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Resumen de la tesis que presenta Ariana Montiel Arzatc como requisito para la obtencion
del grado de Licenciado cn Bioingenierfa. Ensenada Baja California. Agosto 2016.

Determinacion de las condiciones dptimas para la expresion bacteriana de la hormona
hiperglucémica de crusticens CITII-A del camarén blanco Litopenaeus vannamei,

Resumen aprobado:

Las hormonas hiperglucémicas de crustdceos (CHII, por sus siglas en inglés) son las
neurohormonas mas abundantes producidas en el drgano X-glandula del scno, cl cual es el
complejo neuroendocrino de mayor importancia en crusticeos. A la fecha se conocen 4
isolormas diferentes de CHH en Liropenceus vannamei, de las cuales CHH-A tiene gran
importancia por tener actividad hiperglucémica y parlicipar en procesos de osmoregulacion,
En este trabajo se expreso la neurchormona CHH-A dc L. vannamei como protefna de
[usion usando el sistema de expresion pET en la cepa BL21 Star (DE3) de Escherichia coll,
[l gen que codifica para la proteina recombinante solamente puede ser transcrito por la
ARN polimerasa T7, cuya produccion se encuentra regulada por el operén /ac, inducible
con IPTG. La proteina de fusion contiene dos etiquetas de polihistidinas para facilitar su
purificacién y una etiqueta Nus para mejorar su solubilidad. También tiene un sitio de
reconocimiento de cnterocinasa, lo cual permite obtener la proteina sin aminoacidos
adicionales correspondientes a las etiquetas de fusion mediante el uso de esta cnzima. Para
determinar las mejores condiciones de induccion de la proteina de fusion NusA-CHH-A se
probaron dos diferentes concentraciones del inductor (0.1 y 1 mM), dos temperaturas (30°C
y 37°C) y dos tiempos de incubacién (6 h y 12 h) en medio LB. Las células del medio de
cultivo fueron recuperadas v sonicadas. Las [racciones solubles e insolubles fucron
analizadas en geles de ‘Iticina SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie y mediante
Western Blot usando un anticucrpo anti-Hise-HRP. En las fracciones solubles de lodas las
condicioncs sc observo la presencia de la proteina de fusién que contiene a la CHH-A, la
cual tuvo el peso molecular esperado de 70 kDa. La lemperatura que permitio la mayor
expresion de la proteina fue 30°C con 12 h de incubacién, utilizando una concentracion de
1 mM de IPTG. La proteina de fusion NusA-CHH-A fue puriticada parcialmente por
cromatografia de afinidad con un rendimiento de 16 mg/L. Junto con la proteina de interés
fue puriticado un péptido de aproximadamente 48 kDa, el cual fuc detectado por el
anticuerpo anli-His¢-HRP. Las condiciones utilizadas para la digestion con enterocinasa no
permiticron obtencr ¢l péptido esperado de 9 kDa correspondiente a la hormona CHH-A
con ¢l N-terminal libre. [l andlisis por SDS-PAGE y Western Blot sugiere que pudieron
darse cortes inespecificos dentro de la proteina de fusion, lo que dio lugar a pequefios
péptidos como el de 20-22 kDa detectado por el anticuerpo anti-Hise-HRP. Ll analisis de la
secuencia de la proteina de fusién mostrd que esta contiene diversos sitios de digestion
secundaria de enlerocinasa sugeridos anteriormente por otros autores. Las caracteristicas
estructurales de la proteina NusA podrian estar afectando la especificidad de la reaccion,
por lo que deben optimizarse las condiciones de purificacion y digestion para obtener el
péptido recombinante CHII-A sin aminoacidos adicionales.



\Y
Palabras clave: Litopenaeus vannamei, CHH-A, E. coli BL21, proteinas de fusién, pET-

4da(+).

Abstract of the thesis presented by Ariana Montiel Arzate as a requirement for obtain the
degree of Bioengineer. Ensenada Baja California. August 2016.

Determination of the optimal conditivns for bacterial expression of the crustacean
hyperglycemic hormone (CIHIH-A) from white shrimp Lifopenaeusvannamei.

Abstract approved by: j
¥2,

Dr. Eliz a’b‘m_‘ énee Rivas.

The crustacean hyperglycemic hormones (CHH) are the most abundant neurohormones
produced on the X organ-sinus gland, which is the most important neuroendocrine complex
in crustacean. 'l'o date four CHH isoforms are known in Litopenoeus vannamei, of which
CHH-A is important for having hyperglycemic activity and participate in osmoregulation
processes. In this work, the ncurohormone CHH-A from L. vannamei has been expressed as
a fusion protein using the pE'l expression system on the Escherichia coli BL21 Star (DE3)
strain. The codifying gene for recombinant protein can be transcribed only by T7 RNA
polymerase, whose production is regulated by /ac operon which is induced by IPTG. The
fusion protein has two polyhislidine tags to facilitate the purification and a Nus-lag Lo
improve solubility. Also, it has a recognition site for enlerokinase, which allows obtaining
the protein without additional aminoacids corresponding to fusion (ags by using this
enzyme. To determine the best conditions for induction of the fusion protein NusA-CHH-
A, two different concentrations of the inducer (0.1 and 1 mM [PTG), two incubation times
(6 hand 12 h) and two incubation temperatures (30°C and 37°C) were used in LB medium.
The cells were recovered from the culture medium and sonicated. The soluble and insoluble
[ractions were analyzed on Tricine-SDS PAGI gels stained with Coomassic blue and by
Western Blot using an anti-Hiss-HRP antibody. The presence of the fusion protein that
contains CHH-A was confirmed, which has a molecular weight of 70 kDa. The temperature
that allowed greater expression was 30°C on the soluble fractions of all conditions, being
the higher expression at 30°C, at 12 hours of incubation using a concentration of 1 mM
[PTG. A partial purification of the NusA-CHH-A fusion protein was made with a final
yield of 16 mg/L. A peptide with molecular weight of 48 kDa approximately was also
recovered, which was purified along with the interest protein and it was detected by the
anti-Hise-HRP antibody. The conditions used for enterokinase digestion not allowed obtain
the expected free N-terminal CIILI-A peptide ol 9 kDa. The SDS-PAGE and Western Blot
analysis suggesls nonspecific cuts within the fusion protein, which resulled in small
peptides as the 20-22 kDa peplide detected by anti-Hisg-HRP antibody. The sequence
analysis of the fusion protein shows several nonspeeific sites for enterokinase digestion that
have been rcported previously by other authors. The structural characteristics of NusA



\
could be affecting the specificity of the reaction, so the purification and digestion

conditions must be optimized to obtain the recombinant peptide without additional
aminoacids.

Key words: Litopenaeus vannamei, CHH- A, E. coli BL21, fusion proteins, pET-44a(+).
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Introduccion

Los crustaceos son un subfilo de los artropodos. La mayor parte de ellos pueden
encontrarse en habitats acudticos, principalmente en ambientes marinos. Los crustaceos son
el grupo de invertebrados de distribucion mas amplia y de diversidad morfologica mas
grande (Fingerman y Rodriguez, 2009). Debido a esto, presentan un grado alto de

adaptacion a los cambios de las condiciones del ambiente por factores externos.

La acuacultura de los crustaceos ha tomado gran importancia debido a la sobreexplotacion
de los ecosistemas acuaticos. De entre ellos, el cultivo de camaron ha incrementado su
importancia en los Ultimos treinta afios. Por lo tanto se ha llevado a cabo investigacion
dedicada al conocimiento de la fisiologia del camardn, desde puntos de vista genético y

bioquimico, mediante el uso de herramientas biotecnologicas.

La endocrinologia de los crustaceos es un campo de estudio importante, ya que su sistema
endocrino les confiere una gran variedad de funciones que es acorde a su capacidad de
adaptacion y a su éxito evolutivo. Muchos de sus organos son regulados de forma
hormonal, asi como diversos mecanismos durante todo su ciclo de vida, tanto de corto,

mediano y largo plazo (De Kleijn y Van Herp, 1995).

Entre los neuropéptidos sintetizados en la médula terminal del 6rgano X (OX) se
encuentran la hormona hiperglucémica de crustdceos (CHH por sus siglas en inglés), la
hormona inhibidora de la muda (MIH), la hormona inhibidora de la vitelogénesis (VIH) y
la hormona inhibidora del 6rgano mandibular (MOIH). Este grupo de neurohormonas

conforman la superfamilia de péptidos CHH, los cuales no solamente son diferentes entre



especies, sino que en una sola especie se pueden encontrar polimorfismos de dichas

hormonas (Keller, 1992).

Las neurohormonas CHH son los péptidos mas abundantes en la glandula del seno del
pedinculo ocular (Huberman, 2000) y tienen como funcién principal regular el
metabolismo de carbohidratos. Sin embargo, se ha demostrado la multifuncionalidad de
estos neuropéptidos en crustdceos decdpodos dado que también participan en el
metabolismo de lipidos, osmoregulacion, modulacion del ciclo de muda y reproduccion

(Fanjul-Moles, 2006; Hopkins, 2012).

En el camaron blanco, Litopenaeus vannamei, una especie de gran importancia a nivel
mundial, se han identificado a la fecha cuatro isoformas de la neurohormona CHH: CHH-
B1 y CHH-B2, las cuales son producidas por corte y empalme alternativo del gen chhB, asi
como CHH-A y LVCHH_PO _ES, las cuales son productos de genes diferentes. En nuestro
grupo se han secuenciado, clonado y expresado las isoformas CHH-B1, CHH-B2 y CHH-

A de forma recombinante en la levadura metilotrofica Pichia pastoris.

A partir de este microorganismo se han obtenido hormonas recombinantes con actividad
hiperglucémica con etiquetas adicionales en el C-terminal (6X His, c-myc), asi como en
forma nativa (Sanchez-Castrejon et al, 2008; Balderas-Gonzalez, 2014; Camacho-Jiménez
et al, 2015). Aunque este sistema de expresion presenta ventajas como la posibilidad de
realizar modificaciones post-traduccionales y la excreciéon al medio de cultivo (Daly y
Hearn, 2005), el proceso de purificacion para las formas nativas es complicado y se llegan a
producir agregados proteicos e incluso formas truncadas. Por ello, es importante buscar

nuevas alternativas de expresion que permitan producir hormonas con la secuencia original



a la nativa y con actividad bioldgica. Un organismo que ha sido muy utilizado para la
produccion de diversas proteinas recombinantes de importancia biotecnologica es la
bacteria Escherichia coli (Baneyx y Mujacic, 2004; Serensen y Mortensen, 2005). Sin
embargo, los péptidos producidos por los sistemas y cepas tradicionales se producen como
cuerpos de inclusion, lo que complica su purificacion. Ademas, E. coli carece del sistema
de plegamiento adecuado para las proteinas recombinantes eucariotas producidas (Baneyx y
Mujacic, 2004). Estas problematicas se han visto disminuidas por el uso de los sistemas de
expresion pET-E. coli (Rosano y Cecarelli, 2014), con los cuales es posible producir
proteinas de fusion con etiquetas que permiten su facil purificacion e identificacion.
También es posible eliminar las regiones adicionales mediante el uso de enzimas
proteoliticas de tal forma que la proteina recombinante conserve su integridad y actividad

bioldgica (Waugh, 2011; Rosano y Cecarelli, 2014).

En este sentido, el presente trabajo tiene por objetivo llevar a cabo la expresion de la
neurohormona recombinante CHH-A de L. vannamei como proteina de fusion utilizando el
sistema pET-E. coli. CHH-A es una hormona de gran interés ya que presenta actividad
hiperglucémica (Wanlem et al, 2011; Arredondo-Espinoza, 2014) y tiene el C-terminal
amidado, lo cual se ha relacionado con esta actividad. A la fecha se ha determinado su
expresion en el corazon, hepatopdncreas y tejidos no neurales, como es el musculo (Sigala-

Andrade, 2010; Liu et al, 2014).



Antecedentes

Litopenaeus vannamei

Desde que se introdujo la acuicultura del camaron en México, en 1985, ha sido una de las
actividades que mas rapido se ha expandido a lo largo de las costas mexicanas, sobre todo
en las del Pacifico (Gutiérrez-Salazar et al, 2011). La produccion nacional de camarén
apenas aporta poco mas del 10% del volumen de productos pesqueros, aunque en términos
monetarios es casi la mitad del valor comercial del sector (Abascal y Macias, 2009). Esta
actividad incluye la captura, acuicultura, procesos y servicio, concentrando el mayor

desarrollo acuicola de México (FIRA, 2009).

De acuerdo con el Fondo de Fomento a la Agricultura, Ganaderia y Avicultura (FIRA), la
produccion de camaron en México presentd una tasa media de crecimiento anual en el
periodo de 1990 a 2008 del 6.81%, triplicaindose en ese lapso de tiempo al pasar de 60,310
a 197,535 toneladas. En ese mismo periodo, la tasa de crecimiento de la acuicultura de
camaron fue de 20.94%. En 2009, 2 de cada 3 kilos de camar6on fueron producidos por
acuicultura (FIRA, 2009). Es notable que la produccion de camaron esté en aumento, dado
que existen declives en la produccion por el arribo de enfermedades que coinciden con la
temporada fria provocada por el fendémeno climdtico de la Nifia (FAO, 2006). Los estados
de mayor produccion son Sonora, Sinaloa, Nayarit, Colima y Baja California Sur. De las
seis especies que se cultivan en México, la que tiene mayor importancia comercial es el
camaron blanco, L. vannamei (FIRA, 2009). Esta especie es importante a nivel comercial
dado que presenta una alta tasa de crecimiento y sobrevivencia en cultivos de altas

densidades asi como resistencia a enfermedades (Gonzélez et al, 2010).



El camar6n blanco L. vannamei es un crustdceo decapodo nativo de la costa oriental del
Océano Pacifico desde Sonora, México, hasta Tumbes, Perti. Se encuentra en habitats
marinos tropicales cuya temperatura es superior a los 20°C todo el afio (FAO, 2006) y en
profundidades de hasta 70 m (Gonzalez et al, 2010). Los adultos viven y se reproducen en
mar abierto. Pueden liberar entre 100,000 y 250,000 huevos de 0.22 mm de didmetro. La
incubacion ocurre después de 16 horas del desove y de la fertilizacion. Las primeras etapas
de desarrollo son nauplio, protozoea, misis y postlarva en las cuales son organismos
planctonicos. Los nauplios se alimentan de su reserva embrionaria, mientras que en las
siguientes etapas se alimentan de fitoplancton y zooplancton. Después de 5 dias de su
metamorfosis, las larvas migran a la costa y empiezan a alimentarse de detritos bentdnicos,
gusanos, bivalvos y otros crustaceos. La etapa juvenil, adolescente y pre-adulta la pasan en

estuarios, lagunas costeras y manglares (FAO, 2006) (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de los crustaceos del género Penaeus (FAO, 2006).

Es por su ciclo de vida que los organismos sufren de cambios constantes de salinidad y
temperatura, a lo cual han desarrollado mecanismos de adaptacion y regulacion (Diaz et al,
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2001), como es el desarrollo del sistema neuroendocrino y la secrecion de neurohormonas

de naturaleza peptidica.

Sistema neuroendocrino de crustaceos: el complejo OX-GS

Los crustaceos han desarrollado un sistema neuroendocrino complejo que les permite
responder a elementos externos como son la temperatura, salinidad, fotoperiodo, nutricion y
el estrés. Este actla mediante el ajuste de sus funciones vitales a sus necesidades
inmediatas a través de elementos reguladores que actiian a corto, mediano o largo plazo (De

Kleijn y Van Herp, 1995).

El mayor sistema neuroendocrino de crustidceos decapodos esta localizado en el complejo
del 6rgano X-glandula del seno (OX-GS) en la médula terminal del pedinculo ocular (De

Kleijn y Van Herp, 1995) (Fig. 2).

Figura 2. Vista anterior del pediunculo ocular de los crustdceos decdpodos. Las lineas
dobles simbolizan el tracto de fibras nerviosas, mientras que los circulos negros los cuerpos
celulares neurosecretores. Se aprecian el organo X (XO), la glandula del seno (SG), la
médula terminal (MT), la médula interna (MI) y la médula externa (ME). Tomado de
Hopkins (2012).



El 6rgano X y la glandula del seno se encuentran conectados por el nervio de la glandula
del seno (Cooke y Sullivan, 1982; Fanjul-Moles, 2006). Después de haber sido
transportadas por largos axones, las neurohormonas de la superfamilia CHH se almacenan
en la glandula del seno y son secretadas al torrente sanguineo (Keller, 1992; Chung et al,
2010). En decapodos, el o6rgano X esta conformado por una poblacion heterogénea de
c¢lulas neurosecretoras que producen diferentes neuropéptidos. Alrededor de un 90% de las
terminales de la glandula del seno son terminales neurosecretoras del 6rgano X (Cooke y
Sullivan, 1982). Las neurohormonas producidas por el sistema neuroendocrino se dividen
en dos grandes tipos: la familia de cromatoforotropinas y la superfamilia CHH (Fanjul-

Moles, 2006).

Superfamilia CHH

Dentro de esta familia de péptidos se incluyen la hormona hiperglucémica de crustaceos
(CHH por sus siglas en inglés), la hormona inhibidora de la muda (MIH), la hormona
inhibidora de la vitelogénesis (VIH) y otros péptidos relacionados como son las hormonas
inhibidoras del 6rgano mandibular (MOIH). Como funcion general, las CHHs aumentan los
niveles de glucosa en la hemolinfa; las MIHs inhiben la sintesis de ecdisteroides, que son
hormonas de la muda secretadas por el 6rgano Y, con la finalidad de mantener al organismo
en periodo de intermuda; las VIHs inhiben la vitelogénesis en las hembras y las MOIHs
inhiben la liberacién de metilfarnesoato por accion del 6rgano mandibular (De Kleijn y Van
Herp, 1995; Lacombe et al, 1999; Huberman, 2000). Se ha descubierto que estos péptidos
son hormonas pleiotropicas, es decir, multifuncionales y por lo tanto exhiben una amplia

diversidad de funciones bioldgicas (Fanjul-Moles, 2006; Hopkins, 2012; Webster et al,



2012). Durante las pasadas dos décadas se han identificado aproximadamente 80 péptidos

diferentes en alrededor de 40 especies de crustaceos (Webster et al, 2012).

Los péptidos de la familia CHH se han encontrado en especies diferentes a los crustaceos,
incluyendo el péptido de transporte de electrones en insectos (ITP), cuya funcion es simular
el transporte de iones a través del epitelio ileo de las langostas y el péptido CHH-like
identificado en el nematodo Caenorhabditis elegans (Chen et al, 2005). Por lo general, los

péptidos de la familia CHH s6lo se encuentran en artropodos.

Estas neurohormonas contienen alrededor de 72-78 residuos de aminoacidos de largo,
tienen un peso molecular aproximado de 8-9 kDa y tienen seis residuos de cisteina
conservados que forman tres enlaces disulfuro intramoleculares, al igual que dos residuos
de arginina, uno de acido aspartico y uno de fenilalanina en la misma posicion, lo cual esta

asociado a su actividad bioldgica (Bocking et al, 2002; Fanjul-Moles, 2006).

CHH

Es el neuropéptido mas abundante en el pedinculo ocular (Mosco, et al, 2008) y es una
hormona importante a lo largo del desarrollo y ciclo de vida de los organismos (Fanjul-
Moles, 2006). Las CHHs regulan el metabolismo de los carbohidratos, ya que provocan el
incremento de glucosa en la hemolinfa. Principalmente movilizan glucosa desde los
depositos de glucdgeno, de forma primaria desde los musculos y el hepatopancreas, para asi
regular el nivel de glucosa hemolinfatica (Sedlmeier, 1985). Actlia promoviendo la
glucogendlisis mientras que inhibe la sintesis de glucégeno en los organos diana
(Sedlmeier, 1982). Es liberada en respuesta a una variedad de sefiales internas y externas

para cumplir con las necesidades energéticas de compensacion fisiologica (Chen et al,



2005). Sin embargo, se sabe que las CHHs no se limitan al metabolismo de la glucosa, sino
que también estan involucradas en la reproduccion (De Kleijn y Van Herp, 1998), muda
(Chung et al, 1999; Chung y Webster, 2003), metabolismo de lipidos (Santos et al, 1997) y
respuesta al estrés de los organismos (Chang, 2005), asi como inmunidad (Wanlem, 2011)
y la secrecion de enzimas digestivas (Sedlmeier, 1988). Las multiples actividades de las
CHHs han sido atribuidas a la presencia de isoformas que se pueden generar por varios
mecanismos, incluidos la transcripcion de multiples copias de genes, el corte y empalme
alternativo o modificaciones post traduccionales como la isomerizacion L a D y el bloqueo

del N- terminal (Fanjul-Moles, 2006).

Los genes que codifican para CHH se encuentran clasificados en dos tipos de acuerdo a su
organizacion exon-intron. Los genes CHH tipo I tienen 4 exones y 3 intrones mientras que
los genes CHH tipo II tienen 3 exones y 2 intrones. La mayoria de los genes tipo I codifican
dos transcritos que por lo general comparten la secuencia del péptido sefial, la del CPRP (el
cual es un péptido relacionado al precursor de CHH que es escindido por una sefial de
procesamiento) y la region del N-terminal, codificadas por los exones [ y II,
diferenciandose por la secuencia del C-terminal que puede ser codificada por exones III o
VI. Los exones I y II de los genes tipo II contienen la region 5’UTR, el CPRP y la mitad
del N- terminal del péptido maduro mientras que el exén III codifica el C- terminal y

contiene la region 3’ UTR (Chen et al, 2005).

Las isoformas que se originan por corte y empalme alternativo tienen diferentes patrones de
expresion, ya que se han detectado transcritos en tejidos diferentes al pedunculo ocular
(Sigala-Andrade, 2010; Lee et al, 2014). Se ha demostrado que las CHHs no se encuentran

confinadas a tejidos neurolégicos como son particularmente el complejo OX-GS y el



organo pericardico, sino que también se encuentran expresadas en tejidos y 6rganos no-
neurales (Chung et al, 2010), aunque en menor nivel (Wu et al,2012). De las isoformas que
se originan de esta manera, sdlo una de ellas tiene el C-terminal amidado, mientras que la
otra es un péptido CHH- like con el C-terminal libre. El N-terminal de ambas isoformas
contiene un residuo de piroglutamato, siendo estd una modificacion post-traduccional que
protege a los péptidos de la degradacion por aminopeptidasas (Webster et al, 2012) y
comparten una secuencia consenso de 40 aminoacidos (Lee et al, 2014). En general, la
amidacion del C-terminal se ha asociado con la actividad hiperglucémica de las CHHs

(Katayama et al, 2003; Mosco et al, 2008).

Las CHHs han sido ampliamente estudiadas ya que son péptidos muy abundantes y tienen
arreglos biologicos bien establecidos para su analisis. Sin embargo, su estudio se dificulta
por su similitud estructural con los otros neuropéptidos producidos en el complejo OX-GS,
la existencia de las diferentes isoformas ya mencionadas y por las actividades pleiotropicas

de estos (Gu et al, 2000).

CHHs de L. vannamei

Se han identificado cuatro neurohormonas CHH en el pedinculo ocular de L. vannamei: las
isoformas CHH-B1 y CHH-B2 (de 73 aa y 74 aa, respectivamente) producidas por corte y
empalme alternativo del gen chhB (Lago-Leston et al, 2007), CHH-A, que se encuentra
codificada por el gen chhA (Lago-Leston et al, 2007) y de reciente descubrimiento la
isoforma LVCHH_ PO _ES, expresada por el gen Lvchh, el cual ha sido ya caracterizado
(Ventura-Lopez et al, 2016). Las isoformas CHH-B1, CHH-B2 y CHH-A han sido

clonadas, secuenciadas y expresadas por nuestro grupo en la levadura P. pastoris (Lago-
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Leston et al, 2007; Séanchez-Castrejon et al 2008; Lopez-Rodriguez, 2009; Balderas-

Gonzalez, 2014; Camacho-Jiménez et al, 2015).

La neurohormona CHH-A es producto de un gen tipo II que contiene 789 pb, tiene 74
residuos de aminoacidos y pesa alrededor de 8.76 kDa. El exon I tiene una pequefia parte
del péptido sefial, mientras que el exdén II incluye el resto del péptido senal y el CPRP. Un
sitio de procesamiento (KR) se encuentra en la primer parte del exon II, seguido de los 40
aminoacidos del péptido maduro. Entre la unién de los exones II y III se encuentra un
residuo de arginina en la posicion 40. Como en otros péptidos miembros de la familia
CHH, los primeros dos nucledtidos que codifican para este residuo se encuentran en el exon
I mientras que el siguiente nucle6tido se encuentra en el exon III. El C- terminal tiene el

sitio de procesamiento GK (Lago-Leston et al, 2007) (Fig.3).
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Secuencia del gen chhA, el cual codifica para el péptido maduro de la

neurohormona CHH-A. Se muestra la secuencia de aminoacidos, se indica el sitio de
procesamiento KR (subrayado), los residuos conservados de cisteinas en negritas, las
uniones exon-intréon en gris y el codon de término con un asterisco. Tomado de Lago-
Leston et al, (2007).

La expresion de CHH-A es mayor en el pedunculo ocular y en el corazéon que en otros

tejidos, como son el hepatopancreas, nervio abdominal y musculo (Liu et al, 2014) pero no

se han detectado transcritos en branquias (Sigala-Andrade, 2010; Liu et al, 2014). A la vez,

este péptido es expresado de mayor forma cuando el organismo se encuentra expuesto a

temperaturas y salinidades extremas al mismo tiempo (Lago-Leston et al, 2007).

Este neuropéptido ha sido clonado y expresado en sistemas procariotas como proteina de

fusion con un N- terminal adicional (Wanlem et al, 2011; Liu et al, 2014), asi como en

sistemas eucariotas con un C-terminal adicional (Arredondo-Espinoza, 2014) o sin ¢l

(Balderas-Gonzalez, 2014).
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CHH-A, en su forma recombinante, ha demostrado tener actividad hiperglicemica aun sin
la amidacioén del C- terminal (Arredondo-Espinoza, 2014) o con aminoacidos adicionales

correspondientes a una etiqueta 6X His y a un epitopo V5 (Wanlem et al, 2011).

Asimismo, se ha sugerido que la CHH-A posee participacion en la modulacion de la
osmoregulacion de L. vannamei al modificar la actividad de la Na+/K+ ATPasa en las
branquias, la cual es la enzima de transporte mas importante en dicho proceso (Liu et al,
2014). La inyeccion de neurohormona recombinante en baja cantidad es capaz de
restablecer la capacidad osmoreguladora de la hemolinfa de organismos expuestos a baja
salinidad, dos horas post inyeccion (Balderas-Gonzalez, 2014). Incluso se ha observado que
la CHH-A tiene la capacidad de mejorar la respuesta inmune de organismos infectados con
la bacteria Vibrio harveyi mejorando su tasa de supervivencia, aumentando parametros
hemolinfaticos como el conteo total de hemocitos, la actividad de la fenoloxidasa y la

actividad de remocion de bacterias de la hemolinfa (Walem et al, 2011).

Sistemas de expresion

Las neurohormonas recombinantes de crustaceos han sido utilizadas para diversos estudios,
como en el disefio de anticuerpos, prediccion de estructura secundaria, determinacion de
estructuras tridimensionales, anlisis de la relacion estructura-actividad y caracterizacion de

receptores (Ohira et al, 2006).

La gran ventaja de preparar neurohormonas recombinantes es que se obtiene mas producto
que al extraerlas en su forma nativa de los pedinculos oculares. Por ejemplo, Chang et al
(2010) obtuvieron un rendimiento de 45 ul/100 GS de péptidos nativos del cangrejo de lodo

Scylla olivacea mientras que al preparar péptidos recombinantes obtuvieron de dos a tres
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miligramos por litro de cultivo bacteriano procesado. Los péptidos en cuestion eran Sco-

CHH y Sco-CHH-L.

La estructura de los péptidos estd ligada a su funcion, por lo tanto se busca que estos sean
lo mas parecido posible a las neurohormonas nativas y asi poder llevar a cabo estudios

posteriores de manera exitosa.

Ventajas y desventajas de los sistemas de expresion basados en P. pastoris 'y en E. coli

Los sistemas de expresidn procariotas mas utilizados para expresion de CHHs
recombinantes utilizan a E. coli como huésped, mientras que los sistemas de expresion
eucariotas mas importantes utilizados a la fecha para la expresion de CHHs estan basados

en el uso de la levadura P. pastoris.

P. pastoris tiene la capacidad de llevar a cabo el plegamiento correcto de la proteina
recombinante, asi como modificaciones post traduccionales y por medio de una senal de
secrecion es posible que la proteina sea soluble y secretada al medio de cultivo (Cregg y
Higgins, 1995). P. pastoris es transformada por medio de la integracion del casete de
expresion dentro del cromosoma en un locus especifico (Sreekrishna et al, 1997; Daly y
Hearn, 2005). Dicho en otras palabras, P. pastoris puede llevar a cabo recombinacion
homodloga, lo que confiere una gran ventaja para generar transformantes genéticamente

estables.

Uno de los problemas que enfrenta la expresion de proteinas recombinantes en P. pastoris
es la degradacion proteolitica bajo ciertas condiciones de cultivo (Kobayashi et al, 2000).
También se ha observado la formacion de agregados proteicos que pueden producirse en el

interior de las células o después de la secrecion de la proteina (Woo et al, 2006). Esto puede
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causar pérdida de actividad y dificultad en la purificacion de la proteina recombinante (Wu

et al, 2008).

Por otro lado, las ventajas del uso de E. coli para la produccion de proteinas recombinantes
son bastantes conocidas. Su tiempo de replicacién es de 20 min cuando se encuentra en las
condiciones Optimas en un medio que contenga glucosa y sales minerales (Sezonov et al,
2007). Por esta razon cabe mencionar que es posible preparar medios complejos a partir de

componentes relativamente econémicos y accesibles (Rosano y Cecarelli, 2014).

Es capaz, ademas, de alcanzar altas densidades de cultivo y alta tasa de crecimiento cuando
se siguen las estrategias adecuadas, las cuales se han desarrollado basandose en el
conocimiento de la fisiologia de E. coli. Otro aspecto que se debe resaltar es que el
escalamiento del proceso es simple. La genética de E. coli se encuentra bien caracterizada,
por lo que se han desarrollado herramientas para la clonacion y expresion de genes (Baneyx
y Mujacic, 2004), entre las cuales se encuentra la variedad de plasmidos disponibles,

proteinas de fusion recombinantes y cepas mutantes (Serensen y Mortensen, 2005).

Sin embargo, dado que E. coli es un huésped procariota, carece de la maquinaria
intracelular adecuada para llevar a cabo las modificaciones post traduccionales que las
proteinas de origen eucariota necesitan para ser expresadas correctamente. En E. coli, la
produccion de las proteinas recombinantes es dependiente de la estructura y la

funcionalidad de las mismas (Makrides, 1996).

Otro problema comun de la expresion de proteinas recombinantes en E. coli es la formacion
de cuerpos de inclusion, los cuales son agregados proteicos que se forman por el

desequilibrio entre la agregacion de la proteina y su solubilizacion. Este desequilibrio es
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causado por las diferentes condiciones de pH, osmolaridad, potenciales redox, cofactores y
mecanismos de plegamiento que ofrece E. coli a diferencia del ambiente donde la proteina
es secretada originalmente (Rosano y Cecarelli, 2014). Para poder utilizar las proteinas
expresadas de esta manera, es necesario llevar a cabo una reaccion de plegamiento
adicional, lo cual puede conducir a pérdida de funcionalidad y pérdida de rendimiento
(Marston, 1986). Por otro lado, la formacion de cuerpos de inclusion se ha explotado para
expresar proteinas toxicas, inestables o faciles de replegar. Otro problema que se enfrenta
es la susceptibilidad a la degradacion proteolitica (Baneyx y Mujacic, 2004), por lo que se

han desarrollado cepas con genotipos deficientes en proteasas.

La induccion en E. coli se lleva a cabo en horas, mientras que P. pastoris necesita de dos a
cuatro dias para poder producir suficiente cantidad de proteina recombinante. Esto se debe
a que en E. coli la transcripcion y la traduccion en el citoplasma son procesos altamente
acoplados, de tal forma que una cadena polipeptidica se libera del ribosoma cada 35
segundos (Lorimer, 1996), lo que dificulta el plegamiento correcto de las proteinas si estas
poseen multidominios o son proteinas recombinantes (Baneyx y Mujacic, 2004). Sin
embargo, los péptidos pequenos de menos de 100 residuos de aminoacidos alcanzan su
conformacion nativa de acuerdo a su propia cinética de plegamiento (Baneyx y Mujacic,
2004). Por otra parte, para sobrellevar los problemas que surgen a raiz de la expresion de
proteinas en E. coli, se han desarrollado sistemas funcionales que combinan la eleccion de
los promotores adecuados asi como de la cepa, etiquetas para purificacion, proteinas de
fusién para conferir solubilidad y sitios de reconocimiento. Uno de ellos es el sistema de

expresion con vectores pET y la cepa BL21.
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Sistema de expresion en E. coli. Los vectores pET

Los sistemas de expresion basados en la ARN polimerasa del bacteriofago T7 han sido
utilizados recientemente para la expresidon de proteinas recombinantes en E. colli,
encontrandose mas de 40 plasmidos disponibles (Serensen y Mortensen, 2005). La
expresion en un sistema como este requiere del uso de una cepa especifica que cuente con
el gen de la ARN polimerasa T7 bajo el control de un promotor inducible, como es el
promotor lac (Fig. 4). Como inductor se utiliza isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG). De esta forma, se produce ARN polimerasa T7 en lugar de - galactosidasa, la
enzima que cataliza la hidrolisis de galactdsidos (Dubendortf'y Studier, 1991). Las cepas de
la serie BL21, que son deficientes en las proteasas Lon y OmpT (Rosano y Cecarelli, 2014),
cuentan con este gen y esta regulacion. Si el inductor no se encuentra presente, el promotor
lac se encontrara reprimido por el represor /ac, producto del gen lacl. La union del represor
tetramérico con IPTG provocard la liberacion del primero, dejando el operador lac libre,
por lo tanto la ARN polimerasa T7 puede ser transcrita (Dubendorff y Studier, 1991). El
gen de interés esta bajo el control del promotor T7, una secuencia de 20 nucleotidos que no
es reconocida por la ARN polimerasa de E. coli (Studier y Moffatt, 1986). Por lo tanto, al
haber una ARN polimerasa que sea afin a este promotor, el gen de interés sera transcrito
(Fig. 4). La ARN polimerasa transcribe hasta 230 nucledtidos por segundo, lo que la hace
mas rapida que la ARN polimerasa de E. coli, que transcribe 50 nucledtidos por segundo

(Serensen y Mortensen, 2005).

A su vez, este sistema de expresion permite utilizar otras estrategias para mejorar la
expresion y el rendimiento de la proteina recombinante. Una de ellas el uso de etiquetas de

afinidad como es la de polihistidinas (6X His), la cual es compatible con la cromatografia
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de afinidad y el uso de proteinas de fusion, como es la NusA (N-utilizing substance A
protein) para mejorar la solubilidad de la proteina. Una vez que las proteinas de interés han
sido purificadas, las etiquetas adicionales pueden eliminarse mediante digestion enzimatica
con una proteasa que tenga un sitio de reconocimiento especifico (trombina o enterocinasa),
el cual debe quedar incluido dentro de la secuencia del N-terminal (Serensen y Mortensen,

2005), que es el mecanismo en el que se basa el funcionamiento del sistema del vector

pET-44a (+)

lacUV5 promoter

DE3 locus

T7 promoter

Recombinant

PET vector
ori

E. coli genome

l +IPTG

lacU\V5 promoter

‘- o

x T7 promoter
Recombinant

PET vector

on

Marker

Drug Discovery Today

Figura 4. Sistema de expresion en los vectores pET. Tomado de Overton (2013).
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A la fecha se han expresado varios neuropéptidos de crustaceos usando este vector. Nagai
et al (2009) expresaron la neurohormona recombinante Pej-SGP-VII de Marsupenaeus
Jjaponicus en forma soluble, por lo que no fue necesario llevar a cabo una reaccion de
replegamiento. Para eliminar las etiquetas de afinidad se us6 digestion con trombina, sin
embargo, la baja eficiencia de la reaccion disminuy6 el rendimiento de la proteina. Aun asi,
la proteina fue amidada y se utiliz6 posteriormente para medir su actividad hiperglucémica
in vivo. Inoue et al (2011) utilizaron el mismo sistema para expresar Pej-SGP-I, también de
M. japonicus, reportando la correcta secuencia del N-terminal del péptido, el cual fue usado

para posteriores estudios de cristalizacion y difraccion de rayos x.

Recientemente, en nuestro grupo, se ha clonado y expresado CHH-A en el plasmido pET-
44a(+)-chhA en la bacteria E. coli BL21 Star (DE3), con vistas a producir la neurohormona
CHH-A como proteina de fusion, de manera soluble y con el plegamiento correcto. Para
lograr este objetivo, se optimizo la secuencia del gen chhA de L. vannamei al uso de
codones de E. coli (Gen Script) (Fig.5). Esto debido a que el gen nativo emplea codones
que son poco frecuentes en E. coli y que ademas pueden reducir la eficiencia de la
traduccion e inclusive desensamblar la maquinaria de traduccion. Segin lo reportado por
Gen Script, se redujo el contenido de las bases guanina y citosina, aumento la vida del ARN
mensajero y se eliminaron estructuras de asa y tallo, las cuales interfieren en la union del

ARN mensajero con los ribosomas, asi como en su estabilidad (Arredondo-Espinoza,

2014).

Esta secuencia optimizada no contiene el ultimo residuo de lisina perteneciente a la
secuencia original para llevar a cabo posteriores ensayos de amidacion in vitro, por lo que

el ultimo residuo libre es una glicina. Para llevar a cabo la reacciéon de amidacion se utiliza
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la enzima monooxigenasa a-amidante de peptidil-glicina (PAM). Este método se ha usado

para amidar la neurohormona CHH-B2 (Camacho-Jiménez, 2016).

AGT CTCTTT GAC CCG TCC TGT ACC GGC GTT TTT GAC CGC CAA CTG CTG CGT CGT CTG CGT
TCG CTCTTCGACCCTTCCTGCACCGGC GTC TTC GAC CGG CAG CTCTTG CGG AGG CTG CGT
CGT GTG TGT GAT GAT TGC TTT AAT GTT TTIT CGT GAA CCG AAC GTG AGC ACC GAA TGC CGT

CGA GTG TGT GACGACTGT TTC AAC GTATTC AGG GAA CCCAAC GTA TCT ACT GAA TGC AGG

TCT AACTGT TAC AAC AAC GAA GTTTTC CGC CAG TGC ATG GAA TAC CTG CTG CCG CCG CAC

AGT AACTGT TACAACAAT GAA GTG TTC CGC CAG TGT ATG GAA TAC CTC CTC CCG CCT CAC

CTG CAC GAA GAA|CAT CGCCTG GCT GTC CAA ATG GTC GGT TAA

CTT CAC GAA GAG CAC AGA CTA GCT GTC CAG ATG GTC GGG TAA

Figura 5. Optimizaciéon de codones del gen chhA para su expresion en plataforma
bacteriana. La secuencia en negritas muestra el gen original mientras que los codones que
fueron modificados estan subrayados en amarillo. El codon de término se encuentra en
letras rojas. Tomado de Arredondo-Espinoza (2014).

La region adicional del N-terminal puede ser eliminada una vez que la proteina sea

purificada por cromatografia de afinidad, lo cual permite obtener la hormona con la
secuencia nativa sin afectar su actividad en los bioensayos en los que se utilice
posteriormente. Esto gracias a que la proteina recombinante tiene dos sitios de seis
histidinas y un sitio de reconocimiento de la proteasa de serina enterocinasa. También
incluye una etiqueta Nus-tag, la cual es la proteina NusA de E. coli. Una de las funciones
biologicas de la proteina NusA es el provocar que la ARN polimerasa tenga periodos de
pausa mientras se encuentra en sitios especificos del templete de ADN. En organismos

procariotas la transcripcion y la traduccion se encuentran acopladas, por lo tanto NusA es
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capaz de incrementar la solubilidad de las proteinas traducidas retardando la traduccién en
las pausas de la transcripcion permitiendo que estas se plieguen correctamente (Davies et
al, 1999). Se ha comprobado un aumento en la solubilidad y estabilidad de las proteinas de

fusion que son expresadas con NusA (De Marco et al, 2004; Nallamsetty y Waugh, 2006).

21



Justificacion

No obstante que la hormona hiperglucémica de crustaceos es el péptido mayoritario
producido en el 6rgano X-glandula del seno del pedunculo ocular, principal centro
neuroendocrino de crustaceos, su funcién no ha sido entendida por completo en crustaceos,
incluyendo L. vannamei. De las cuatro neurohormonas encontradas a la fecha en L.
vannamei, CHH-A resulta de gran interés ya que presenta una sefial de amidacion en el C-
terminal y se ha visto que se expresa en otros tejidos como corazon, hepatopancreas y
musculo. Esta hormona tiene actividad hiperglucémica y participa en procesos de
osmoregulacion, ademas de mejorar la respuesta inmune de los organismos. Esta ha sido
clonada y expresada en la levadura P. pastoris con un C-terminal adicional o con la
secuencia lo mas parecida a la original para llevar a cabo ensayos de actividad bioldgica.
Sin embargo, la purificacion de las formas nativas mediante este sistema resulta
complicada, obteniendo proteinas contaminantes o variaciones de conformaciones. En este
sentido, la utilizacién de sistemas de expresion alternativos como el sistema pET en E. coli
permitira buscar opciones para expresar hormonas recombinantes funcionales con la
secuencia nativa, con el plegamiento correcto y en forma soluble, las cuales puedan ser
expresadas y purificadas en cantidades requeridas para realizar ensayos de actividad

biologica.
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Objetivos

Objetivo general

Establecer las condiciones Optimas de expresion de la hormona hiperglucémica de
crustaceos CHH-A recombinante de L. vannamei expresada como proteina de fusion en la

bacteria E. coli.
Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones Optimas de la expresion de la hormona CHH-A de L.
vannamei en E. coli producida como proteina de fusion en el sistema pET-BL21.

2. Purificar la hormona CHH-A recombinante por cromatografia de afinidad.

3. Montar las condiciones Optimas para la actividad enzimatica de la enterocinasa para
la eliminacion de las etiquetas adicionales unidas a la proteina CHH-A.

4. Llevar a cabo ensayos de inmunodeteccion de la proteina de fusion purificada y de

la CHH-A mediante el uso de anticuerpos anti-Hise-HRP y anti-CHH-A.
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Hipotesis
El uso del vector pET-44a(+) con la secuencia optimizada de la isoforma CHH-A de L.
vannamei permitira la expresion en E. coli de CHH-A como proteina de fusion soluble,

la cual podra ser purificada y detectada por medio de las etiquetas adicionales incluidas

en el N-terminal de la proteina.
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Metodologia

Expresion de la proteina de fusion NusA-CHH-A recombinante

En el presente trabajo se trabajara con la cepa de E. coli BL21 Star (DE3) CHH-A, la cual
en combinacion con el plasmido pET-44a(+)-chhA permiten la expresion de CHH-A
recombinante fusionada en el N-terminal a las etiquetas Nus y His-tag (Fig. 6), que podra

ser utilizada para evaluar su actividad biologica.

lacl
A)
T7 promoter
His-tag //
Nus-tag pET a( ) Amp"’
His-tag
chhA
B)

Enterocinas:.i

NH,— Histag |— Nustag |— Histag | DDDDK | cHH-A-COOH

Figura 6. Vector de expresion pET-44a(+). A: Esquema del vector de expresion pET-
44a(+). B: CHH-A expresada como proteina de fusion. Modificado de pET-44a(+) vector
(Novagen, cat: 71122-3). Tomado de Arredondo-Espinoza (2014).
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Cinética de crecimiento

Para realizar la cinética de crecimiento, la cepa trasformada se sembr6 en placas Petri con
medio Luria Bertani (LB) agar (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, agar
1.5%, pH 7.0) con ampicilina (100 mg/ml) y se dejoé incubando a 37°C toda la noche, hasta
observar colonias aisladas. Se tom6 una asada de una colonia fresca y se inoculd en 5 ml de
medio liquido LB (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, pH 7.0) con
ampicilina (100 mg/ml). Este cultivo fue puesto en incubacion a 37°C toda la noche con
agitacion de 200 rpm. Posteriormente se tomaron 50 pl para inocular 50 ml de medio LB
con ampicilina en la misma concentracion en matraces Erlenmeyer bafleados con capacidad
de 250 ml, por triplicado. Los cultivos se dejaron en incubacién a 37°C y con 200 rpm de
agitacion hasta que alcanzaron una densidad optica de 0.05 a 600 nm (ODgoo). Se tomaron
alicuotas de 1 ml cada hora de cada cultivo para realizar mediciones de absorbancia en un
espectofotometro Multiskan GO (ThermoScientific) a 600 nm hasta que se alcanzo la fase

estacionaria.

Propiedades fisicas y quimicas

Tomando como base la estructura del vector pET-44a(+) de Novagen (Cat: 71122-3), la
secuencia de la proteina NusA y la secuencia de aminoacidos reportada anteriormente por
Lago-Leston et al (2007) de la neurohormona CHH-A, asi como la secuencia de
nucledtidos optimizada anteriormente (Arredondo-Espinoza, 2014) se elaboré un analisis
predictivo de las propiedades fisicoquimicas del péptido expresado. Se consulté la
secuencia del gen nusA de E. coli K-12 en la base de datos EcoGene (EcoGene Accession

Number: EG10665. Fecha de acceso: 5 de mayo de 2016) para obtener la secuencia de
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aminoacidos y de nucledtidos completa. Los datos de la secuencia tedrica del péptido
expresado fueron analizados haciendo uso de la herramienta ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/). Se estimdé el peso molecular, punto isoeléctrico,

numero de residuos cargados negativamente (Asp + Glu) y positivamente (Arg + Lys), vida
media, indice de inestabilidad, indice alifitico y gran promedio de hidropaticidad
(GRAVY). Se incluyeron también los 74 aminoacidos que corresponden a la secuencia de

CHH-A y se compararon los resultados obtenidos.

Induccion de transformantes

A partir de una colonia fresca se inoculé un volumen de 5 ml de medio LB con ampicilina
(100mg/ml). Este se dejo incubando toda la noche a 37°C con 200 rpm de agitacion.
Posteriormente se utilizaron 50 pl de este cultivo para inocular 50 ml del mismo medio con
la misma concentracion de ampicilina. La incubacion se llevé a cabo a 37°C hasta que el
cultivo alcanzd una ODegoo de 0.5. Una vez alcanzado este valor de absorbancia se
realizaron cultivos en diferentes condiciones para encontrar las de mejor expresion de
proteina recombinante. Se utilizaron dos temperaturas de incubacion (37°C y 30°C) y se
adicionaron dos diferentes concentraciones de isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG)
(0.1 y 1.0mM). Se usaron dos tiempos de incubacion a partir de la induccion, los cuales
fueron de 6 h y 12 h. Para cada condicion de temperatura, concentracion de IPTG y tiempo
de incubacién se prepard un matraz con 50 ml de cultivo. Como control negativo se usaron
cultivos sin inductor en ambos tiempos de incubacidon y temperaturas. Al final de cada
tiempo de incubacion se centrifugaron 25 ml de cultivo en dos tubos cdnicos estériles con
capacidad de 50 ml a 13,000 x g durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Los

pellets se almacenaron a -80°C hasta su analisis.
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Preparacion de las muestras

Para lisar las células bacterianas el pellet correspondiente a 25 ml de cultivo se resuspendio
en buffer salino de fosfatos (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na;HPO4 12 mM, KH>PO4 1.2
mM) con 0.02% de lisozima (PBS 1X, pH 7.4) en el volumen correspondiente al 8% del
volumen de cultivo resuspendido, es decir, 2 ml de PBS 1X. Esta preparacion fue incubada
a 37°C por una hora y otra hora mas a -80°C. La suspension fue sonicada durante 150
segundos en total, con periodos de 15 s de sonicacion y 15 s de pausa, siendo un total de 15
periodos con una amplitud del 70%. La mezcla sonicada se centrifugd a 4500 x g durante
10 minutos a 4°C (Nagai et al, 2009). Las muestras con el sobrenadante y el pellet fueron
almacenadas a -20°C. Estas representan a las fracciones solubles e insolubles,

respectivamente.

Analisis de proteinas en geles de Tricina-SDS PAGE

Para preparar las muestras de los lisados celulares para su analisis mediante la técnica de
Tricina-SDS PAGE estas fueron resuspendidas en Sample Buffer 2X (Tris-HCI 125 mM
pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.004%). Para
analizar las fracciones insolubles se tom6 una asada del pellet obtenido después de la
sonicacion y se resuspendid en 100 pl de agua destilada, de la cual se tomaron 5 pl que a su
vez fueron resuspendidos en 5 pl de Sample Buffer 2X. Las muestras fueron
desnaturalizadas a 95°C durante 5 minutos, colocadas en hielo y posteriormente analizadas
en geles de poliacrilamida al 10% con tricina (Schiagger, 2006). Como condiciones de
corrida se us6 amperaje constante a 50 mA, un voltaje maximo de 150 V y las muestras se

dejaron correr hasta que el azul de bromofenol del buffer de carga alcanzé la base del gel.
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Finalizada la electroforesis, se procedi6 a tefiir el gel con azul de Coomassie blue silver
(G250 stain (Candiano et al, 2004) y se destiid con agua destilada hasta obtener el contraste

deseado.
Inmunodeteccion de CHH-A por Western Blot

Para determinar las condiciones de mayor produccion de hormona recombinante CHH-A se
realiz6 una electroforesis en geles de Tricina-SDS PAGE siguiendo el protocolo descrito
anteriormente. El anticuerpo monoclonal utilizado fue anti-Hiss-HRP de Roche (4000
U/ml), el cual tiene como epitopo la etiqueta de polihistidinas.

Cuando la electroforesis concluyo, el gel concentrador fue colocado en buffer de
transferencia semiseca Towbin 1X (Tris Base 250 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, pH
8.3). La electrotransferencia se llevo a cabo colocando el gel entre 3 piezas de papel filtro
junto con una membrana de nitrocelulosa Trans-Blot® Transfer Medium (Bio-Rad) de 0.45
um. La transferencia se realizd con amperaje constante de 200 mA y voltaje por debajo de
los 20 V en el sistema de electrotransferencia semiseca durante una hora.

Una vez llevada a cabo la transferencia semiseca, se procedid a incubar la membrana de
nitrocelulosa en solucion bloqueadora PBST (PBS 1X, Tween 20 0.05%, pH 7.4) con leche
descremada (Svelty) al 5% por 2 horas a temperatura ambiente con agitacion moderada. La
solucion bloqueadora fue descartada y la membrana fue lavada por cinco minutos con
PBST. Esto para proceder con la incubacion en solucion del anticuerpo (1:5000) con PBST
y leche descremada al 1% durante dos horas a temperatura ambiente, con agitacion
moderada. La solucién fue retirada mediante cuatro lavados de 15 min con PBST. La
deteccién se hizo por quimioluminiscencia utilizando el kit Super Signal® West Pico

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) incubando las soluciones del kit en una
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razén de 1:1 durante 5 minutos y visualizando usando un transiluminador ChemiDoc MP

(Bio-Rad).
Purificacion por cromatografia de afinidad

Las proteinas recombinantes con etiqueta de polihistidinas (His-tag) son purificadas
mediante el uso de una columna de afinidad de Niquel-Acido Nitrilotriacético (Ni-NTA).
EINTA tiene cuatro sitios quelantes para los iones de niquel, por medio de los cuales puede
inmovilizar los iones Ni*? en la matriz, que poseen una fuerte afinidad por las cadenas de
polihistidinas. Para este fin se utilizo el kit ProBond Purification System (Invitrogen). A la
columna de purificacion de 10 ml capacidad, se afiadi6 1.5 ml de la resina ProBond Nickel-
Chelating (Invitrogen) y posteriormente se resuspendido usando 6 ml agua desionizada
estéril. El sobrenadante se dejo asentar por gravedad en la columna. Posteriormente se
afnadieron 6 ml de Buffer de Union Nativo 1X (NaxH2PO4 50 mM, NaCl 500 mM, pH 8.0),

el cual fue descartado por elucion y se volvio a afiadir en la misma cantidad.

Para preparar la muestras, estds fueron descongeladas y centrifugadas a 10, 000 x g durante
20 min a 4°C, para descartar el sobrenadante. Se resuspendio el pellet resultante en 250 pl
de PBS IX y se volvi6 a centrifugar en las mismas condiciones. Se tomé una alicuota de 10

ul, la cual fue almacenada a -20°C para andlisis posteriores.

La muestra se transfirid por gravedad a la columna, de la cual se elimin6 el Buffer de Union
previamente afiadido. La muestra fue pasada una vez por la columna y se almacen6 a -20°C
para su posterior analisis. Se realizd un lavado de 24 ml con Buffer de Lavado (Imidazol
20mM, NaH>PO4 50 mM, NaCl 500 mM, pH 8.0) y se tom6 una alicuota de 1 ml para su

posterior analisis.
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Las proteinas de la muestra fueron eluidas con 1 ml de Buffer de Elucién (Imidazol 250
mM, NaH>PO4 50 mM, NaCI500 mM, pH 8.0) que fue recuperado hasta que se alcanzaron
6 ml de solucion anadida. Para su andlisis mediante SDS PAGE, se tomaron 5 pl de
muestra y se resuspendieron en 5 pl de Sample Buffer 2X. Estas muestras, junto con las

que se tomaron durante el proceso se analizaron en geles de Tricina-SDS PAGE al 10%.

Para analizar las muestras de los lavados, se tomé la muestra previamente colectada y se
afadieron 150 pl de acido tricloroacético al 100% y fueron incubadas toda la noche a 4°C.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 4°C, 13,000 x g y 20 minutos, se
descarto el sobrenadante, se afiadi6 1 ml de acetona fria y nuevamente fueron centrifugadas
en las mismas condiciones. La acetona fue descartada y el pellet resultante resuspendido en

10 pl de Sample Buffer 2X.

Dialisis de la proteina recombinante

Dado que la proteina recombinante se encontraba en PBS 1X y este puede interferir con la
actividad de la enterocinasa al momento de realizar la digestion, fue necesario realizar la
dialisis en un buffer en el cual pudiera llevarse a cabo. El imidazol también es inhibidor de
la reaccion de enterocinasa en una concentracion mayor a 50 mM y en el buffer de elucion
se encuentra presente en una concentracion de 250 mM, por lo que fue necesario
removerlo. Por consiguiente, se dializd la proteina en contra de Buffer de Reaccion 1X
(Tris-HC1 50 mM, CaCl, 1 mM, Tween 20 0.1%). Para este fin las muestras
correspondientes a las eluciones 2 y 3 de tres condiciones diferentes en donde se habia
observado la banda de interés (IPTG 0.1 mM, 6 horas de incubacion a 30°C; IPTG 1 mM,

12 horas de incubacion a 30°C y 1 mM de IPTG, 12 de incubacion a 30°C) fueron
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inyectadas en un casete de didlisis Slide-A-Lyzer™ de Thermo Fisher Scientific de 3.5K
MWCO y capacidad de 3 ml, previamente hidratado en el buffer mencionado
anteriormente. La dialisis fue llevada a cabo durante dos horas en 1 L de Buffer de
Reaccion 1X a temperatura ambiente con agitacion moderada. Se realizd un cambio de
buffer pasado este tiempo y después de transcurridas dos horas mas se cambid el buffer
nuevamente, esta vez para dejarse con agitacion moderada a 4°C toda la noche. Después de
este tiempo se recuperaron aproximadamente 3 ml de muestra, los cuales fueron
almacenados a -20°C. Posteriormente, la proteina recombinante dializada fue analizada

mediante un gel de Tricina-SDS PAGE al 10%.

Cuantificacion de proteinas

Para conocer la cantidad de proteina recombinante obtenida de la didlisis, esta se cuantifico

usando dos métodos colorimétricos mediante el uso de dos kits: Pierce™ BCA Protein

Assay y el kit de Bio-Rad Protein Assay. El primero se basa en el método del acido
bicinconinico (BCA) mientras que el segundo se basa en el método de Bradford. Para usar
ambos kits se siguieron las instrucciones de los fabricantes empleando estandares de suero
de albamina bovino (Promega). Se usaron concentraciones de 0, 25, 125, 250, 500, 750,
1000, 1500, y 2000 pg/ml de albimina para realizar la curva estandar con el kit de Pierce y
concentraciones de 0, 50, 125, 250 y 500 pg/ml para el kit de Bio-Rad. Asimismo, se
utilizaron los protocolos descritos para microplaca. Se colocaron 20 pl de muestras y
estandares por triplicado en placas de 96 pozos. Las placas fueron leidas en un
espectofotometro con lector de placas Multiskan GO (Thermo Scientific) a 562 nm para el

kit de Pierce y a 595 nm para el kit de Bio-Rad.
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Remocion del N-terminal adicional

Una vez que se tuvo la proteina de fusion purificada y cuantificada se procedio a realizar la
eliminacién de la region N-terminal adicional para dejar la hormona recombinante sin
aminoacidos extra. La proteina de fusidbn recombinante purificada tiene el sitio de
reconocimiento de la enzima enterocinasa (DDDDK), por lo tanto se llevaron a cabo
digestiones con dicha enzima. Con base a la concentracion de proteinas, se prepararon dos
reacciones con dos enzimas comerciales distintas: la enterocinasa de Roche (0.3 mg/ml), la
cual es purificada de intestino de becerro y la enterocinasa EK Max de Invitrogen (1U/ml),
que es una enzima recombinante purificada de la levadura P. pastoris consistente en la
subunidad catalitica de la holoenzima. Para llevar a cabo las reacciones se siguieron las

mstrucciones de los fabricantes.

Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, utilizado 25 pg de proteina de
fusion (62.5 pul), con tiempos de incubacion de 3 h y 6 h. Como control negativo se utilizo
proteina de fusion sin enzima en las preparaciones realizadas. Las muestras fueron
visualizadas en geles de SDS-PAGE tefiidos por azul de Coomassie. También se analizaron
las muestras mediante Western Blot usando los anticuerpos anti-Hise-HRP (4000 U/ml) y

anti-CHH-A (2.709 mg/ml).

Cabe senalar que los anticuerpos anti-CHH-A policlonales de conejo fueron elaborados por
la compaiia GenScript (2013). Para realizar el disefio se utilizd un péptido sintético de 14
aminoacidos que a su vez fue disefado a partir de la region del N-terminal de la CHH-A
(Balderas-Gonzalez, 2014). El protocolo utilizado es el mismo descrito anteriormente con

respecto a la electroforesis de Tricina-SDS PAGE (12%) y la electrotransferencia semiseca.
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La dilucién con el anticuerpo fue de 1:200 en PBST-Svelty 1%, la membrana se dejo en
incubacion toda la noche a 4°C con agitacion moderada y se realizaron 3 lavados de 5
minutos con PBST. Posteriormente se adiciond un segundo anticuerpo, el Anti-rabbit IgG
Peroxidase antibody (5 mg/ml) (Sigma Aldrich), el cual es de conejo producido en cabra,
usando una dilucion de 1:5000 en PBST-Svelty 1% y una incubaciéon a temperatura
ambiente durante 4 horas. El revelado se realizo usando quimioluminiscencia mediante el

kit mencionado anteriormente.
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Resultados y discusion

Cinética de crecimiento

A partir de las lecturas de absorbancia a 600 nm se construyd una grafica para obtener la

curva de crecimiento de la cepa E. coli BL21 Star (DE3) CHH-A (Fig.7).
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Figura 7. Cinética de crecimiento de E. coli BL21 Star (DE3) CHH-A hecha con los
promedios de las lecturas de los tres matraces inoculados. Los puntos representan las
lecturas realizadas + el error.

Como se aprecia en la grafica de la curva de crecimiento (Fig. 7), la fase estacionaria se
alcanz6 a las nueve horas después de la inoculacion. De esta misma forma se determind que
a las 3 horas (absorbancia de 0.5) se llevaria a cabo el inicio de la inducciéon con IPTG en

cultivos posteriores.
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Propiedades fisicas y quimicas

Para conocer mas acerca de las propiedades de la proteina de fusion expresada se realizd
una estimacion de diversos pardmetros usando la herramienta ProtParam y se hizo una
comparacioén con la secuencia nativa de CHH-A (Tabla 1). Esto se logré analizando la
secuencia completa de aminodcidos de ambos péptidos, que se puede consultar en los

anexos. La secuencia resumida se encuentra en la Figura 8.

-8-G-5-G-| Histg -A-G-| i -P-P-P-T-C‘r--G-S-C‘r-T-I-

NH; -M-G-S-S-| s |-S-S-| Nus-tag

Figura 8. Esquema completo de la proteina de fusion recombinante NusA-CHH-A
expresada por la cepa E. coli BL21 Star (DE3) CHH-A.

Es importante observar como el punto isoeléctrico de la proteina de fusion es menor que el
de la neurohormona nativa dado el aumento de residuos de aminoacidos. El punto
isoeléctrico calculado con ProtParam concuerda con el reportado por Liu et al (2014) para

la neurohormona CHH- A.

El calculo de la vida media estimada se basa en los aminoacidos que se encuentran en el N-
terminal de cada proteina, en este caso no varia entre ambas proteinas dentro de lo que es el

citoplasma bacteriano.

El indice alifatico es un parametro que estd definido por el volumen ocupado por las
cadenas alifaticas de los aminoacidos alanina, valina, leucina e isoleucina. Se debe de tomar

como un valor positivo en términos de termoestabilidad de proteinas globulares.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas estimadas con la herramienta ProtParam para la
proteina de fusion expresada.

Propiedades NusA-CHH-A | CHH-A
Numero de aminoacidos 632 74
Peso molecular (kDa) 70.32 8.82
Punto isoeléctrico 4.87 6.78
Residuos con carga positiva (Asp +Glu) 115 10
Residuos con carga negativa (Arg + Lys) 72 10
Vida media en bacterias (in vivo) >10h >10
Indice alifatico 87.52 70.95
Indice de inestabilidad 40.07 77.32
Gran promedio de hidropaticidad -0.406 -0.500

Una proteina con indice de inestabilidad menor a 40 es considerada estable (Gasteiger et al,
2005). Esto sugiere que la proteina de fusion NusA-CHH-A es estable in vitro. En cambio,
si se analiza solamente la secuencia de 74 aminoacidos correspondiente a CHH-A, esta
tiene un indice de estabilidad de 77.32, lo que confirma que NusA brinda estabilidad al

neuropéptido recombinante.

El gran promedio de hidropaticidad es un indicador de la hidrofobicidad de una cadena
polipeptidica. NusA-CHH-A es mas hidrofoba que CHH-A en concordancia con el

aumento de residuos alifaticos en la proteina.
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Induccion de transformantes

Las fracciones solubles e insolubles obtenidas de dos condiciones de temperatura (30°C y
37°C), dos concentraciones de IPTG (0.1 mM y 1 mM) y dos tiempos de incubacion (6 y
12 horas) fueron analizadas mediante geles de Tricina-SDS PAGE y Western Blot para
visualizar y detectar la proteina de fusion, la cual tiene un peso de 70.32 kDa, dado el peso
molecular de la Nus-tag y del neuropéptido recombinante. La proteina NusA contiene 495
aa (Novagen, cat 71122-3) y pesa de 54.8 kDa. La neurohormona CHH-A nativa es de 74
aa de longitud y tiene un peso tedrico de 8.76 kDa (Lago-Leston et al, 2007). Los
aminoacidos adicionales, entre los cuales se incluyen las secuencias His-tag y el sitio de
reconocimiento de enterocinasa, pesan alrededor de 6.62 kDa segtin reveld la herramienta

ProtParam.

En el andlisis de los sobrenadantes y las fracciones insolubles mediante los geles de
Tricina-SDS PAGE no fue posible distinguir claramente la banda del tamafio esperado (70
kDa) por la gran cantidad de proteinas expresadas por E. coli en ambas condiciones de

temperatura (Fig.9).
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Figura 9. Comparacion entre la expresion de proteinas a 37°C (A y B) ya 30°C (Cy D) de
las fracciones solubles e insolubles en geles de Tricina-SDS PAGE (10%) tefiidos por
Coomassie. A y C: 6 h de incubaciéon. B y D: 12 h de incubacion. M: Marcador de peso
molecular Prestained SDS PAGE Standards High Range (Bio-Rad). Carriles 2, 5 y 8:
fracciones solubles (S). Carriles 3, 6 y 9: Fracciones insolubles (I), ambos de los lisados de
los cultivos inducidos con 0, 0.1 y 1 mM de IPTG, respectivamente. Las flechas indican el
lugar donde se esperaba la banda de interés.

Con el objeto de diferenciar la hormona recombinante de las otras proteinas observadas en

el gel de Coomassie tanto en las muestras solubles como insolubles, las muestras fueron
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analizadas mediante Western Blot usando el anticuerpo anti-Hise-HRP (Fig.10). Al
comprobarse la expresion de la proteina recombinante en los sobrenadantes de ambas
condiciones de temperatura, se procedio a analizar estos de manera individual mediante las
mismas técnicas en las mismas condiciones. El andlisis por Western Blot mostr6 que en
ausencia del inductor (IPTG) no hubo expresion de proteinas en las muestras y que la
expresion de la proteina de interés se llevd a cabo tanto con 0.1 mM como con 1 mM de

IPTG (Figura 10-B).
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Figura 10. Analisis de las muestras mediante Western Blot. A: Condiciones a 37°C. B:
Condiciones a 30°C. M: Marcador de peso molecular Prestained SDS PAGE Standards
High Range (Bio-Rad). Carriles 2, 4 y 6: Fracciones solubles (S) de las concentraciones de
0%, 0.1 mM y 1 mM de IPTG a 6 horas de incubacidn, respectivamente. Carriles 3, 5y 7:
Fracciones insolubles (I) a 0%, 0.1 y 1 mM de concentracion de IPTG a 6 horas de
incubacion, respectivamente. Carril 8: Fraccion soluble, 12 horas de incubacion, 0% IPTG.
En A: Carril 9: Fraccién insoluble, 0 % IPTG, 12 h. Carril 10: Fraccion soluble, 0.1 mM
IPTG, 12 h. En B: Carriles 9 y 10: Fracciones solubles e insolubles, respectivamente, 0.1
mMde IPTG, 12 horas. Las flechas indican la banda de interés.
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Los resultados mostraron una mayor expresion de la proteina esperada de 70 kDa en todas
las muestras obtenidas de los ensayos realizados a 30°C en comparacién con las de 37°C,
tanto con 6 h como con 12 h de incubaciéon y en las fases solubles e insolubles. Sin
embargo, en especial, se observd una mayor expresion en las muestras solubles de los
cultivos a 30°C incubados por 12 h con la adicion de 1 mM de IPTG (Fig. 11-B).
Asimismo, el anticuerpo anti-Hiss-HRP detectd una proteina adicional de alrededor de 48
kDa tanto en las fracciones insolubles como en las solubles (Figs. 10 y 11). Con el fin de
obtener una mayor cantidad de proteina para los proéximos analisis se purificaron todas las

muestras obtenidas de las fracciones solubles en la condicion de 30°C.
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Figura 11. Visualizacion de las proteinas encontradas en los sobrenadantes mediante A:
Gel de Tricina-SDS PAGE (10%) B: Western Blot. En ambas: M, marcador de peso
molecular Prestained SDS PAGE Standards High Range, (Bio-Rad). Carril 2: 0% IPTG,
tiempo de incubacion de 6 h a 30°C. Carriles 3 y 4: Condiciones de temperatura a 37°C, 6
h, 0.1 y 1 mM IPTG, respectivamente. Carriles 5 y 6: 0.1y 1 mM IPTG, 12 h de incubacion
y 37°C. Carriles 7 y 8: 0.1 y 1 mM IPTG, 6 h, 30°C. Carriles 9 y 10: 0.1 mM y 1 mM

IPTG, 12 h de incubacion, 30°C.

Las condiciones de mayor expresion concuerdan con las reportadas por Nagai et al (2009),

quienes probaron temperaturas de 26.5°C, 30°C y 37°C asi como concentraciones de IPTG

de 0.1, 1, 1.5 y 2 mM para expresar el neuropéptido Pej-SGP-VII. Su mejor condicion de
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expresion fue en la cepa de E. coli BL21 Star (DE3), con una concentracion de IPTG de 1
mM y a 30°C.

Al observarse expresion significativa en las fracciones solubles, no fue necesario llevar a
cabo la disolucion de cuerpos de inclusion de la parte insoluble y posteriores reacciones de
replegamiento de la proteina de fusion NusA-CHH-A. En ocasiones, para expresar péptidos
recombinantes de la familia CHH se requiere llevar a cabo esta clase de reacciones para
recuperar la proteina de las fracciones insolubles, como ha ocurrido con los neuropéptidos
Hoa-VIH de la langosta americana Homarus americanus (Ohira et al, 2006), las
neurohomonas Mar-CHH -2 y Mar-CHH-L del camarén gigante de agua dulce
Macrobrachium rosenbergii (Ohira et al, 2006) y una MIH recombinante del cangrejo azul
Callicnetes sapidus (Nakatsuji et al, 2006). Todas estos péptidos fueron expresados en
distintas cepas de E. coli BL21 (DE3) en vectores pET (pET-32 a en el caso de las
neurohormonas expresadas por Ohira y colaboradores y pET-101 usado por Nakatsuji y
colaboradores).

Purificacion por cromatografia de afinidad

Los resultados de la purificacion por afinidad revelaron la obtencion de dos bandas
principales de proteinas en los geles de Tricina-SDS PAGE (Fig.12-A, C, E, G) las cuales
fueron detectadas por el anticuerpo monoclonal anti-Hise-HRP en el Western Blot (Fig.12-
B, D, F, H). Como se observa en los Western Blot, una de las bandas obtenidas se
encuentra alrededor de los 70 kDa, que corresponde con el peso molecular esperado y la
otra se encuentra cercana a los 48 kDa. Esto se observo en todas las condiciones evaluadas.
La observacion de diversas bandas adicionales en los geles de Tricina-SDS PAGE tefiidos
con azul de Coomassie sugiere que se obtuvo una purificacion parcial de la proteina

recombinante. La mayor cantidad de proteina de interés se obtuvo en la segunda y la tercera
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Figura 12. Analisis de la purificacion de proteina recombinante mediante geles de Tricina -
SDS PAGE (A, C, E, G) y Western Blot (B, D, F, H).

Ay B: Proteinas purificadas de la condicion 0.1 mM IPTG, 6 h, 30°C. C y D: Purificacion
correspondiente a la condicion 0.1 mM IPTG, 12 h, 30°C. E y F: Condicion de 1 mM
IPTG, 6 h, 30°C. G y H: Condicién de 1 mM IPTG, 12 h y 30°C. En todas: M, marcador de
peso molecular Prestained SDS PAGE Standards High Range, de Bio-Rad, I es la muestra
de entrada, W representa las proteinas presentes en el lavado, las eluciones (1-6) van de los
carriles 4-9 y O es la salida de la muestra.
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Dialisis

Las proteinas dializadas y analizadas en un gel de Tricina-SDS PAGE (10%) no mostraron
signos de degradacion o pérdida por la didlisis. Para la didlisis se eligieron las eluciones 2 y
3 de las condiciones de IPTG 0.1 mM, 6 h; IPTG 0.1 mM, 12 h e IPTG ImM, 12 h, por lo
que se juntaron para hacer una sola muestra. La condicion de IPTG 1 mM a 6 h no fue
colocada en el casete de didlisis debido a que en el Western Blot las bandas
correspondientes a la elucion 2 no fueron tan intensas como en el resto del andlisis de las
purificaciones y a que se detectd proteina recombinante en la elucion 1 (Fig.12-F).

Una vez que se comprobd que las proteinas seguian en buen estado después de ser
dializadas al observarse que no existia modificacion alguna después de llevar a cabo este
procedimiento, se procedi6 a cuantificar las proteinas totales en la muestra (Fig.13).

kDa
204

123

80

48

Figura 13. Comparacion entre muestras sin dializar y dializadas en diferentes
cantidades. M: marcador de peso molecular Prestained SDS PAGE Standards High
Range de Bio-Rad. Carriles 4-6: Muestras sin dializar en volimenes de 3,2 y 1 pl
en PBS 1X. Carriles 7-9: Proteina dializada en volimenes de 3, 1 y 2 ul en Buffer
de Reaccion.
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Cuantificacion de proteinas

Se obtuvieron dos curvas de calibracién con los estandares de albumina por cada método
utilizado (Figs. 14 y 15). Las curvas fueron construidas con los promedios de las lecturas.
La ecuacion de regresion lineal obtenida de la curva de calibracion por el método de
Bradford arroj6 una concentraciéon de proteina de 474.50 pg/ml, mientras que la
concentracion obtenida por el método del BCA fue de 406.99 pg/ml. Dado que el
coeficiente de determinacidon es mas cercano a 1 en la curva de calibracion construida
mediante el uso de las lecturas adquiridas por el método del BCA, se usé el dato de
concentracion obtenido por la ecuacion de regresion lineal de esta curva para calcular la

cantidad de proteina recombinante requerida para realizar la digestion con enterocinasa.
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Figura 14. Curva de calibracion para determinar concentracion de proteinas obtenida
mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay). Los puntos representan el
promedio de las lecturas + el error.
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Figura 15. Curva de calibracion de concentracion de proteinas construida con los datos
adquiridos por el método del BCA (Pierce™ BCA Protein Assay). Los puntos representan
el promedio de las lecturas + el error.

Considerando que la cuantificacion fue realizada a partir de una muestra original de 3 ml
que a la vez se obtuvo de un total de 75 ml de cultivo, el rendimiento calculado fue de 16
mg/L. En comparacion con el trabajo de Nagai et al (2009), el rendimiento obtenido en este
trabajo fue bajo ya que ellos obtuvieron 120 mg/L de proteina. Aun asi, el rendimiento fue
similar al obtenido en experimentos previos realizados en nuestro grupo con P. pastoris.
Balderas-Gonzalez (2014) obtuvo un rendimiento de 12.19 mg/L de CHH-A sin
aminoacidos adicionales una vez que este péptido fue purificado por RP-HPLC. Sin

embargo, debe considerarse que la purificacion de NusA-CHH-A fue parcial.
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Digestion con enterocinasa

Al llevar a cabo la digestion usando menos volumen de enzima, se comprobd que la

enterocinasa de Invitrogen es mas eficiente que la enterocinasa de Roche (Fig. 16).

B)

kDa

250 B
150

Figura 16. Geles de Tricina-SDS PAGE de las pruebas realizadas con las diferentes
enteorcinasas. En ambos: M es el marcador de peso molecular Precision Plus Protein
Unstained Standards (Bio-Rad). Carriles 1 y 2: Controles negativos a 3 y 6 h
respectivamente.

A: Enterocinasa de Roche. Carriles 3-5: Muestras con tiempo de incubacion de 3 h con 3, 6
y 9 ul de enzima (0.9, 1.8 y 2.7 ng de enzima, respectivamente). Carriles: 7-9: Incubacion
de 6 h con las mismas cantidades de enzima.

B: Enterocinasa EK Max (Invitrogen). Carriles 3-5: Muestras con 3, 2 y 1 ul de enzima,
(0.003, 0.002 y 0.001 U de enzima, respectivamente) en 3 h de incubacion. Carriles 7-9:
Incubacién de 6 h con los mismos volimenes de enzima.

Una vez que se obtuvieron las digestiones y se comprobd que el tiempo de incubaciéon no
provoco diferencias significativas en la eficiencia de la actividad enzimatica, estas fueron
analizadas mediante un gel de Tricina-SDS PAGE. Esta vez se procur6 que la banda del

marcador molecular de 10 kDa fuese visible (Fig. 17-A). Este andlisis confirmé que las

fracciones digeridas observadas pesan alrededor de 20-22 kDa. Como el peso esperado de
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la proteina recombinante sin el N-terminal es de alrededor de 9 kDa, se esperaba observar
una banda de ese peso y otra de alrededor de 61.5 kDa, que corresponde mayoritariamente
a la proteina de fusion NusA, sin embargo no fue de esta manera. Para hacer una deteccion
mas sensible del péptido buscado, se realizaron dos Western Blot con los anticuerpos anti-
Hise-HRP y anti-CHH-A (Fig.17).

Como se puede observar en el Western Blot utilizando el anticuerpo anti-CHH-A (Fig.17-
B) solo se obtiene una banda de 70 kDa, lo que concuerda con el peso molecular esperado
para la proteina de fusion completa NusA-CHH-A. Por otro lado, el fragmento de alrededor
de 20-22 kD fue detectado por el anticuerpo anti-His6-HRP lo que sugiere la presencia de

la secuencia de histidinas en ese péptido (Fig.17-C).
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Figura 17. Analisis de las digestiones con enterocinasa con incubacion de 6 horas. A: Gel
de Tricina-SDS PAGE. B: Inmunodeteccion con anticuerpo anti-CHH-A. C:
Inmunodeteccion con anticuerpo anti-His-sHRP. M: Marcador de peso molecular All Blue
Precision Plus Standards (Bio-Rad). C: Proteina sin digerir. Carriles R3, R6 y R9:
Digestiones con 3, 6, 9 ul de enterocinasa de Roche (0.9, 1.8 y 2.7 pg de enzima,
respectivamente). Carriles I1, 12 e I3: Reacciones realizadas con la enterocinasa de
Invitrogen en volimenes de 1, 2 y 3 pul (0.003, 0.002 y 0.001 U de enzima,
respectivamente). En A: Los carriles 9 y 10 contienen 3 ul de las enzimas utilizadas. E1:
enterocinasa de Roche (0.9ug). E2: Enterocinasa de Invitrogen (0.003 U). Las flechas
senalan el sitio donde se esperaba ver las bandas de interés.
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La fraccion de 48 kDa contiene la secuencia de histidinas que hace posible su purificacion,
pero no es detectada por el anticuerpo anti-CHH-A, por lo que no contiene la hormona. Los
resultados sugieren que esta fraccion podria estar siendo digerida inespecificamente por la

enterocinasa.

Sitios inespecificos de digestion de enterocinasa

Los resultados de los andlisis de las secuencias mostraron que existe un sitio de digestion
inespecifico para enterocinasa dentro de la proteina recombinante expresada en este trabajo.
El sustrato natural de la enterocinasa es el tripsindgeno y su funcién original es la
activacion de este para producir la forma activa de la tripsina en el intestino delgado, siendo
la secuencia canodnica reconocida DDDDK (Light y Janska, 1989). Se requieren de al
menos dos residuos de acido aspartico seguidos del residuo de lisina para el reconocimiento
por parte de la enzima (Maroux et al, 1971). Existen sustituciones para el sitio de
reconocimiento, identificadas por Light, et al (1980). El andlisis realizado en ese estudio
reveld que los residuos de lisina, arginina y el derivado de cisteina S-aminoetil cisteina
satisfacen el requerimiento del residuo basico mientras que los residuos de acido aspartico,
glutdmico y el derivado de cisteina S-carboximetil cisteina cumplen los requisitos del
residuo acido reconocidos por la enzima. La presencia de residuos de asparagina en la
cuarta y tercera posicion a la izquierda del sitio de corte da como resultado una hidrdlisis
mas lenta, asi como la sustitucion de residuos en la posicidon 4 siendo esta sustitucion

menos critica. Las reacciones con enterocinasa se llevaron a cabo con enzima purificada de
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mucosa intestinal bovina a 25°C en proteinas reducidas. Los resultados de ese estudio se

resumen en la Figura 18.

P, P, P, P, P, P,

Tripsinégeno bovino —Asp— Asp — Asp — Asp— Lys — lle

Sustituciones --Xaa-— Glu — Glu — Glu — Arg —
—CmC—-CmC—-CmC—AetC —
— Asn — Asn —
— Ala —
— Phe —
— Lys —

Figura 18. Sitios de sustitucion para el reconocimiento de enterocinasa identificados por
Light y colaboradores (1980). En la figura se muestra la secuencia candnica original del
tripsinégeno bovino. Modificado de Light y Janska (1989).

Anteriormente, ha sido demostrado que las enterocinasas de diferentes especies poseen
especificidad secundaria por otras secuencias cortas de péptidos diferentes de la secuencia
canonica DDDDK. Kim et al (2008), en ensayos con enterocinasas bovina y porcina
purificadas a 37°C, observaron que si se realizaba la digestion con péptidos que
sustituyeran residuos de alanina en las posiciones 5 y 4 de la secuencia DDDDK esta era
mas eficiente. Lo mismo ocurria si se sustituia la lisina de la posicion 1 con una arginina.
Se ha encontrado que al llevar a cabo esta sustitucion se requiere de 3 a 6 veces menos

cantidad de enzima para llevar a cabo una digestion efectiva (Gasparian et al, 2011).

Inespecificidad de la digestion con enterocinasa en proteinas recombinantes

En cuanto a la produccion de proteinas recombinantes, Kenig et al (2006) dieron a conocer
la digestion inespecifica de un factor de necrosis tumoral alfa (TNF) recombinante en la

secuencia VRSSSR. Los cortes fueron realizados después de ambos residuos de arginina,
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por lo que descartaron este método de remocion de etiquetas de aminoacidos sin hacer

ensayos posteriores.

Se ha reportado digestion inespecifica en la produccion de cuatro toxinas de escorpiones
con mas de dos puentes disulfuro en el trabajo de Chen et al (2003). Una de ellas, con un
punto isoeléctrico de 9.2, fue digerida de manera exitosa. En cambio, las proteinas con
punto isoeléctrico menor (entre 6.2 y 4.7) fueron digeridas de forma inespecifica en las
secuencias DNDK, QNAR, WEYR y EDK. Las proteinas que fueron digeridas de forma
inespecifica en este caso se encontraban en un buffer con un pH mas alto que su punto
isoeléctrico. En el caso de la proteina de fusion NusA-CHH-A, esta se encontraba en un
buffer con pH de 8.00 (50 mM Tris HCI, 1 mM CaCl, y Tween 20 0.1%), lo cual es un
valor mas alto que su punto isoeléctrico. Esto significa que estas proteinas se encuentran
cargadas de forma negativa, por lo tanto esto pudiese tener un efecto en la especificidad de
la reaccion. Sin embargo, algunos trabajos sefialan que disminuir o aumentar el pH no

produce cambios significativos en la especificidad (Shahravan et al, 2008).

En la produccion recombinante de la proteina AhR6—C/EBP, la cual es un hibrido de la
region basica del receptor de aril hidrocarbono junto con la proteina potenciadora de union
a CCAAT, se presento, al igual que en este caso, el corte inespecifico de la enterocinasa
nativa de Roche (Shahravan et al, 2008). Después de 15 min de reaccion, el 82% de la
proteina habia sido digerida en sitios inespecificos, mientras que a las dos horas los
subproductos habian sido degradados. Para optimizar la especificidad de la enzima, en este
estudio se probaron diversas condiciones de pH, temperatura, cantidad de enzima y la
adicion de agentes desnaturalizantes. La adicion de urea 1 M mejoré la especificidad de la

enterocinasa. Los autores atribuyen a que la inespecificidad se debe a la falta de acceso a la
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secuencia canoénica DDDDK e identificaron los motivos SR, IK y DR como los sitios de
digestion secundaria. Cabe sefialar que los sitios con la secuencia DR que no fueron
digeridos fue debido a que son precedidos por residuos basicos lo que impide su protedlisis.
Sin embargo, esto no significa que cualquier sitio que contenga un aminodacido basico
seguido de un residuo acido sea un sitio inespecifico de enterocinasa (Shahravan et al,

2008).

Zhang et al (2005) produjeron hepcidina recombinante. Para remover una His-tag, se llevo
a cabo la reaccion en un amortiguador que contenia 2 M de urea, la cual habia sido
agregada para prevenir la precipitacion de la proteina recombinante, que poseia cuatro
enlaces disulfuro. La reaccidon tuvo un rendimiento del 20%, lo que permitié recuperar 970
ug de hepcidina a partir de 5 mg de proteina de fusion. De manera usual, los fabricantes de
enterocinasa recomiendan eliminar inhibidores mediante dialisis. En el caso de la urea, se

recomienda que esta no se encuentre en una concentracion mayor a 2 M.

Todos estos experimentos, incluidos los de este trabajo, se llevaron a cabo con proteinas
recombinantes provenientes de cepas de E. coli BL21 (DE3) o derivadas de ésta. Las
enzimas utilizadas fueron comerciales (Roche, Invitrogen). Existen variaciones entre las
reacciones en lo que respecta a los tiempos de incubacion, la temperatura (siendo
temperatura ambiente y 37°C), el pH (7.2 y 8.0) y la preparacion del buffer. De todos estos
factores, el unico que parece modificar la especificidad de la reaccion es la adicion de urea

al buffer de reaccion.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se utilizo la herramienta bioinformatica en linea 3

of 5 (http://www.dkfz.de/mga2/30f5/30f5.html), la cual encuentra patrones cortos en una
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secuencia de aminoacidos mayor, ambos provistos por el usuario. En la Tabla 2 se muestran
las secuencias de aminoécidos que aparecen en la proteina de fusion NusA-CHH-A que han
sido dadas a conocer como sitios de corte inespecifico. En la tabla también se indica el
numero de repeticiones de dichas secuencias y el tamafio que tendrian los fragmentos de

haber sido ese el sitio de corte secundario.

Tabla 2. Secuencias de corte inespecifico en la proteina de fusion NusA-CHH-A

Secuencia Repeticiones Posicion Tamaiio esperado
de fragmentos
(kDa)
DDDDK 1 555-559 61.50-8.95
(Canoénica)
DEDK 1 311-314: 35.29-35.25
NDK 1 254 — 255 29.05-41.1
62 — 63 7.17-63.37
115-116 13.31-57.23
DR 5 189 — 190 21.8-48.74
453 — 454 50.60-19.9
571 -572 61.90-8.64
IK 1 235 - 236: 27.10-42.9
SR 1 244 — 245 29.89-40.65

Remocion de la etiqueta de fusion Nus-tag

Otra posibilidad para explicar la falta especificidad es que el sitio de reconocimiento de la
enterocinasa en la proteina de fusion NusA-CHH-A no se encuentre de manera accesible y

por lo tanto esta situacion derive en digestion inespecifica. Dado que NusA es una proteina
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de 54.8 kDa, es factible que haya problemas estéricos que impidan la correcta digestion con
enterocinasa. Si se introduce la secuencia completa en la herramienta bioinformatica en

linea Peptide Cutter (http://web.expasy.org/peptide cutter/) en la cual se pueden conocer

los sitios de corte por diversas proteasas, esta reconoce el sitio DEDK (posicion 311 - 314)
como un potencial lugar de reconocimiento para enterocinasa. Asimismo, se ha reportado
que la proteina NusA es digerida de forma inespecifica por la proteasa factor Xa (Davies et
al, 1999), aunque segun reveld Peptide Cutter, no existen sitios de corte de esta enzima en

la secuencia de la proteina.

Por otro lado, autores como Nagai et al (2009) observaron que NusA es digerida en
diversos sitios inespecificos por la enzima trombina, ya que no fue posible observar la
porcion correspondiente a esta etiqueta después de la digestion del neuropéptido
recombinante Pej-SGP-VII. El rendimiento de la reaccion fue bajo dado que la adicion de
mayor cantidad de enzima no causa diferencias significativas (Nagai et al, 2009). En este
sentido, en el presente trabajo no se descarta que exista uno o varios sitios de digestion
secundaria que se encuentren mas expuestos que la secuencia DDDDK en la proteina de
fusion NusA-CHH-A. En las reacciones con la enzima de Invitrogen el resto de las
fracciones no pueden ser visualizadas en los geles de Tricina SDS-PAGE, lo que indica que

son degradadas.

En cambio, las proteinas de fusion que contienen Nus-tag y un sitio de reconocimiento para
proteasa TEV, ademas de tener una secuencia de unién entre este sitio y la proteina
recombinante, son expresadas de forma soluble, con el plegamiento correcto y son

procesadas correctamente en el sitio de reconocimiento (Nallamsetty y Waugh, 2006).
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Por otra parte, se ha demostrado que otra etiqueta de fusidn ampliamente usada para
conferir solubilidad, Maltose Binding Protein (MBP), de 42 kDa, forma agregados solubles
que no permiten el facil acceso a las endoproteasas (Waugh, 2011). Se ha sugerido que en
estos casos la MBP mantiene a los péptidos de fusion en estado soluble dentro de E. coli,
sin que estos se encuentren en su conformacion nativa pudiendo dar lugar a agregados

proteicos solubles (Waugh, 2011).

La proteina NusA de E. coli posee alta termoestabilidad en condiciones fisiologicas.
Usualmente existe en forma monomérica en solucion (Gill et al, 1991). Sin embargo, bajo
condiciones de shock de temperatura, tiende a formar oligdmeros de alto peso molecular en
vez de formar agregados, como lo hacen la mayor parte de las proteinas. Esta
transformacion, que es dependiente de la temperatura, puede ocurrir a partir de los 45°C.
Los oligobmeros de NusA parecen tener actividad chaperona por su interaccion con
proteinas parcialmente desnaturalizadas in vitro, ya que se ha observado que pueden reducir
la agregacion de proteinas provocada por temperatura o por la adicion de 1,4-diotiotreitol
(Li et al, 2013). Estos oligomeros capturan a las proteinas desnaturalizadas, formando
complejos estables y solubles pero no facilita el replegamiento dado que no las liberan si no
se encuentran otras chaperonas presentes. Cuando NusA sufre este cambio de conformacion
quedan expuestos sitios hidrofobos e incrementa su didmetro (Li et al, 2013). Se sugiere
que este proceso se debe a su estructura secundaria, ya que posee 9 a-hélices en el C-
terminal al igual que otras proteinas NusA bacterianas que también pueden formar
oligbmeros. NusA contiene dos repeticiones de dominios acidicos (aminodcidos en las
posiciones 353-416 y 431-490) con dos motivos hélice-horquilla-hélice (HhH). Estas

repeticiones son estructuralmente similares al dominio motivo alfa-estéril (SAM), del cual
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se ha descrito su oligomerizacion (Einsenmann et al, 2005). Al momento de retirar ambas
repeticiones de la proteina NusA, pierde su capacidad para oligomerizarse y es mas sensible
al shock de calor, formando agregados solubles (Li et al, 2013). Se desconoce si NusA

puede formar oligdmeros en condiciones fisiologicas.

Las proteinas que forman oligdmeros son complicadas de purificar una vez que se realiza
las digestiones con endoproteasas debido a la baja eficiencia de las reacciones por la

distribucion de las subunidades (Kenig et al, 2006).

Para obtener una proteina recombinante pura, las enzimas utilizadas para remover
aminoacidos adicionales se tienen que retirar, al igual que las proteinas sin digerir. Por esta
razon se realizan purificaciones adicionales. En el caso de la purificacion de proteinas
oligoméricas por cromatografia de afinidad de metales, el rendimiento es bajo. Esto se debe
a pérdidas que a su vez se encuentran relacionadas con la conformacion de la proteina y con

la baja eficiencia de la digestion enzimatica (Kenig et al, 2006).

Es probable que el fragmento de 48 kDa sea una variacion de conformacion de la etiqueta
de fusion NusA dadas las propiedades que esta proteina posee. Se descarta que sea
producto de una proteasa endogena de E. coli dado que en los geles de Tricina-SDS PAGE
no se visualiza como fragmentos degradados, si no que se muestra en bandas consistentes
en todas las condiciones de cultivo con inductor. Ademas, las cepas de E. coli BL21 (DE3)
son deficientes en las proteasa Lon, la cual tienen como funcién la degradacion de proteinas
que no son propias de la célula. Tampoco posee el gen que codifica para la proteasa de
membrana OmpT, la cual tiene la funcidon de degradar proteinas extracelulares (Rosano y

Cecarelli, 2014).
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A nivel transcripcional, NusA no posee codones de paro dentro de su secuencia. De ser asi,
no se obtendria la proteina de fusion completa de 70 kDa con la neurohormona CHH-A
recombinante. Esto sugiere que la modificacion se debe llevar a nivel traduccional o
postraduccional. El péptido de 48 kDa contiene una secuencia His-tag, esto le permite ser
detectado por el anticuerpo anti-Hiss-HRP y purificado mediante la cromatografia de
afinidad. Los resultados mostraron que el fragmento de 48 kDa no fue detectado por el
anticuerpo anti-CHH-A, lo que indica que no contiene el C-terminal completo de la
proteina de fusion y por ende, no contiene la neurohormona recombinante. Como este
péptido también estd siendo digerido, es probable que la o las secuencias de reconocimiento

secundario se encuentren dentro de lo que es la proteina de fusion NusA.
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Conclusiones

El uso del sistema E. coli BL21 Star-pET permitié la expresion de la proteina de fusion
NusA-CHH-A en forma soluble con etiquetas de polihistidinas (6X His) y un sitio de

reconocimiento para enterocinasa.

El analisis electroforético en Tricina SDS- PAGE mostrd la expresion de la proteina de
fusion con un peso molecular de 70 kDa, lo cual fue corroborado por Western Blot

utilizando los anticuerpos anti-Hise-HRP y anti-CHH-A.

Las mejores condiciones de expresion de la proteina de fusion se obtuvieron a una
temperatura de 30°C, 12 horas de incubacion y una concentracion de 1 mM del inductor

IPTG.

Las etiquetas de polihistidinas permitieron la purificacion mediante cromatografia de
afinidad, la cual fue de manera parcial dada la presencia de otras bandas de proteinas
visualizadas por geles de Tricina SDS- PAGE. El rendimiento de la purificacion parcial de

NusA-CHH-A fue de 16 mg/L.

Las condiciones utilizadas con la enzima enterocinasa para remover las regiones
adicionales de la proteina de fusion NusA-CHH-A dieron lugar a cortes inespecificos. El
analisis de secuencias de la proteina de fusion NusA-CHH-A obtenida y la literatura sobre
el tema sugieren la existencia de sitios de corte inespecificos dentro de NusA, los cuales
podrian ser eliminados modificando las condiciones de la digestion de la enzima

enterocinasa.
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Perspectivas

Optimizar las condiciones de purificacion mediante el uso de imidazol en el buffer de union

para evitar la unién de proteinas que no contengan His-tag.

Optimizar las condiciones de digestion con enterocinasa para obtener la neurohormona
CHH sin aminoacidos adicionales en el N-terminal, por lo que se sugiere el uso de urea

para mejorar la especificidad de la reaccion.

Determinar la secuencia del N-terminal de los subproductos obtenidos mediante la técnica

de degradacion de Edman.

Eliminar el fragmento del N-terminal adicional de la mezcla de reaccion una vez que sea
cortado con la enterocinasa por cromatografia liquida de alto rendimiento en fase reversa

(RP-HPLC).

Realizar ensayos in vivo para probar la actividad biolégica de la hormona recombinante

CHH-A de L. vannamei producida por medio del sistema de expresion pET en E. coli.
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Anexos

Secuencia completa de la proteina de fusion NusA-CHH-A
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Met
AR
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Ar B

CCGe AAC GTG AGC ACC AR TGO CGET

Pro Asn Val Ser Thr Glu Cys Arg
AAC AAC GAA GTT TC CGC CAG
Asn Asn Glu val Phe Arg Gln
CTG CTG CCG CCG CAC CTG CAC
Leu Leu Pro Pro His Leu His
CTE GCT GTC CAR ATG GTC GGT TAA
Leu Ala Val GIn Met Val Gly *

Secuencia completa de la proteina de fusion expresada por E. coli BL21 Star CHH-A. Los
aminodacidos en letra verde indican la proteina de NusA. Los aminoéacidos en naranja son
correspondientes a la neurohormona CHH-A. Se resaltaron las etiquetas His-tag, S-tag, el
sitio de reconocimiento de trombina y el sitio de reconocimiento de enterocinasa en azul
turquesa, verde, gris y azul respectivamente. En amarillo se resalté el inicio de la
traduccion y en letras rojas el término de la misma.
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