbadas bajo condiciones de
estrés como la exposicion al frio, radiacion ultravioleta, desecacion etc. Estas
moléculas reactivas provocan la oxidacién de lipidos, inactivacion de enzimas o
rupturas de la cadena del DNA, lo que conlleva al envejecimiento celular y
desarrollo de enfermedades. Las superoxido dismutasas (SODs) constituyen la
primera linea de defensa contra las ROS y se clasifican de acuerdo al cofactor
metalico presente en su sitio activo en: SODs dependeientes de Mn, Fe, Niy Cu-
Zn. Deschampsia antarctica E. Desv. es una de las dos plantas vasculares nativas
que viven en la Antarctica, por lo que debido a las condiciones extremas de su
habitat, es muy probable que esta especie haya tenido que adaptarse mediante la
evolucion de sus sistema de defensa antioxidantes. Por ello, en este estudio se
realiz6 la caracterizacion bioquimica y el modelamieno de una superéxido
dismutasa de Deschampsia antarctica E. Desv, producida en Escherichia coli. La
proteina recombinante producida en E. coli se purific6 mediante cromatografia de
afinidad en una columna de Ni-NTA-agarosa y se demostréd su identidad mediante
ensayos de fotorreduccién del NBT e inhibicion en solucién por H,O, y KCN.
Adicionalmente, el analisis mediante espectroscopia de emision Optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES) confirmé la presencia en la proteina de Cu y
Zn. Los ensayos de actividad por el método de NBT en solucién descrito por
McCord y Fridovich demostraron que la Cu-Zn SOD de D. antarctica (DaSOD)
tiene una actividad especifica de 5, 818 U/mg a 25°C y pH 7.2. Ademas, se
demostré que la DaSOD a pesar de ser una enzima que presenta actividad a

temperaturas bajas (0°C y -20°C), tiene una gran termoestabilidad.

Caracterizacion enziméatica y modelamiento molecular de una superoxido
dismutasa de Deschampsia antarctica E. Desv, producida en E. coli. Palabras

clave: Especies de oxigeno reactivas (ROS), Antioxidantes, Extremofilos.
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Abstract
“Enzymatic characterization and molecular modeling of a Deschampsia
antarctica E. Dev superoxide dismutase, produced in E. coli”
Reactive oxygen species (ROS) are molecules produced during the metabolism of
aerobic organisms and are exacerbated under conditions of stress such as
exposure to cold, ultraviolet radiation, desiccation, etc. These reactive molecules
may cause lipid peroxidation, inactivation of enzymes and DNA modification,
leading to cell aging and disease development. The superoxide dismutases
(SODs) are the first line of defense against ROS and are classified according to
metal cofactor present in its active site (Mn, Fe, Ni and Cu-Zn). Deschampsia
antarctica E. Desv. is one of the two native vascular plants that live in Antarctica,
so that due to the extreme conditions of their habitat, it is clear that the specie had
to evolve its antioxidant defense system to tolerate and survive. In this study, we
performed a biochemical characterization and modeling of a superoxide dismutase
isolated from Deschampsia antarctica E. Dev and produced in Escherichia coli.
The recombinant protein produced in E. coli was purified by affinity
chromatography Ni-NTA and their identity was demonstrated by NBT
photoreduction assays and inhibition by H,O, and KCN. Additionally, analysis by
ICP-OES confirmed the presence of Cu and Zn. Activity assays by the NBT
solution method described by McCord and Fridovich showed that the D. antarctica
Cu-Zn SOD (DaSOD) has a specific activity of 5,818 U/mg at 25°C and pH 7.2.
Furthermore, it was shown that despite being DaSOD an enzyme which has

activity at low temperatures (0°C and -20°C), has a high thermostability.
Enzymatic characterization and molecular modeling of a Deschampsia antarctica

E. Dev superoxide dismutase, produced in E. coli. KEY WORDS: ROS,

Antioxidant, Extremophiles.
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1. Introduccidn
Los organismos terrestres Antarticos viven permanentemente en el continente y
sobreviven en uno de los entornos mas hostiles de la Tierra. Los sitios que
sostienen la vida en la Antartida estan limitados en gran medida a las regiones que
estan libres de hielo, por lo menos durante parte del afio y que reciben agua
proveniente del deshielo en primavera y verano. Viviendo en tales condiciones,
estos organismos pueden ser indicadores particularmente sensibles al cambio
climatico y son buenos modelos para el estudio de como la vida se desarrolla en
ambientes extremos (Wharton & Marshall, 2009).
El agotamiento del ozono estratosférico en el final de la primavera austral y
principios del verano aumenta significativamente la radiacion UV-B (280-315 nm)
gue alcanza los habitats antarticos terrestres (hasta en un 50%), asi como también
aumenta la penetracion de radiaciones con longitudes de onda mayores como la
luz UV-A (315-400 nm) a través de la atmésfera. Los aumentos antropogénicos y
naturales de la radiacion UV-B, junto con el aumento de la luz UV-A, pueden influir
negativamente en el crecimiento de los organismos (Hughes et al, 2003).
Deschampsia antarctica E. Desv. una de las dos plantas nativas que habitan en la
Antértida parece estar bien adaptada a los constantes cambios en las condiciones
de crecimiento y diversos factores abidticos, tales como: la alta y baja radiacion
durante el verano y el invierno respectivamente, una precipitaciéon deficiente,
sequias, inundaciones, salinidad, temperaturas variables, heladas, nieve, hielo,
etc. (Gielwanowska et al, 2005). Se ha demostrado que gran parte de estos
factores aumentan la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ERO) presentes
en la célula, esta claro que la planta ha tenido que evolucionar su sistema de
defensa antioxidante para tolerarlos y sobrevivir. De hecho, se han reportado altos
niveles de actividad de superéxido dismutasas, peroxidasas y glutation reductasas
en extractos de esta planta (Pérez-Torres et al, 2004).
Es por ello, que ademas de servir como modelo en el estudio del desarrollo de la
vida en condiciones extremas, también hay un creciente interés en la bisqueda en
D. antarctica de moléculas con aplicaciones practicas en la industria cosmética,

meédica, industrial y alimentaria.
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2. Marco tebérico

2.1. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres pueden ser definidos como especies quimicas, moléculas o
atomos, capaces de existir independientemente con uno o mas electrones
desapareados en su ultima capa u orbital electrénico, es decir, con un nimero
impar de electrones (Cheeseman & Slater, 1993; Halliwell et al, 1992). Pueden
estar cargados positivamente, negativamente o ser eléctricamente neutros.

La existencia del electron desapareado, es lo que les confiere su alta reactividad
con una gran cantidad de moléculas biologicas (lipidos, proteinas, acidos
nucleicos, etc.), ya que tiende rapidamente a ganar o ceder un electron para
conseguir asi una conformacién estable, esto hace que su vida media sea muy
corta.

En los sistemas bioldgicos, los radicales libres se forman continuamente, algunos
ejemplos de estos son el radical superoxido (+O2") y el radical hidroxilo (HO-),
radicales centrados en el oxigeno, el radical trillo (RS¢) que es un radical centrado
en el azufre, el triclorometilo (CCls.), radical centrado en el carbono y formado por

el metabolismo del CCl, en el higado, etc. (Halliwell et al, 1992).

Siempre que un radical cede o toma un electrén, o simplemente se une a una
molécula no radical ésta se transforma en radical (Ballester, 1996; Halliwell, 1989).
Normalmente se producen reacciones en cadena asi un radical produce otro y
éste otro, etc. S6lo cuando dos radicales se unen desaparecen como tales
(Ballester, 1996; Halliwell et al, 1992).

En los organismos vivos, los oxidantes y radicales libres mas abundantes y
reactivos son los derivados del oxigeno. Dichos radicales se agrupan dentro del
término genérico de “especies reactivas del oxigeno” (ERO), haciéndose
referencia con este término, a un conjunto de moléculas que incluyen no solo a los
radicales de oxigeno propiamente dichos, entre los que se encuentran el <O,y el

*HO, sino también a algunas moléculas, no radicales, derivadas del oxigeno e
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involucradas directamente en la produccion de radicales del oxigeno, como
pueden ser el per6xido de hidrégeno (H,0.), el oxigeno singulete (*O,) y el 4cido
hipocloroso (HCIO) (Ballester, 1996). Como consecuencia de la formacion
continua de radicales libres, debe existir en el organismo un adecuado sistema no
sb6lo de defensa antioxidante sino también de reparaciéon del dafio oxidativo
producido (Fridovich, 1989).

2.1.1. Radical superoxido

El radical superéxido es un radical libre cargado, formado como consecuencia de

una reduccion monovalente o monoeléctrica del oxigeno molecular.

O, +e > <0y

Es una especie menos reactiva que otros radicales como puede ser el HO- y
aunque se ha observado su participacion en procesos citotoxicos (Fridovich,
1976; McCord & Fridovich, 1969), no parece ser un agente citotoxico que actie
directamente, sino que su principal efecto el de actuar como fuente de H,O, u
otros radicales libres y como reductor de iones metalicos de transicidon
(Cheeseman & Slater, 1993).

La principal fuente de produccién del anion superdxido se encuentra en la cadena
de transporte mitocondrial, ya que de un 5 a un 10% del oxigeno consumido es
practicamente reducido por electrones provenientes de los transportadores de
dicha cadena (Boveris & Chance, 1973). Asi, la ubisemiquinona parece ser la
responsable de cerca del 75% de superdxido formado por esta via (Boveris &
Cadenas, 1975) y la NADH deshidrogenasa la productora del resto (Turrens &
Boveris, 1980).

Entre otras fuentes nos encontramos, el escape de electrones del citocromo Pys
en el reticulo endoplasmatico hepatico, la autooxidacion de moléculas como
hemoproteinas, hidroquinonas, catecolaminas, ascorbato, tioles, etc., o como

productos durante los procesos de fagocitosis en la respuesta inflamatoria, o
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reacciones como las catalizadas por xantina oxidasa y aldehido oxidasa (Ballester,
1996).

Entre sus efectos fisioldgicos, se ha descrito su capacidad vasoconstrictora en
células del muasculo liso (Laurindo et al, 1991). A pH bajo el anion superdxido
podria protonarse, transformandose en el radical perhidroxilo (HO), siendo esta
forma protonada mas reactiva y capaz de generar lipoperoxidacion in vitro, al
poder reaccionar directamente con acidos grasos poliinsaturados libres, aunque in
vivo se ha demostrado que su tendencia es reaccionar con lipoperoxidos ya
formados dando lugar a radicales peroxilo (Bielski et al, 1983). Sin embargo, a pH
fisiologico menos del 1% del superdoxido se encuentra en su forma protonada
(Cheeseman & Slater, 1993).

2.1.2. Peroxido de hidrégeno

El peréxido de hidrégeno es un metabolito del oxigeno intracelular, formado por
una dismutacién del anion superdxido (catalizada por la superdoxido dismutasa

(SOD), o directamente a través de la reduccion bivalente de oxigeno.

20, +2 H* — SOD -0, + H,0,
O,+2e + 2H* — H»0,

El H,O, al igual que el anién superéxido presenta una reactividad quimica limitada,
pero su capacidad para atravesar membranas y el hecho de poder generar en
presencia de iones metalicos de transicion o del *O,, el radical hidroxilo (*OH),
hace que se incluya dentro del término genérico de “ERQ”, a pesar de no ser en si
un radical libre ya que no presenta electrones desapareados.

En mitocondrias, en condiciones fisioldgicas se ha estimado una produccién de 0.3
a 0.6 umol de H,0,. min* g* de proteina, pudiéndose incrementar dicha
produccion con un aumento de PO, en el medio, lo que implica al H,O, en el

efecto letal inducido por altas presiones de este gas (Chance et al, 1979).
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Se ha observado que pequefias concentraciones de H;O, producen lisis
eritrocitaria, asimismo pueden producir la oxidacién directa de compuestos
sulfhidrilos, tales como residuos de metionina de diversas proteinas e inducir
indirectamente la peroxidacion de los acidos grasos de las membranas celulares
(Halliwell & Gutteridge, 1984). Se ha demostrado la induccién de la produccion del
factor activador plaquetario por el endotelio en presencia de H,O, (Redl et al,
1993).

El H,O, tiene la capacidad de atravesar las membranas biolégicas, pudiendo
causar o promover el dafio oxidativo en macromoléculas distantes de su lugar de

produccion (Chance et al, 1979).

2.1.3. Radical hidroxilo

El radical hidroxilo es el radical mas reactivo entre las especies oxigenadas
conocidas capaz de reaccionar de modo directo con practicamente cualquier
molécula bioloégica. En su produccion radica, en la mayoria de los casos la
citotoxicidad de los radicales *O," y H,0O,, ya que, como se ha comentado, estas
moléculas presentan una baja reactividad. En los organismos vivos, la principal
fuente de produccién del radical hidroxilo, parece ser la descomposicion del
peréxido de hidrégeno en presencia de metales de transicion, principalmente el
hierro y cobre. Siendo en el caso del hierro a través de la denominada reaccion de
Fenton (Aruoma et al, 1991; Halliwell & Gutteridge, 1986; Minotti & Aust, 1987).

Fe'? + H,0, — OH + OH + Fe*

La produccion de hidroxilo puede estimularse por el anion superdxido, mediante la
denominada reaccion de Haber-Weiss o también denominada en algunos casos
reaccion de Fenton conducida por el O, (Halliwell & Gutteridge, 1986; Halliwell et
al, 1992).

Oy +H,0, > OH + OH + O,
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La reaccion de Haber-Weiss, se podria entender como el resultado de la unién o
colaboracion de la reaccion de Fenton con la capacidad del anidn superéxido para

reducir metales idnicos de transicion.

Fe™ + 0, — O, + Fe*

Hay otras vias de produccion de radical hidroxilo en organismos vivos, entre los
gue se encuentran la fisibn homolitica del agua provocada por excesiva exposicion
a radiaciones ionizantes (Armstrong, 1958) o bien la descomposiciéon de
peroxinitrilo, independiente de metales i6nicos de transicion (Beckman et al, 1990).
En esta Ultima via también interviene el anidén superdxido, ya que es el causante
de la formacion de radical peroxinitrilo al reaccionar con el 6xido nitrico (NO),
especialmente en fagocitosis y células endoteliales vasculares (Saran & Bors,
1990).

2.1.4. Oxigeno singulete

El oxigeno singulete no es un radical en si, pero junto al radical hidroxilo, es
considerada como una de las especies oxigénicas capaces de reaccionar
directamente con macromoléculas como pueden ser &cidos grasos (Halliwell &
Chirico, 1993; Sevanian & Hochstein, 1985).

Es producido por absorcién de energia por una molécula de oxigeno, lo que causa
una nueva disposicion de los electrones como consecuencia del cambio de
orientacion de uno de sus espines. La via mas importante de produccion en
sistemas biol6gicos se da cuando ciertos compuestos son iluminados en presencia
de oxigeno, estos compuestos absorben la luz, adquiriendo un estado de alta
excitacion electronica, y transfiriendo ese exceso de energia al oxigeno con lo que

se convierte en oxigeno singulete (Halliwell & Chirico, 1993).

Compuesto — luz— Compuesto* (excitado)
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Compuesto* + O, — "0, + Compuesto

Entre estos agentes fotosensibles nos encontramos colorantes (p.ej. eosina),
cierto tipo de drogas (p. ej. tetraciclinas) y una serie de sustancias encontradas en
el cuerpo humano, como pueden ser porfirinas, riboflavinas y bilirrubina (Halliwell
& Chirico, 1993). Por ejemplo en pacientes con cierto tipo de porfiria, se produce
acumulacion de porfirinas que puede provocar dafios en la piel, al interactuar la luz
solar con ellas dando lugar a la formacion de oxigeno singulete (Krinsky, 1992).

A pesar de la capacidad del oxigeno singulete para reaccionar con acidos grasos,
no se puede considerar como un inductor de la peroxidacién lipidica, como puede
serlo el OH’, puesto que reacciona directamente con el acido graso para dar
peroxidos, sin que exista sustraccion de hidrégeno, no dandose por lo tanto las
reacciones en cadena (Frankel, 1984; Halliwell & Chirico, 1993).

'0,+LH —> LOOH

La reaccién de peréxidos entre si, pueden producir oxigeno singulete, siendo esta
otra via de produccion, aunque menor, puesto que la probabilidad de colision entre
estos peroxidos es baja.

Otra via de produccion es la observada por Kanofsky (Kanofsky & Sima, 1991), en
la que la interaccion del ozono con ciertas moléculas biolégicas produce oxigeno

singulete.

Estudios bioquimicos y fisiologicos en varios organismos, han demostrado que las
SODs son la primera linea de defensa contra las especies reactivas de oxigeno y
también uno de los principales componentes del sistema de defensa antioxidante
(Krinsky, 1992).

El <O, es producido en cualquier locacion donde la cadena de transporte de
electrones este presente, y por lo tanto, la activacion del O, puede ocurrir en
diferentes compartimentos de la célula (Forsmark et al, 1991), incluyendo

mitocondrias, cloroplastos, microsomas, glioxisomas, peroxisomas, apoplastos, y
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el citosol. Por lo tanto, no es sorprendente que las SOD estén presentes en todas
estas localizaciones sub-celulares (Figura 1). Si bien todos los compartimientos de
la célula son sitios posibles para la formacion de <O, se cree que los cloroplastos,
las mitocondrias y los peroxisomas son los mas importantes generadores de ROS
(Fridovich, 1986). Se ha demostrado que las membranas de fosfolipidos son
impermeables a las moléculas cargadas de *O, (Takahashi & Asada, 1983), por lo
tanto, es crucial que las SOD estén presentes para la eliminacion de <O, en los

compartimentos en donde los radicales se forman (Takahashi & Asada, 1983).

Fig. 1. Localizacion de las SODs dentro de la célula de la
planta.

2.2. Clasificacion de las SOD

Con base al co-factor metdlico utilizado por la enzima, las SOD se clasifican en 4
grupos: las hierro SOD (FeSOD), las manganeso SOD (MnSOD), las SOD cobre-
zinc (Cu-ZnSOD) y las nigquel SOD (NiSOD) y estas se encuentran en diferentes
compartimientos de la célula. Las FeSOD se encuentran en el cloroplasto, las Mn
SOD en las mitocondrias y peroxisomas, y las Cu-ZnSOD en los cloroplastos, el
citosol y en el espacio extracelular (Figura 1). La comparacion de la secuencia

predicha de aminoacidos de estos tres tipos diferentes de SOD sugieren que las
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Mn y FeSOD son los tipos mas antiguos y que estas enzimas probablemente han
surgido de la misma enzima ancestral, mientras que las Cu-ZnSOD no tienen
similitud de secuencia con las MnSOD y las FeSOD por lo que probablemente han
evolucionado por separado (Kanematsu & Asada, 1991; Smith & Doolittle, 1992).
La razon evolutiva para la separacion de las SOD en base a su requisito por
distintos metales estd4 relacionada probablemente con los cambios en la
disponibilidad de compuestos metalicos de transicion presentes en la biosfera en
relacion al contenido de O, de la atmosfera durante las distintas eras geoldgicas

(Bannister et al, 1991). Cada grupo de SODs seran descritas a continuacion.
2.2.1. Hierro SODs (Fe SODs)

Las FeSODs constituyen, probablemente, el grupo més antiguo de SODs. Se ha
sugerido que el hierro fue probablemente el primer metal utilizado como cofactor
metalico en el sitio activo de la primera SOD debido a la gran cantidad de hierro
soluble (Fe II) presente en aquel tiempo (Bannister et al, 1991). Como los niveles
de O; en el entorno aumentaron, los componentes minerales del medio ambiente
se oxidaron. La disminucion de la disposicion de Fe (ll) en el medio ambiente
provocd un cambio por el uso de un metal con mayor disponibilidad, Mn (lII).
Las FeSOD se encuentran tanto en procariotas y en eucariotas, son inactivadas
por H,O, y son resistentes a la inhibicion por KCN. En todas las especies de
plantas examinadas hasta la fecha, se infiere que se encuentran en los
cloroplastos. Anticuerpos policlonales contra la FeSOD del lirio acuéatico (Nuphar
luteum), la ubican dentro de los cloroplastos (Salin & Bridges, 1982). En N. luteum
la Fe SOD también se localiza en el cloroplasto. La ausencia de FeSOD en
animales ha dado lugar a la propuesta de que el gen que les dio origen, se origind
en el plasto y se mudo6 al genoma nuclear durante la evolucién. El apoyo a esta
teoria proviene de la existencia de varias regiones conservadas en las secuencias
de FeSOD que estan presentes en plantas y cianobacterias, pero que estan
ausentes en las bacterias no fotosintéticas (Bowler et al, 1994). Hay dos grupos
distintos de SOD Fe. El primer grupo es un homodimero formado por dos

subunidades idénticas de 20 kDa, con 1-2 atomos gramo de hierro en el centro
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activo. Este tipo de FeSOD han sido aisladas de Escherichia coli (Yost &
Fridovich, 1973); Photobacterium sepoa y P. leiognathi (Puget & Michelson, 1974),
la bacteria purpura sulfurosa Chromatium vinosum (Kanematsu & Asada, 1978), y
las especies de plantas, Ginkgo biloba, Brassica calpestris y Nuphar luteum (Salin
& Bridges, 1980). El segundo grupo de FeSOD, que se encuentra en la mayoria
de las plantas superiores, es un tetramero de cuatro subunidades iguales con un
peso molecular de 80-90 kDa. Los miembros de este grupo contienen 2-4 atomos

gramo de hierro en el centro activo.

2.2.2. Manganeso SODs (MnSODs)

Las MnSODs son probablemente las segundas mas antiguas después de las Fe
SODs y se cree que evolucionaron de una Fe SOD ancestral, tal vez, por ello de la
existencia de SODs “cambialisticas”. Las MnSODs estan presentes en
mitocondrias y peroxisomas y poseen solo un atomo metalico por subunidad.
Estas enzimas no son funcionales sin el atomo de Mn presente en el sitio activo.
Aun cuando las Mn y FeSODs tienen una gran similitud en su estructura primaria,
secundaria y terciaria, han divergido suficientemente, a tal grado que el Fe (II) no
restaura la actividad de una MnSOD vy vice versa (Fridovich, 1986). Las MnSODs
llevan a cabo la catdlisis mediante la atraccion de las moléculas de <Oy
negativamente cargadas hacia el sitio formado por los aminoacidos cargados
positivamente presentes en el sitio activo de la enzima. El metal presente en el
sitio activo dona enseguida un electron directamente al <O, reduciéndolo, el cual
a su vez forma una molécula de H,O, reaccionando con un proton (Bowler et al,
1994). Las MnSODs son enzimas tanto homodiméricas como homotetraméricas
con un atomo de Mn (lll) por subunidad. La enzima no es inhibida por cianuro de
potasio (KCN) o inactivada por H,O, y esta presente tanto en eucariotes como en
procariotes. Las MnSODs de plantas poseen aproximadamente un 65% de
similitud en secuencia con cualquier otra, y estas enzimas también tienen una alta

similitud a las MNnSODs bacterianas (Bowler et al, 1994).
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2.2.3. Cobre-zinc SODs (Cu-ZnSODs)

Cuando el oxigeno saturé la atmosfera por completo, el Fe (lI) no estuvo
disponible y el Cu (l) insoluble se convirti6 en Cu (ll) soluble, este comenz6 a
utilizarse como cofactor metalico en el sitio activo de las SODs. Debido a que las
Fe y Mn SODs poseen propiedades eléctricas similares, la transicion del uso de
hierro al uso de manganeso requiri6 pequefias modificaciones en la estructura
proteica de la SOD, es por ello que, las Mn y FeSOD son estructuralmente muy
similares. Sin embargo, las propiedades eléctricas de las Cu-ZnSODs difieren
enormemente de las de Fe y MnSODs, por lo tanto se produjo un cambio
importante en la estructura de la SOD después de que el Cu se convirtid en el
cofactor metalico (Bannister et al, 1991). Las Fe y MnSODs estan presentes tanto
en organismos procariotas como eucariotas y aunque las Cu-ZnSODs se han
encontrado principalmente en eucariotas, su presencia se ha reportado en algunas
bacterias, incluyendo Photobacterium leiognathi, Caulobacter crescentus, y
pseudomonadales.

Las siguientes hipétesis intentan explicar la presencia de las Cu-ZnSOD en

procariotas:

(1) Las Cu-ZnSODs evolucionaron independientemente en procariotas y

eucariotas.

(2) Las Cu-ZnSODs se originaron en eucariotas y el gen eucariético fue
transferido a los procariotas. Esta hipotesis fue propuesta por primera
vez por Martin y Fridovich (Martin & Fridovich, 1981) y luego fue
apoyada por Bannister y Parker en 1985 (Bannister & Parker, 1985)
debido a la similitud del 30% entre la secuencia de aminoacidos de la
Cu-ZnSOD del caballo de mar y su simbionte Photobacterium leiognathi.

Después de tomar en cuenta algunas mutaciones puntuales, se logro
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una similitud mayor al 44% apoyando aun mas la hipotesis (Leunissen et
al, 1986). Sin embargo, la presencia de Cu-ZnSOD en Caulobacter
crescentus (Steinman, 1982) y en pseudomonadales que no son
simbiontes (Steinman, 1985) sugiere que dicha hipotesis requiere un

mayor refinamiento.

3) Las Cu-ZnSOD se originaron primero en procariotas y luego fueron
transferidas a los eucariotas. Sin embargo, esta hipotesis implica la
existencia poco probable de una Cu-ZnSOD ancestral comun entre
eucariotas y procariotas que se origind antes de que ambos dominios se
separaran, un hecho que tuvo lugar antes de que el Cu (ll) estuviera

disponible en la atmosfera.

2.3. Estructura de la Cu-Zn SOD

La Cu-ZnSOD se aislé por primera vez en 1939, a partir de eritrocitos bovinos
(Keilin & Mann, 1940), aunque en este primer aislamiento no se le asocié ninguna
actividad enzimética, siendo denominada hemocrupemia por su contenido en
cobre. Posteriormente McCord et al. (1969) mostraron su capacidad enzimatica
para inhibir la oxidacion de ferrocitocromo C por eliminaciéon de +O,, siendo
renombrada a la hemocupremia como superoxido dismutasa (McCord & Fridovich,
1969). En 1982, la primera estructura tridimensional completa de una Cu-Zn SOD,
producto del gen SOD1 de eritrocitos bovinos (BtCu-ZnSOD, PDB code 2SOD)
(Tainer et al, 1982), permiti6 a los investigadores establecer las bases
estructurales del mecanismo enzimatico y estabilidad de las Cu-ZnSODs (Figura
2) (Tainer et al, 1983). Desde su estructura primaria hasta la cuaternaria, las Cu-
ZnSODs eucaridticas son altamente conservadas, y estan compuestas por dos
subunidades idénticas (Figura 2). Cada subunidad consiste de un barril-
compuesto a su vez por ocho cadenas-B antiparalelas organizadas en un motivo
tipo Greek key (llave griega) (Richardson, 1977). Los residuos hidrofébicos
estrechamente empaquetados del ndcleo del barril, y los loops B3/B4 y B6/B7

forman las conexiones +3 cadenap/Greek key (GK1 y GK2) (Getzoff et al, 1989;
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Tainer et al, 1982). Dos residuos conservados de Leu dentro de estos loops tipo
Greek key rellenan los extremos del barril-B y son denominados residuos “corcho”.
Otros dos loops externos forman el canal del sitio activo. El primer loop B4/p5
sujeta la interfase del dimero con el sitio activo de zinc y contiene un enlace
disulfuro que permite la estabilizacion (Getzoff et al, 1992; Getzoff et al, 1989;
Getzoff et al, 1983; Hallewell et al, 1991; Tainer et al, 1982). El enlace disulfuro
estabiliza tanto el plegamiento de la subunidad como la interfase del dimero. El
segundo loop, B7/B8 o loop electrostatico (EL) guia y acelera la entrada del
substrato *O; al sitio activo (Getzoff et al, 1992; Getzoff et al, 1983).
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Fig. 2. Secuencia conservada, plegamiento, y regiones estructurales y
funcionales de Cu-ZnSOD, eucaribticas (A) Alineamiento basado en la
estructura de Cu-ZnSOD eucarid6ticas resueltas por cristalografia: HsSOD, H.
sapiens; BtSOD, B. taurus; ApSOD, A. pompejana; XISOD, X. laevis; SoSOD,
S. oleracea; PaSOD, P. atrosanguina; SmSOD, S. mansoni; Sc, S. cerevisiae.
Los elementos estructurales y la estructura secundaria de Cu-ZnSOD son
anotadas encima del alineamiento. Las letras debajo del alineamiento: C,
ligandos de union de Cu; D, Cisteinas involucradas en el puente disulfuro; B,
histidina puente; Z, ligandos de unién de Zn; H, ligando de H,0O, en ApSOD. (B)
Ejemplo de la estructura tridimensional de las Cu,ZnSOD. Los elementos
estructurales clave en (A) estdn marcados con un coédigo de color con
abreviaciones (V-loop, loop Variable; GK1 y GK2, loops Greek key 1y 2; S-S,
region del puente disulfuro). La N y la C representan el amino y el carboxilo
terminal respectivamente. Los ligandos metélicos se muestran en la estructura,
la histidina puente es mostrada en blanco.



Los iones de Cu y Zn estan posicionados por fuera del barril-B en el canal del sitio
activo. El ion Cu (ll), esta rodeado por cuatro restos de histidina con una
configuracion cuadrado plana distorsionada. Uno de los restos de histidina es un
ligando puente, con uno de sus nitrogenos unido al cobre y otro al Zn (Il) contiguo,
que presenta una configuracion tetraédrica. El zinc esta unido también a dos
restos adicionales de histidina y a un resto de acido aspéartico (Kitagawa &
Katsube, 1988).

El cobre esta relativamente expuesto al medio, mientras que el zinc estd mas
enterrado en la estructura proteinica. Esto era de esperar puesto que si la
transferencia directa de electrones entre el *O, y el Cu*? ha de tener lugar, este ha
de ser accesible al medio (Fridovich, 1976) (Ver Figura 4) . La estructura del sitio
activo se ha podido determinar por difraccion de rayos X y se muestra

esquematizado en la siguiente figura.

His118

Fig. 3. Estructura esquematizada del sitio activo de las Cu-ZnSODs.
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2.4. Mecanismo de accion de las Cu-ZnSODs

Las superoxido dismutasas protegen a las células de las especies reactivas de
oxigeno catalizando la dismutacion del radical superéxido en oxigeno molecular y
peroxido de hidrégeno. Como la diferencia entre el oxigeno molecular y el radical
superéxido es un solo electrén, la enzima debe de tener una especificidad extrema
ademas de que el substrato debe ser distinguido de otras especies regulatorias
diatomicas importantes que tienen basicamente el mismo tamafio como el 6xido
nitrico (Crane et al, 1997). En 1983 se propuso un mecanismo de accion basado
en la estructura (Tainer et al, 1983), pero debido a las limitantes, los modos de
unién del substrato/intermediario/producto al sitio activo solamente fueron
estimados. Estructuras de alta resolucion recientes como la de ApCu-ZnSOD, sola
0 en complejo con H,O, (Shin et al, 2009) (la primera estructura con producto
unido), ayud6 a proponer un mecanismo para la accion de las Cu-ZnSODs, que
toma en cuenta restricciones estéricas en el sitio de uniéon Cu (I) y como estas
restricciones estan relacionadas con la posicion del Cu en dos sitios (Figura 4).
Seguido del reconocimiento electrostatico (Getzoff et al, 1983) y direccion del
substrato hacia el sitio activo (Getzoff et al, 1992) por residuos cargados
positivamente como la Lys136 (Fisher et al, 1997) y la Arg143 (Fisher et al, 1994)
de la HsCu-ZnSOD, la primera media reaccion comienza con la entrada y unién
del sustrato <O, al Cu(ll). ElI Cu (Il) entonces es reducido a Cu (), y el O, es
oxidado a oxigeno molecular O,. El puente de unién entre el ion Cu y la histidina
(HsCu-ZnSOD His63) se rompe, dejando a la His63 Ne1 protonada. En la segunda
media reaccion, un protén de la His63 Ne1 y un electron de Cu (I) son donados al
*O," después de lo cual el Cu (I) es oxidado a Cu (ll), y el «O," es reducido a
peréxido de hidrégeno o HO; (Shin et al, 2009), restaurandose enseguida la unién
del Cu a la histidina puente (Tainer et al, 1983). De la estructura de la ApCu-
ZnSOD, se ha propuesto que el ion Cu (I) positivamente cargado puede ser
atraido al substrato *O, negativamente cargado (Shin et al, 2009).
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Fig. 4. (A) Potencial electrostatico mapeado en la superficie de
la estructura cristalina de ApSODH,0, de Alvinella pompejana.
El potencial electrostatico (azul positivo), (rojo negativo),
muestra la atraccion electrostatica del anion. La molécula de
H,0, (esferas rojas) ocupa la posicién del
substrato/intermediario/producto de la reaccién. Las esferas que
representan el cobre (izquierda) y zinc (derecha) fueron
adelantadas en la imagen para representar su posicion relativa
en la molécula. (B) Version seccionada de la superficie. En esta
vista, se distinguen claramente las restricciones estéricas sobre
el substrato/intermediario/producto. En los cristales se
encontraron la forma oxidada y reducida del Cu (amarillo
dorado) y en la figura se puede observar la distancia requerida
para el movimiento del ion Cu durante la catdlisis enzimatica
(Perry et al, 2010).
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Las reacciones catalizadas por SOD por un mecanismo de oxidacion-reduccion
ciclica del Cu (I) como cofactor metélico se resumen con las siguientes

ecuaciones:

E-Cu*? +.0, — E-Cu*+0,
E-Cu* ++0, + 2H" - E-Cu™+ H,0,

Tanto el Cu*? como el Zn*? pueden ser eliminados reversiblemente de la SOD. Sin
embargo, la apoenzima es mucho mas labil que la holoenzima, y esta inestabilidad
puede conducir en determinadas condiciones a una inactivacion irreversible.
Forman y Fridovich (Forman & Fridovich, 1973) estudiaron los efectos de los
metales sobre la actividad de la SOD bovina y, posteriormente, Beem et al.(Beem
et al, 1974) llevaron a cabo una investigacion mas detallada de la resolucion
reversible de esta enzima, utilizando la actividad enzimatica, la movilidad
electroforética y los espectros opticos para estudiar el estado de la enzima. Estos
Gltimos autores han demostrado que tanto el Cu™ como el Zn*? pueden ser
eliminados reversiblemente, y que Co*? el Hg** o el Cd*™® pueden remplazar al
Zn*? en su funcién de reforzamiento de la estabilidad enzimatica, mientras que
ningun metal puede remplazar al cobre en su funcion catalitica. También se ha
demostrado que el Cu*? puede restaurar por si solo hasta un 80% de la actividad
catalitica de la proteina nativa y que el sitio del zinc ha de estar ocupado para que

tenga lugar la recuperacion total de las propiedades nativas de la enzima.

2.5. Produccion de proteinas recombinantes en E. coli.

La bacteria Gram-negativa E. coli es el microrganismo mas utilizado para la
produccion de proteinas de interés comercial o terapéutico, debido a su genética
bien caracterizada y la disponibilidad de un nimero cada vez mas grande de
vectores de expresion y cepas mutantes (Baneyx, 1999). El uso de E. coli ademas
ofrece varias ventajas, como el uso de fuentes de carbono baratas, rapida

acumulacion de biomasa, facilidad para realizar fermentaciones a altas
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densidades celulares asi como simplicidad en el escalamiento de procesos
(Baneyx & Mujacic, 2004). Sin embargo, la principal ventaja de E. coli radica en su
capacidad de acumular proteinas exdgenas que pueden representar mas del 50%
de su contenido de proteina total (Sorensen & Mortensen, 2005). A pesar de tener
como desventaja la formacion de cuerpos de inclusion, sigue siendo unos de los
sistemas mas utilizados en la industria farmacéutica para la expresion de
biofarmacos, porque existen métodos eficientes de solubilizacion con urea,

guanidina-HCI y detergentes tales como SDS (Tsumoto et al, 2003).
2.5.1. Escherichia coli BL21-SlI.

Existe un gran nimero de cepas de E. coli comercialmente disponibles, para la
expresion de proteinas recombinantes. La cepa BL21-SI de E. coli es deficiente en
las proteasas lon y ompT. Las bacterias que son deficientes en proteasas, pueden
acumular grandes cantidades de proteina recombinante y disminuir degradacion
de la proteina durante la purificacion. Las células BL21-Sl contienen el gen de la
ARN T7 polimerasa integrado en el cromosoma bajo el control del promotor proU,
el cual se induce con sal (Bhandari & Gowrishankar, 1997). Por otro lado el gen de
interés debera ser clonado bajo el promotor T7. La ventaja de utilizar este tipo de
promotores controlables, es la alta densidad celular obtenida antes de inducir,

evitando asi un efecto toxico al sobre expresarse la proteina.
2.6. El sistema pET

El sistema pET es uno de los mas potentes sistemas desarrollado para la
clonacion y expresion de proteinas recombinantes en E. coli. La transcripcién de
los genes blanco clonados en los plasmidos pET es dirigida por la sefial de
transcripcion del bacteriofago T7. La expresion de los genes es inducida
proporcionando una fuente de ARN-polimerasa T7 en la célula huésped. La RNA-
polimerasa T7 es tan selectiva y activa que, cuando esta totalmente inducida, casi
todos los recursos de la célula son dedicados a la expresion del gen diana, por lo
gue el producto deseado puede comprender mas de 50% de la proteina celular

total unas pocas horas después de la induccion. Aunque este sistema es muy
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fuerte, también es posible atenuar los niveles de expresidon bajando la
concentracion de inductor. La ventaja en la disminucién del nivel de expresion es
que aunque baja el rendimiento de la proteina de interés, puede mejorar la
solubilidad de la proteina diana. Otra ventaja importante de este sistema es su
capacidad para mantener los genes diana transcripcionalmente silentes en el

estado no inducido.

2.7. Etiquetado de proteinas con 6His

La secuencia de ADN que especifica una cadena de seis a nueve residuos de
histidina se utiliza con frecuencia en los vectores para la produccion de proteinas
recombinantes. El resultado es la expresién de una proteina recombinante con
una cola de 6His fusionada al N o C- terminal.

Las proteinas expresadas etiguetadas con 6His pueden ser purificadas y
detectadas facilmente porque la cadena de residuos de histidina se une a varios
tipos de iones metalicos inmovilizados, niquel, cobalto y cobre, en condiciones de
amortiguacion especificos. Ademas, existen anticuerpos anti-6His disponibles
comercialmente para su uso en inmunoensayos que involucran la deteccién de
proteinas etiquetadas con 6His. En cualquier caso, la etiqueta de histidinas
proporciona un método de purificacion o especificamente la deteccion de la

proteina recombinante sin un anticuerpo especifico de la proteina o sonda.

2.7.1. Cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC)

Para la purificacion por afinidad, pequefias cuentas de agarosa fijadas son
modificadas con grupos quelantes para inmovilizar iones del metal deseado. Esto
se conoce como cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC). Los
guelantes mas utilizados como ligandos para IMAC son el &cido nitrilotriacético
(NTA) y el acido iminodiacético (IDA). Una vez que la resina de NTA- agarosa o
IDA-agarosa se prepara, puede ser "cargada” con el divalente metélico deseado.

La resina resultante suele llamarse (usando el niquel como ejemplo) agarosa Ni-
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NTA o agarosa Ni-IDA. Empacadas en cartuchos de cromatografia 6 columnas
adecuadas, estas resinas permiten la purificacion de 1 a 10 miligramos de proteina
etiquetada por mililitro de agarosa.

Las etiquetas de Poli-His se unen mejor a las resinas de IMAC en condiciones de
amortiguacion casi neutro (pH fisiolégico y la fuerza idnica). Un tipico vinculante /
tampon de lavado consiste en Tris-buffer salino (TBS) pH 7,2, que contiene 10-25
mm imidazol. La baja concentracion de imidazol ayuda a evitar la unién
inespecifica de proteinas enddgenas que tienen grupos de histidina.

Las concentraciones altas de sal y desnaturalizantes determinados (por ejemplo,
caotropos como la urea 8 M) son compatibles, por lo que la purificacion de las
muestras en varios buffers de inicio es posible. Sin embargo, agentes reductores,
agentes oxidantes y agentes quelantes (por ejemplo, EDTA) no son compatibles
con esta quimica de afinidad.

La elucidon y la recuperacion de la proteina etiquetada capturada en la columna de
IMAC se logra con una alta concentracion de imidazol (por lo menos 200 mM), un
pH bajo (por ejemplo, 0,1 M glicina-HCI, pH 2,5) o un exceso de quelante fuerte

(por ejemplo, EDTA). El imidazol es el agente mas comun de elucion.

2.7.2. Niquel, cobalto y cobre

El niguel es el i6bn metalico de mayor disponibilidad para la purificacion de
proteinas etiquetadas con histidinas. El niquel en general proporciona una buena
eficacia de union a proteinas 6His-etiquetadas, pero también tiende a unir
inespecificamente a proteinas enddgenas que contienen grupos de histidinas.
Como se menciond anteriormente, una pequefia cantidad de imidazol en el
tampon de unién / lavado ayuda a controlar la union de proteinas contaminantes.

El cobalto presenta una interaccion mas especifica con la etiqueta de histidinas, lo
gue resulta en una menor interaccion inespecifica. Por esta razoén, el cobalto es el
cation divalente preferido para la purificacion de proteinas 6His-etiqguetadas

cuando la alta pureza es una preocupacion primordial.

106



Los iones de cobre se unen a las proteinas etiquetadas con mas fuerza que el
cobalto o el niquel. Esto proporciona una capacidad de unién mas alta, pero
también la especificidad mas pobre. Por esta razén, la IMAC cobre suele utilizarse
s6lo para aplicaciones de unién en el que la purificacion no es el objetivo (tomado
de http://www.piercenet.com/files/1602015_ PurifHB_INT.pdf).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Caracterizar la actividad enzimatica y generar un modelo estructural teérico de una
superoxido dismutasa recombinante proveniente del pasto antérctico
Deschampsia antarctica E. Desv. producida en Escherichia coli.

3.2. Objetivos especificos

Utilizando herramientas bioinformaticas, realizar un modelamiento de la

superoxido dismutasa procedente de Deschampsia antarctica E. Desv (DaSOD).

Demostrar la funcion bioquimica de la DaSOD recombinante.

Determinar los parametros cinéticos de la DaSOD recombinante.
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4. Materiales y métodos

4.1. Medios de cultivo

La cepa E. coli BL21-SI/pDaSOD se cultivo de forma rutinaria en placas con medio
LBON (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, agar 15 g/L) suplementado con
100 pg/mL de kanamicina (Sigma). EI medio minimo para la expresion y
produccion de DaSOD contenia, por L: 5 g de glucosa, 3.5 g (NH4),HPO,4, 3.5 g
KH2POy4, 1.0 g MgSO,, 40 mg tiamina y 50 mg kanamicina. El pH se ajust6 a 7.0
antes de esterilizar el medio por autoclave durante 15 min a 121°C. Los
preindculos se hicieron en 100 mL de medio minimo adicionado con 0.5% de
extracto de levadura (Difco Labs, Franklin Lakes, NJ) y se incubaron durante toda

la noche a 250 rpm y 37°C.

4.2. Cultivo en Lote

Los cultivos en lote se realizaron en un birreactor de 1.3-L (Applikon, Schiedam,
Netherlands) equipado con dos turbinas Rushton con seis paletas cada una y
agitados a 300 rpm. Se inici6 con 1 L de medio minimo y una densidad O6ptica a
600 nm (ODgypnm) inicial de 0.2 y se crecieron a 37°C hasta alcanzar una
ODesoonm de 0.6. En este punto, la expresion del gen que codifica para la DaSOD
se indujo con 0.3 M de NaCl y la temperatura de post induccion se disminuyo a
32.5°C. Durante los experimentos, el pH y el oxigeno disuelto se mantuvieron a
7.0 y 20%, respectivamente, usando un Bio-controlador ADI-1030 (Applikon,
Schiedam, Netherlands) y el software BioXpert v1.3 (Applikon, Schiedam,
Netherlands). Se colectaron muestras de 3 mL del cultivo cada hora, las células se
cosecharon por centrifugacion a una velocidad de 16,000 x g durante 2 min a una
temperatura de 4°C., se resuspendieron en PBS y se rompieron con un
procesador ultrasonico GE 505 (Sonics, Newtown, CT) para su analisis posterior.
El ciclo usado para el rompimiento fue: 10 pulsos de 10 s con una amplitud de

25% y 10 s de descanso durante cada pulso. La fraccidén soluble del lisado se
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recupero por centrifugacion a 8,000 x g durante 15 min y 4°C de temperatura, en

una centrifuga RC5C plus (Sorvall, Stevenage, United Kingdom).

4.3. Purificacion de DasSOD

La proteina se purificO en una columna de agarosa-Ni-NTA con el sistema
ProBond Purification System, siguiendo las indicaciones del proveedor (Invitrogen;
Carlsbad, CA, USA). El extracto celular se incubé con la resina de agarosa niquel
equilibrada (Anexo 1) y se dejé en agitacion durante 3 horas a una temperatura de
4°C para permitir la union de la proteina a la resina. Posteriormente, se dejé
asentar la resina y se extrajo el sobrenadante y se lavo por 4 veces con el buffer
de lavado. La proteina unida a la resina se recuperé en buffer de elucion agitando
durante 3 horas a 4°C, al término se dejo asentar la resina y se eluyo el buffer. La
proteina eluida de la columna de afinidad se ultra dializo contra buffer 10 mM Tris-
HCI pH 7.5 en celdas con agitacion Amicon (Millipore) con membranas de

ultrafiltracién (Ultracel YM-10 Millipore) por tres horas a 4°C .

4.4. Deteccion de la enzima Hisg-DaSOD por Western blot

La proteina Hisg-DaSOD purificada por columna de afinidad se separd por
mediante SDS-PAGE en un gel de gradiente de poliacrilamida (4-20%) y se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciencies, Piscataway,
NJ), usando una camara horizontal de transferencia semi-Seca (Bio Rad,
Hercules, CA, USA). La proteina recombinante Hise-DaSOD se detecté por
inmunoblot. El anticuerpo Monoclonal Anti-poli Histidina (isotipo IgG1l de ratén,
AbD serotec; Oxford, U.K.) se us6é como anticuerpo primario a una concentracion
de 0.2 pg mL™ .Un anticuerpo cabra Anti-Ratén IgG acoplado a fosfatasa alcalina
se utilizo como anticuerpo secundario a la dilucion de 1:3000 en 1% de BSA
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). El inmunoblot se reveld con p-nitro azul de

tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (NBT/BCIP, Amersham Biosciences;
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Piscataway, NJ). El analisis de los inmunoblots se llevdé a cabo utilizando un
documentador de fotos Gel-Doc 2000 (BioRad, Segrate, Milan) y el programa
Quantity OneTM v4.5 (BioRad, Segrate, Milan).

4.5. Actividad enzimética de la DaSOD

La actividad de DaSOD fue revelada mediante el método fotoquimico descrito por
Beauchamp y Fridovich (Beauchamp & Fridovich, 1971) como sigue: 3 uL de la
proteina purificada se separaron por electroforesis en un gel de gradiente 4-20%
SDS-PAGE. La electroforesis se llevd a cabo en un cuarto frio a 4°C y 100 V por 4
h aproximadamente. Después de esto, los geles se lavaron dos veces durante 25
min con buffer renaturalizante que contenia: 50 mL de buffer Tris—HCI 10 mM (pH
7.9) y 25% (v/v) de isopropanol. Por ultimo, se revel6 la actividad en los geles.
Para ello los geles primero se incubaron durante 25 min en buffer de fosfatos 50
mM (pH 7.8), que contenia (p/v) 2.5 mM p-nitro azul de tetrazolio (NBT, USB Co,
Cleveland OH), se lavaron brevemente y se incubaron durante 15 min con 25 mL
de buffer de fosfatos 50 mM (pH 7.8) conteniendo 1.1 mM de riboflavina (Sigma,
St. Louis, MO) y 1.4 mM de TEMED (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA), los geles se
lavaron 3 veces con agua milliQ y se expusieron a un lampara de luz blanca de 50
watts durante 5 min o hasta que las bandas de actividad aparecieron. La SOD de
higado de bovino (Sigma; St. Louis, Missouri) se utiliz6 como control positivo para

demostrar la reproducibilidad de la técnica.

4.6. Modelamiento de la DaSOD y analisis de la presencia de iones metalicos

La estructura tridimensional de la proteina recombinante DaSOD se realizé con el
servidor de modelamiento comparativo de proteinas PROTEIN SWISS MODEL,
utilizando como templado el monémero 2g2IB perteneciente a la Cu-ZnSOD de la

planta Potentilla astrisanguinea. Los iones metélicos de la proteina recombinante
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purificada y dializada fueron determinados por espectroscopia de emision éptica
de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) usando un espectrofotometro
Varian model 730 (Palo Alto, CA).

4.7. Métodos Analiticos

El crecimiento celular se monitoreo a una ODgyponm usando un espectrofotdmetro
(Varian Cary BIO-50, Palo Alto, CA). La concentracion de la proteina purificada se
analizé por el método de Lowry (Lowry et al, 1951) usando albumina sérica bovina
(BioRad, Hercules, CA) como estandar, las proteinas se separaron en un gel SDS-
PAGE de gradiente discontinuo 4-20% y se visualizaron mediante tincién con
0.1% (w/v) de colorante Coomassie Brilliant Blue R250 (BioRad). El analisis
densitométrico de los geles de acrilamida y los zimogramas se llevo a cabo
usando el software Quantity OneTM v4.5 (BioRad). La actividad especifica de
DaSOD se determind por el método en solucion descrito por McCord y Fridovich
(1969) con algunas modificaciones, como se describe a continuacion: a una
celdilla de cuarzo de 3 cm® se le agregaron 3 mL de buffer de reaccién que
contenia (p/v) 13 mM de L-metionina, 0.1 mM de EDTA, 75 uM de NBT disueltos
en PBS al 50 mM (pH 7.8) y 3 uL de la enzima purificada, 6 3 uL de agua como
control negativo. Al tiempo cero se agregaron a la mezcla de reaccion 2 uM de
riboflavina y la celdilla fue expuesta a una fuente de luz blanca utilizando un diodo
emisor de luz (LED) ultrabrillante marca STEREN de 3 mm con una intensidad
luminosa de 3800 a 4000 mcd (milicandelas) adaptado a corriente alterna, a una
distancia de 3 cm de la celdilla. La reduccion de NBT se monitoreo durante 10 min
a 560 nm usando un espectrofotometro Cary BIO-50 (Varian, Palo Alto, CA)
acoplado con un Peltier (Varian, Palo Alto, CA) para control de temperatura. Las
mediciones se realizaron tres veces y el promedio fue utilizado para el analisis de
resultados. Definiendo a una unidad de actividad como la cantidad de enzima que
produce un 50% de la maxima inhibicion causada por la enzima sobre la reduccién
del NBT (McCord & Fridovich, 1969).
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4.8. Pruebas de inhibicion de DaSOD

Para realizar las pruebas de inhibicién, a la mezcla de reaccion descrita en el
apartado 4.7 se agregaron por separado, 5 mM de H,0O,, 10 mM de KCN y 5 mM
de azida de sodio (Kanematsu & Asada, 1991), seguido por la deteccidon
fotoquimica en solucién (Beauchamp & Fridovich, 1971). Para estudiar la actividad
de DaSOD a -20°C los geles se revelaron como se indico con anterioridad,
excepto que las soluciones de NBT y Riboflavina contenian 50% de glicerol para
evitar el congelamiento. También se determindé la actividad enzimatica después de

esterilizar la enzima a una presion de 15 lb y 121°C.

4.9. Efecto de latemperaturay el pH sobre la actividad de la DaSOD

Para determinar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la DaSOD,
alicuotas de 5 uL de la enzima purificada fueron sometidas a temperaturas desde
50 hasta 110°C, con incrementos de 10°C, durante un periodo de tiempo de 60
min con incrementos de 10 min, en un termociclador iCycler (BioRad; USA). La
actividad relativa de la enzima sometida a los diferentes tratamientos se determiné
mediante el método de reduccion del NBT en solucion. El efecto del pH sobre la
actividad de la DaSOD se determin6 incubando alicuotas de 5 pL de la DaSOD
purificada, en 145 ulL de distintos amortiguadores a pH 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9y 10,
durante un periodo de tiempo de 12 h. Los amortiguadores contenian
respectivamente: KCI/HCI 50 mM (pH 2), glicina/HCI 50 mM (pH 3),
CH3COOH/CH3COONa 50 mM (pH 4-5), KH2PO4/NaOH 50 mM (pH 6-8),
glicina/NaOH (pH 9-10). La actividad relativa de la enzima sometida a los
diferentes amortiguadores se determiné mediante el método de reducciéon del NBT

en solucion.
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5. Resultados y Discusién

5.1. Andlisis de la secuencia de DaSOD y Modelamiento

La secuencia aminoacidica de la proteina DaSOD fue sometida al servidor SWISS
MODEL para su modelamiento usando el modo automatico. El programa
construyd el modelo de la DaSOD usando como templado la unidad biolégica
identificada como 2g2IB que muestra un porcentaje de identidad de 82.237 % con
la DaSOD, pudiendo asumir que la estructura cuaternaria de nuestra proteina es
practicamente idéntica a la del templado (Figura 5). El templado 2g2IB pertenece a
uno de los monémeros de una Cu-Zn-SOD inducida por bajas temperaturas de la
planta Potentilla astrisanguinea (Yogavel et al, 2007). Ete resultado es interesante
ya que P. astrisanguinea es la Unica planta que se desarrolla en el oeste de los
montes Himalayas, India, bajo condiciones ambientales extremas de alta radiacion
UV y temperaturas bajas, similares a las que soporta D. antarctica.
Adicionalmente, el diagrama ANOLEA (Atomic Non-Local Environment
Assessment) que realiza los célculos de la energia favorable de la estructura
proteinica predicha (Chodanowski et al, 2008), da fiabilidad al modelo, ya que la
mayoria de las regiones donde se encuentran los elementos estructurales clave
para la actividad de DaSOD estan en zonas favorables (zonas marcadas en verde)
(Figura 6). La DaSOD presenta una estructura dimérica conformada por dos
subunidades idénticas. Cada mondmero contiene a la vez, un barril de ocho
cadenas, con siete loops (Perry et al) . Para ver una descripcidon mas detallada ir a
la Figura 7. Las principales diferencias estructurales observadas entre la DaSOD
y la PaSOD se encuentran principalmente en los loops disulfuro y el Greek key
(Figura 8).
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Fig. 5. Modelos en 3D de la Cu-Zn SOD de D. antarctica (A) y el templado 292IB (B)
generadas en SWISS MODEL. En ambas figuras se pueden observar los
aminoécidos involucrados en la coordinacion del i6n Zn*? (en color amarillo) y la
histidina puente (en color naranja), que coordina a los iones Zn*?y Cu*?. En verde y
azul, se muestran las histidinas involucradas en la coordinacién del ion Cu*?, para
las Cu-Zn de D. antarctica y 2g2IB (P. astrisanguinea), respectivamente.
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Fig. 6. Grafico Anolea de evaluacion del modelo predicho. En verde, regiones de
energia favorable de la estructura predicha. En rojo, zonas de energia alta, mas
desfavorables.
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Fig. 7. Estructura de DaSOD. Cada mondémero esta conformado por una estructura de
barril compuesto por ocho cadenas y siete loops. El sub-loop di-sulfuro comprende los
residuos 50—61 (azul), la regién de unién al Zn*? 62-83 (morado), el loop Greek-key 100-
113 (naranja) y el loop electrostatico (ocre). El Zn*? y el Cu*?, estan representados como
una esfera gris y amarilla respectivamente.
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Fig. 8. Sobreimposicion de DaSOD y PaSOD. Se muestran las diferencias
encontradas en los loops Greek key y disulfuro con flechas verde y azul
respectivamente.
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5.2. Expresion, inmunodeteccion y purificacion de DaSOD recombinante

Se tomaron alicuotas de 1 mL del cultivo en lote de E. coli BL21-SI/pDaSOD, las
células se cosecharon y se sonicaron como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos. La produccion maxima de la proteina DaSOD se alcanzo a
las cuatro horas del cultivo después de la induccion con 0.3 M de NaCl (Figura 9).
Mediante el analisis electroforético de un gel de SDS-PAGE tefiido con azul de
commassie se pudo observar la induccion por NaCl 0.3 M de una proteina con una
masa molecular aproximada de 16 kDa, que corresponde a la masa molecular
predicha de la DaSOD mas la cola-6His, datos que coinciden con lo reportado por
(Garcia Echauri et al, 2009). Una vez que se analiz6 la produccién de la proteina
DaSOD, esta se purific6 mediante una columna de afinidad Ni-NTA, utilizando
condiciones restrictivas para evitar la union de proteinas contaminantes, como lo
indica el proveedor. Adicionalmente, se realizé un analisis de inmunodeteccion
mediante Western blot, en el que se utiliz6 un anticuerpo monoclonal contra la
cola-6His contenida en la proteina recombinante, el ensayo detecta una sola
banda de 16 kDa que corresponde a la DaSOD fusionada con la cola-6His (Figura
10), demostrando que la enzima purificada se trata de la DaSOD recombinante.
Un resultado inesperado obtenido durante el ensayo de inmunodeteccién de la
proteina fue el reconocimiento por el anticuerpo anti- 6His de cada una de las
bandas de peso molecular del lider proteico (BioRad), esto permitio determinar
con mas claridad el peso de la proteina purificada, y puede ser una estrategia util
para marcar las bandas del marcador de peso de proteinas purificadas mediante
cromatografia de afinidad Ni-NTA detectadas mediante inmunoblot con el
anticuerpo Anti-6His, esto evitaria la necesidad de cortar la membrana de
nitrocelulosa y el uso de tinciones que ofrecen poca resolucién de los marcadores.
Por ultimo, para demostrar la pureza de la proteina DaSOD se realiz6 un analisis
densitométrico en SDS-PAGE tefiido con plata, de alicuotas de 3 ul de distintas
fracciones eluidas de la columna de afinidad, demostrandose que las proteina
tiene como minimo un 97 % de pureza, ya que la tincién utilizada es de 10 a 100

veces mas sensible que la tincidon con azul de commassie y no se aprecian bandas
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contaminantes (Figura 11). La pureza de la de la DaSOD recombinante, puede ser
suficiente como para ser utilizada en ensayos de cristalizacion y posterior analisis

mediante difraccion de rayos X.

Fig. 9. Analisis de la produccién en biorreactor de DaSOD
inducida por NaCl en E. coli. Carril 1, marcador de peso
molecular; Carril 2, muestra de extracto celular total, tomada
antes de la induccién con NaCl 0.3 M. Carriles 3-9 muestras
de extracto celular total tomadas a las 1-7 horas post
induccion. La flecha indica la posicion de la DaSOD
recombinante.

Fig. 10. Inmunodeteccion con anti-Hiss¢ de la DaSOD
recombinante purificada. A) Analisis SDS-PAGE de la
proteina DaSOD purificada mediante cromatografia de
afinidad en una columna de agarosa-Ni-NTA. Carril 1, 10 uL
de muestra de la DaSOD eluida; Carril 2, marcador de peso
molecular. B) Inmunoblot, del gel SDS-PAGE mostrado en A.
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Fig. 11. Andlisis de la pureza de la Hisg-DaSOD mediante
SDS-PAGE. 10 mL de la resina y de diferentes fracciones
eluidas de la columna de agarosa-Ni-NTA fueron sometidos
a electroforesis y el gel fue tefiido con AgNOj. Carril 1,
Marcador de peso molecular; Carril 2-5, Distintas fracciones
de la proteina eluida con imidazol de la columna de
afinidad.

5.3. Caracterizacidn enziméatica de DaSOD

La actividad de la DaSOD se determiné por el método de inhibicién de la
reduccion de NBT (Beauchamp y Fridovich, 1971) en gel. Como se muestra en la
Figura 12 el método (a 25°C) revela la presencia de una sola banda de actividad
gue corresponde al peso molecular esperado de la proteina DaSOD purificada,
demostrando que es activa enzimaticamente. Los ensayos de actividad en
solucion en la presencia de 5 mM de H,O, 6 10 mM de KCN inhiben en su
totalidad la actividad de la enzima, apoyando la idea de la pertenencia de DaSOD
a la familia de las Cu-Zn SODs. Por ultimo, para corroborar el contenido de iones
metalicos presentes en la estructura de la DaSOD recombinante, se realiz6 un
analisis de la enzima por espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES), como se describié en materiales y métodos (Tabla 1).
Ademas del Cu y el Zn, se cuantificaron los niveles de otros metales

caracteristicos presentes en las SODs (Fe, Mn, Ni). El analisis muestra que la
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DaSOD recombinante contiene Cu y Zn en una proporcion de 0.107166 y
0.179067 ug-atomo/mg de proteina, o que demuestra que es una metaloproteina

dependiente de Cu y Zn (Tabla 1).

Fig. 12. Determinacion de la actividad de DaSOD en gel. Carril 1:
Control positivo de la actividad enzimética (se utilizaron 3u de
Cu-Zn SOD de higado de bovino). Carril 2: Actividad enzimatica
de la DaSOD purificada.

Tabla 1. Analisis de la presencia de iones metélicos en DaSOD.

Metal ug-atomo/mg de proteina
Cu 0.107166 + 0.001083
Fe 0.027232 + 0.000589
Mn 0.029512 + 0.000047
Ni 0.085656 + 0.003682
Zn 0.179067 + 0.001019

*El contenido metéalico de la enzima
por ICP-OES se realizO6 como se
describe en materiales y métodos. Los
valores presentados son el promedio
de tres mediciones independientes.
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5.4. Determinacién de temperaturay pH optimos

La temperatura Optima de actividad de la DaSOD se determiné controlando la
temperatura del porta celda de reaccion de 10 a 70°C. El pH 6ptimo se determiné
al monitorear la actividad enzimética a una temperatura de 25°C en un rango de
pH 2 a 10. Como se puede observar en la Figura 13, la temperatura optima de
reaccion de DaSOD se encuentra entre los 10 y 30°C, con un maximo a 20°C, que
disminuye conforme aumenta la temperatura de 40 hasta 70°C. Es importante
mencionar que la enzima presenta Unicamente una disminucién del 20% de la
actividad maxima al ser incubada a 0°C y que presenta actividad detectable
cuando es incubada a -20°C (Fig. 14). Estos datos indican claramente que la
enzima recombinante DaSOD pertenece a un tipo muy reducido de SODs activas
a temperaturas frias (0°C) (Zheng et al, 2006) y la segunda en su tipo activa a
temperaturas de congelacion (-20°C) (Sahoo et al, 2001). Como se puede
observar en la Figura 15 la DaSOD mantiene una actividad de mas del 90% en un
rango de pH de 5 a 8, siendo el pH 6ptimo de 7.0, mientras que la enzima muestra
una caida drastica en la actividad relativa a pH inferiores a 5 y superiores a 8.
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Fig. 13. Temperatura Optima de actividad de DaSOD. La
temperatura Optima de actividad de la proteina fue determinada
mediante ensayos de inhibicibn de la reduccion de NBT en
solucion, con la ayuda de un porta celda con temperatura
controlada de 0 a 70°C.

123



Fig. 14. Actividad in situ de la DaSOD a -20°C. La actividad de
DaSOD fue determinada por el método fotoquimico en gel en
presencia de 50% de glicerol.
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Fig. 15. Analisis del efecto del pH sobre la actividad de DaSOD.
5 uL de la DaSOD purificada, se incubaron en un volumen de
145 puL de distintos amortiguadores a pHs de 2, 3,4,5,6, 7,8, 9
y 10, durante un periodo de tiempo de 12 h, posteriormente, la
actividad relativa fue determinada mediante ensayos de
inhibicién de la reduccion de NBT en solucion.
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5.5. Termoestabilidad de la DaSOD

Los ensayos de termoestabilidad de la DaSOD, demostaron que a pesar de ser
una enzima que tiene una actividad catalitica preferente a temperaturas bajas,
posee una gran termoestabilidad, algo poco comun para una enzima psicrofila y
gue solo tiene comparativo con la Cu-ZnSOD de P. astrisanguinea, una enzima
con actividad a bajas temperaturas (-20°C) y que muestra gran estabilidad a altas
temperaturas (121°C) (Sahoo et al, 2001), sin embargo, como se puede observar
en la Figura 2, la DaSOD posee una termorresistencia menor a la PaSOD, con un

tiempo de vida media aproximado de 30 min a 100°C (Figura 16).
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Fig. 16. Analisis de la termoestabilidad de la DaSOD. 5 uL de la
enzima purificada fueron sometidas a temperaturas desde 50
hasta 110°C, con incrementos de 10°C, durante un periodo de
tiempo de 60 min con incrementos de 10 min.
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5.6. Determinacion de parametros cinéticos

Mediante el andlisis de la inhibicion de la fotorreduccién del NBT por el método
espectrofotométrico en solucién, se pudo determinar que la enzima tiene una
actividad especifica de 5,818 U/mg a 25°C y pH 7.2 (Figura 16). Como se puede
observar en la Figura 16, el porcentaje de inhibicion de la fotorreduccion del NBT
no es linear con la concentracion de DaSOD agregada y muestra una cinética
tipica de Michaelis-Menten. Bajo las condiciones de nuestro ensayo, la Km que
esta dada en funcion de la concentracion del NBT y determina las afinidades de la
DaSOD y el NBT por el O,-, fue de 0.17188 pug/mL. Considerando que la DaSOD
es una proteina homodimérica de 30, 262 Da (Garcia Echauri et al, 2009), se
puede deducir que la DaSOD tiene una k’ de 5.679 pM.
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Fig. 17. Inhibicion de la fotorreduccion del NBT contra el
aumento de la concentracion de DaSOD purificada.
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6. Conclusiones

La secuencia aminoacidica de la enzima Cu-ZnSOD de Deschampsia antarctica
posee una homologia de 82.237% con la secuencia del mondémero 2q2IB
perteneciente a la Cu-ZnSOD de Potentilla astrisanguinea, indicando su alta
similitud, tanto estructural como funcional.

El analisis comparativo de los modelos DaSOD vs PaSOD, demostraron pequefios
cambios en los loops disulfuro y Greek key, que se cree estan involucrados en dar
estabilidad a la estructura de la enzima.

Se logro obtener la enzima recombinante DaSOD en un alto grado de pureza (mas
del 97%) mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA, como lo demuestra el gel
SDS-PAGE tefiido con AgNOs.

La proteina purificada demostrd ser enzimaticamente activa a bajas temperaturas,
presentando una mayor actividad a temperatura moderada de 20°C; sin embargo,
solo pierde un 20% de su actividad total a temperatura de refrigeracion (0°C) y
demostré actividad significativa a temperatura de congelamiento (-20°C).

La DaSOD demostro una gran termoestabilidad, tal como su homdloga PaSOD, y
hasta el momento, es el segundo reporte de una Cu-ZnSOD con actividad a
temperaturas de congelamiento y resistencia a temperaturas altas. Los ensayos
de inhibicién de la reduccién del NBT en solucién, demostraron que la enzima es
sensible a H,0O, y KCN apoyando la idea de que se trata de una Cu-ZnSOD,
ademas, el andlisis por ICP-OES demostré la presencia en la molécula de la
DaSOD de los iones Cu y Zn, indicando que se trata de una metaloenzima

dependiente de Cu y Zn.
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7. Perspectivas

Realizar ensayos de cristalizacion para determinar la estructura molecular de la
DaSOD mediante difraccidén de rayos X.

Determinar su actividad in vivo mediante la transformacién de plantas modelo o
bacterias.

Generacion de plantas transgénicas tolerantes a bajas temperaturas.
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Anexo 1

Purificacion por cromatografia de afinidad (Ni-NTA, Invitrogen).

Preparacion de lisados celulares:

» Cosechar las células del cultivo de la expresion por centrifugacion.

Resuspender las células en native binding buffer.

* Adicional 20 mg/ml de lisozima e incubar en hielo por 30 minutos.

» Sonicar la muestra sobre una cama de hielo. Dar pulsos de alta intensidad en
periodos de 10 segundos con pausas de 10 segundos entre cada pulso.

* Centrifugar el lisado a 7000 rpm por 15 minutos. Transferir el sobrenadante a un
tubo limpio.

Preparacion de la columna con laresina NI-NTA agarose

* Resuspender la resina en la botella

* Pipetear 2 ml de la resina y agregarla en una columna de 10 ml. Permitir que la
resina se asiente por gravedad y suavemente aspirar el sobrenadante.

* Adicionar agua destilada estéril y resuspender la resina por inversion.

* Permitir que la resina se asiente y aspirar suavemente el sobrenadante, repetir
por dos lavados.

+ Adicionar native binding buffer y resuspender la resina por inversion.

Permitir que la resina se asiente por gravedad a 4°C y aspirar el sobrenadante.
Protocolo de purificacion en condiciones nativas

* Adicionar el lisado celular preparado en condiciones nativas.

* Dejar unir con la resina por 30-60 minutos en agitacion y a 4°C.

* Dejar asentar la resina por gravedad y cuidadosamente aspirar el sobrenadante y
guardar este a 4°C.

» Lavar con el native wash buffer 20mM de imidazol. Dejara asentar la resina por
gravedad a 4°C y aspirar el sobrenadante y repetir el lavado con native wash
buffer 50mM de imidazol.

» Dar un lavado extra con native wash buffer 20mM de imidazol dejar asentar la

resina a 4°C y aspirar el sobrenadante.
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+ Adicionar native elution buffer mezclar por inversion y colocar la columna de
manera vertical para permitir que la resina se asiente todo a 4°C.

* Posteriormente eluir suavemente y colectar.

Buffers para DaSOD:

Native binding buffer 50 mM NaH,PO4, 500 mM NacCl, 1 0 mM imidazol; pH 8.0
Native wash buffer: 50 mM NaH,PO,4, 500 mM NaCl, 20 mM imidazol; pH 8.0
Native wash buffer: 50 mM NaH,PO* 500 mM NaCl, 50 mM imidazol; pH 8.0
Native elution buffer: 50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 250 mM imidazol; pH 8.0

Anexo 2

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry.

Reactivos
Solucion Compuestos
A Sulfato cuprico penta-hidratado 0.5%
B Tartrato de sodio y potasio 1%
C Carbonato de sodio 2% en NaOH 0.1 N
E 1 mlSol. A
1 ml Sol. B
98 ml Sol. C
Folin Ciocalteu Dilucion 1:2 en agua destilada
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Protocolo
* En tubos de ensaye de vidrio agregatr:
Para el blanco: 1ml de agua destilada
Muestras: 975 ul de agua destilada
25 ul de la muestra (dilucién 1:40)
» Agregar 5 ml de reactivo E y dejar reposar por 10 minutos
» Agregar 500 pl de reactivo de Folin (1:2) mezclar y reposar por 30 minutos
* Leer absorbancias a una longitud de onda de 590 nm

» Calcular la concentracién de acuerdo a la curva de estandar en uso.
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