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RESUMEN

Para la célula es muy importante que las proteinas estén correctamente plegadas, ya que
una proteina mal plegada es incapaz de realizar su funcién. Ademas, el plegamiento inadecuado
de las proteinas puede llevar a la formacion de agregados, los cuales pueden llegar a acumularse,
causando dafo celular y por consecuencia enfermedades [Dobson, 2001]. Como ejemplos de lo
anterior tenemos a el bocio congénito con hipertiroidismo [Kim, 1996], la enfermedad de
Alzheimer vy las infecciones causadas por priones [Harper y Lansbury, 1997]. Por lo tanto, la
célula tiene mecanismos que aseguran el correcto plegamiento de las proteinas, los cuales
incluyen enzimas que aceleran el proceso de plegamiento y chaperonas moleculares que inhiben
la agregacion. Un ejemplo de este tipo de proteina es: la proteina disulfuro isomerasa (PDI; E.C.
5.4.3.1), una oxidoreductasa y chaperona residente del reticulo endoplasmico (RE) [Wilkinson B,
2004]. Esta enzima es multifuncional y se ha encontrado fuera del RE, sin embargo aun se
desconoce en su totalidad las funciones que esta enzima realiza fuera del RE, en donde al

parecer, su actividad es principalmente como catalizadora de la reduccién de puentes disulfuro.

El primer paso para el estudio de la estructura y funcion de una proteina es su extraccion
0 produccion. En este trabajo se expreso la enzima PDI humana recombinante en células de
Escherichia coli utilizando un vector de expresion, denominado pQHuUPDI. La enzima PDI fue
expresada con una etiqueta de seis Histidinas en el extremo N-terminal, lo cual permitio la
produccién soluble de la enzima y su purificacion con cromatografia de afinidad a niquel. Como
resultado se obtuvieron 11.15 mg de proteina soluble a partir de 500 mL de cultivo bacteriano.
La enzima PDI humana recombinante fue cataliticamente activa, como se pudo demostrar en los

analisis de la actividad reductasa, que se realizaron con la insulina como sustrato de la PDI.



ABSTRACT

For a cell, it is very important that proteins are correctly folded. A misfolded protein is
likely to lose its normal function, and therefore lead to the accumulation of aggregates which
cause a disease [Dobson, 2001]. Among these diseases is goiter with hypothyroidism [Kim,
1996], Alzheimer’s disease and prion infections [Harper and Lansbury, 1997]. Thus, our cells are
packed with mechanisms that ensure a correct folding process of proteins; these include proteins
that catalyze the folding process and molecular chaperones that inhibit aggregation. An example
of these proteins is: protein disulfide isomerase (PDI; E.C.5.4.3.1), an oxidoreductase and
chaperone of the endoplasmic reticulum (ER) [Wilkinson B, 2004]. This enzyme is
multifunctional and has been found outside the ER, where apparently its function is mostly to
catalyze the reduction of disulfide bonds, however its function outside the ER is not well known

yet.

The first step towards understanding both the function and structure of a protein is its
extraction or production. In the work described here, the recombinant human PDI was expressed
in Escherichia coli using an expression vector, named pQHuUPDI. PDI was expressed with an N-
terminal tag of six Histidines, which allowed a soluble production and its purification with a
nickel affinity chromatography. As a result 11.15 mg of soluble protein were obtained from 500
mL of bacterial culture. The recombinant human PDI enzyme was active, as demonstrated by the

enzymatic reduction assays, with insulin as a substrate for PDI.



1. INTRODUCCION

1.1. Plegamiento de proteinas

El plegamiento correcto de una proteina es la bdsqueda de una estructura Unica,
biol6gicamente activa, dentro de varias posibles estructuras [Zheng y Gilbert, 2001]. La correcta
estructura tridimensional de la proteina es requisito para su funcionalidad y, por lo tanto, para la
vida [Christis, 2008]. Anfinsen demostrd que existen proteinas que pueden adquirir su estructura
nativa sin asistencia, ya que la informacion requerida esta contenida en su secuencia primaria
[Anfinsen, 1973]. Por otro lado, Levinthal sefialé que es practicamente imposible que una
proteina pruebe todas las conformaciones que puede adquirir, lo cual le tomaria muchisimo
tiempo; mientras que, el plegamiento de proteinas en un célula es muy rapido [Karplus, 1997].

La “paradoja de Levinthal” llevo al concepto de un proceso energético tipo embudo, en el
cual se minimizan las opciones conformacionales que puede probar una proteina, logrando en un
menor tiempo la conformacion mas estable de menor energia [Dinner, 2000]. Sin embargo,
conforme mas grande y compleja es una proteina, mas complejo se vuelve su plegamiento, por lo
que durante la busqueda de la conformacion nativa, es posible que surjan conformaciones no
nativas con interacciones no deseadas, dando como resultado un plegamiento incorrecto

[Dobson, 2001].
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1.2. Plegamiento asistido de proteinas en el reticulo endopladsmico

El RE es un compartimento celular con multiples funciones, entre las que figuran el

metabolismo de carbohidratos, la destoxificacion de farmacos, el almacenamiento de calcio, y la

sintesis de fosfolipidos; sin embargo, se considera que su funcion principal es el plegamiento y la

modificacion post-traduccional de proteinas destinadas para secrecién, incluyendo proteinas de

la membrana plasmatica y otros compartimientos intracelulares de la via secretora (Figura 1)

[Hatahet y Ruddock, 2007].

Durante la biosintesis de proteinas de secrecion, el extremo N-terminal de una proteina

funciona como péptido sefial (PS), el cual es reconocido por la particula de reconocimiento de

sefial (SRP). La unién PS-SRP detiene temporalmente la traduccion y dirige al ribosoma hacia

un poro de translocacion en la membrana plasmatica del RE, donde el SRP es reconocido por un

Proteasome

Degradation

-
Transhocation®

|

Figura 1.Plegamiento en el RE.

Una proteina recién sintetizada entra al
RE a través de un poro de translocacion,
comienza a plegarse y puede ser
glucosilada. Inmediatamente, se asocia
con uno de los factores de plegamiento
dependiendo de sus caracteristicas
(hidrofobicidad, cisteinas libres y
azucares). Una proteina puede ser
transportada de un sistema de
chaperonas a otro en secuencia, o puede
usar una sola chaperona. En algunos
casos cuando la chaperona de preferencia
no esta disponible, otra puede sustituirla.
Si es liberada del sistema de chaperonas
y se considera que ha sido plegada
correctamente, entonces puede salir del
RE. Si esta incorrectamente plegada, sera
degradada [Christis, 2008].
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receptor (SRPR). Posteriormente, el SRP es liberado y la traduccion es concluida. Mientras el
polipéptido naciente es translocado hacia el lumen del RE, un grupo de proteinas asisten su
plegamiento. Es conocido que algunos factores que asisten el plegamiento, como PDI,
sobrepasan la cantidad bioldgicamente necesaria, alcanzando concentraciones milimolares

[Marquardt, 1993].

1.3. Enlaces disulfuro

Muchas proteinas que se sintetizan en el RE contienen enlaces disulfuros que estabilizan

su estructura nativa. Los enlaces covalentes, producidos por la oxidacion de dos residuos de

cisteina (tioles libres), son importantes para el plegamiento y la estabilizacién de una proteina, ya

que restringen su flexibilidad y dan direccionalidad a este proceso [Christis, 2008].

Debido a que cada residuo de cisteina tiene el potencial de formar un enlace disulfuro con otra

Figura 2. Organizacion de dominios y estructura
3D de la enzima PDI1 de S. cerevisiae.

(A) Organizaciéon de dominios de la ScPDI. Los
dominios tipo tiorredoxina se muestran como
rectangulos redondeados con letras moradas
indicando los dominios cataliticos (a y a’) y letras
verdes mostrando los dominios inactivos (b y b’). Se
muestran las secuencias de los sitios activos. La
extension del extremo C-terminal mas alld del
dominio a’ constituye una hélice-a prominente
visible en la estructura cristalizada de Pdip.

(B) Las hélices a se muestran de color rojo, las -
plegadas de color amarillo y las horquillas en verde.
Las cisteinas del sitio activo se representan con
esferas moradas [Appenzeller-Herzog, 2008].
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cisteina cercana, la correcta formacion de los enlaces disulfuro nativos es un paso limitante en el
plegamiento de proteinas in vitro e in vivo [Kersteen, 2005].

Las células eucariotas producen diversas y muy complejas estructuras con enlaces
disulfuro, principalmente en el RE, donde el ambiente oxidativo es propicio, y la catélisis de la
formacion de los puentes disulfuro fue demostrada para la enzima PDI. La figura 2 muestra la
organizacion de dominios y la estructura cristalogréfica de la proteina PDI1 de S. cerevisiae

[Appenzeller-Herzog, 2008].

1.4. La familia PDI humana

Aunque la PDI es el modelo de las oxidorreductasas del RE, no es la Unica. A la fecha, la
familia de enzimas PDI de humano consta de 19 miembros, y sigue creciendo. Todas las
secuencias PDI contienen una secuencia sefial y al menos un dominio tipo tiorredoxina, aunque
difieren en su organizacion de dominios, especificidad de tejido y secuencia del sitio activo
[Christis, 2008]. Aun cuando el nombre de esta enzima lleva implicita una funcién isomerasa,
esta actividad no ha sido demostrada experimentalmente para todos los miembros de la familia.
Por ello, la clasificacion de las proteinas de la familia PDI de humano se basa principalmente en
sus semejanzas de secuencia-estructura y en su localizacion, dejando en segundo término la

funcion y las propiedades enzimaticas.
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La Tabla 1 muestra una panoramica global de las caracteristicas estructurales de la
familia de proteinas PDI de humano. La mayoria son solubles, con una secuencia sefial para
retencion en el RE en el extremo C-terminal (KDEL), con al menos un dominio tipo tiorredoxina
activo (Trx-a). Los dominios Trx-a usualmente contienen el motivo catalitico CXXC, mientras
que los dominios Trx-b (cataliticamente inactivos) no contienen este sitio activo [Appenzeller-

Herzog, 2008].

Tabla 1. Familia de proteinas PDI de humano.

Nombre No. de Longitud Localizacion Organizacion Dominios Secuencia del

Acceso (aa) en el RE de dominios tipo Trx-a sitio activo
Hag 3 Q8TD06 165 QSEL a 1 CQYS
ERp18 095881 172 EDEL a 1 CGHC
Hag 2 095994 175 KTEL a 1 CPHS

ERp29 P30040 261 KEEL b-D 0 -
ERp27 Q96DNO 273 KVEL b-b’ 0 -

ERp44 Q9BS26 406 RDEL a-b-b’ 1 CFRS

ERp46 Q8NBS9 432 KDEL a°-a-a’ 3 CGHC,CGHC,
CGHC

P5 Q15084 440 KDEL a°-a-b 2 CGHC,CGHC

ERp57 P30101 505 QEDL a-b-b’-a’ 2 CGHC,CGHC

PDI P07237 508 KDEL a-b-b’-a’ 2 CGHC,CGHC

PDIr Q14554 519 KEEL b-a®-a-a’ 3 CSMC, CGHC,
CPHC

PDIp Q13087 525 KEEL a-b-b’-a’ 2 CGHC, CTHC

PDILT Q8N807 584 KEEL a-b-b’-a’ 2 SKQS, SKKC

ERp72 PI3677 645 KEEL a®-a-b-b’-a’ 3 CGHC, CGHC,
CGHC

ERdj5 Q81PX1 793 KDEL J-a”-b-a®-a-a’ 4 CSHC, CPPC,

CHPC, CGPC
TMX Q9H3N1 280 - a 1 CPAC
TMX2 Q9Y320 296 KKDK a 1 SNDC
TMX4 Q9HIES 349 RQR a 1 CPSC
TMX3 FI_J20793 454 KKKD a-b-b’ 1 CGHC

Las proteinas PDI se enlistan de acuerdo a su tamafio. Los nombres de las PDI solubles se
escribieron en color negro y las transmembranales en azul [Appenzeller-Herzog C, 2008].
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La variedad de miembros de la familia de proteinas PDI de humano refleja la importancia
de la formacion correcta de enlaces disulfuro en los polipéptidos; ademas; existen estudios que
demuestran que cada miembro cumple una funcion especifica en la asistencia del plegamiento

y/o en diferentes etapas del proceso [Norgaard, 2001; Christis, 2008].

1.5. Estructura de PDI

La PDI/P4HB humana es un polipéptido de 508 residuos de aminoécidos con un peso
molecular calculado de 57 KDa, residente del RE, que participa en la formacién de enlaces
disulfuro (oxidasa) y cataliza el rearreglo de enlaces disulfuro incorrectamente formados
(isomerasa).

La PDI humana esta organizada en cinco dominios, designados en orden secuencial a, b,
b’,a’y c (Figura 3). Los dominios a y a’ son altamente homologos a la tiorredoxina de bacterias
las cuales poseen un sitio activo independiente con dos cisteinas en la secuencia CGHC, las
cuales estan involucradas en las actividad ditiol-disulfuro oxidorreductasa. Los dominios
inactivos b y 4’ son similares en secuencia entre ellos, pero no con los dominios a y a’. La

estructura tridimensional de los dominios a y b ha sido resuelta mediante resonancia magnética

signal peptide: GHC: 53.56 CGHC: 397-400 E.R. retenttion sequence
T KDEL: 505-508

Figura 3. Organizacion de dominios de la proteina PDI de humano [Turano, 2002].
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nuclear (RMN). De estas estructuras, no sorprende que los dominios a adopten un plegamiento
similar a la tiorredoxina bacteriana, pero es interesante que los dominios b también adquieran esa
conformacién, aun cuando exhiben una baja homologia en su estructura primaria. Hasta la fecha,
no ha sido posible resolver la estructura de la PDI de humano completa [Zapun, 1999;

Wilkinson, 2004].
1.6. Propiedades cataliticas de PDI

La enzima PDI de humano tiene dos sitios activos conservados, ambos se caracterizan
por la presencia de un motivo estructural CGHC, los cuales pueden formar un enlace disulfuro
(enzima activa como oxidasa), o un ditiol (enzima activa como reductasa/isomerasa)
[Chakravarthi, 2006].

Las reacciones que la PDI puede catalizar, oxidacion, reduccion o isomerizacion,
dependen tanto de la constante de equilibrio de la reaccién total como del estado redox del sitio
activo [Wilkinson, 2004]. Cuando la PDI se encuentra en su estado oxidado, el disulfuro puede
ser transferido a un sustrato (oxidacién), como resultado el sitio activo de PDI queda reducido.
Por otro lado, cuando PDI se encuentra en su S-s SH SH

puede ser reducido y el sitio activo de PDI —

estado reducido, el disulfuro del sustrato SH §H @ @ 5| -|5

. . disulfide
queda en su estado oxidado (Figura 4), esta sulfhydryl
reaccion de intercambio tiol-disulfuro procede  Figura 4. Oxidacién/Reduccién catalizada por

PDI [Wilkinson B, 2004].
a través de la formacion de disulfuros mixtos
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transitorios entre la enzimay el sustrato (Figura 5) [Appenzeller-Herzog, 2008].

La formacién de enlaces disulfuros que ocurre durante el proceso de plegamiento es
propensa a error, dando como resultado la formacion de enlaces disulfuros incorrectos. En un
polipéptido con enlaces disulfuros incorrectos, la isomerizacion es importante para adquirir su
conformacién nativa (Figura 6) [Schwaller, 2003]. La isomerizacion requiere del rompimiento
de un enlace disulfuro en el sustrato y la formacion de uno nuevo entre diferentes residuos de
cisteina. La isomerizacion es un conjunto de ciclos repetidos de reduccion y reoxidacién, dando
como resultado un rearreglo de enlaces disulfuros, hasta lograr la configuracion correcta y una

estructura nativa estable (cinéticamente o termodinamicamente) [Wilkinson B, 2004].

HS‘ :SH S-S S\—IS HS SH
S-S S-S

acceptor acceptor

H+4 L H+
N\ N

HS‘ /S S—=S S{ ?,—-S SH
S-S S-S . S-S

acceptor donor acceptor

mixed disulfide

Figura 5. Mecanismo de la reaccién de intercambio ditiol-disulfuro.

La reaccion de intercambio ditiol-disulfuro entre el donador y el aceptor ocurre a través de dos
residuos de cisteina: en el primer paso, una cisteina del aceptor es desprotonado para formar un
anion tiolato reactivo, el cual a su vez ataca al enlace disulfuro del donador. Como consecuencia,
se forma un enlace disulfuro mixto transitorio, el cual posteriormente es liberado por el ataque de
un anion tiolato derivado de una segunda cisteina del aceptor. Esta reaccién se completa con la
protonacién de un anidn tiolato en el donador. La PDI tiene una secuencia CXXC cataliticamente
activa, que puede actuar como donador o aceptor de disulfuros, catalizando la oxidacién y

reduccion de sus sustratos [Ellgard L, 2008].
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1.7. La proteina PDI fuera del RE S_s @ @
— | $&|
Existen evidencias de que algunas s S
§-8
proteinas PDI se localizan fuera del RE, aunque
. . . Figura 6. Isomerizacion de enlaces
se desconocen aun los mecanismos mediante disulfuros catalizada por PDI [Wilkinson B,
2004].

los cuales éstas escapan de este compartimento

celular [Turano, 2002]. Recientemente, las PDI

han sido localizadas en la superficie de varios tipos celulares, incluyendo hepatocitos, células
exocrinas pancreaticas y plaquetas [Mezghrani, 2000]. Debido a que las condiciones redox de
cada compartimento son diferentes, las funciones de la PDI también pueden ser diferentes
dependiendo de su localizacion celular [Turano, 2002].

Asi, se le han podido asignar algunas funciones a la PDI de superficie celular.. Al
parecer, los dominios Trx estan involucrados en la actividad reductora presente en la membrana
celular, de tal manera que los enlaces disulfuro de macromoléculas que tienen contacto con la
célula pueden ser reducidos o reorganizados [Wilkinson, 2004]. Recientemente, se ha observado
que la enzima PDI participa en la adhesion de plaquetas [Lahav J, 2002]; ademas, juega un papel
importante en el proceso de infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) vy
Sindbis [Abell y Brown, 1993], reduciendo los enlaces disulfuro de las glucoproteinas virales

gue interaccionan con receptores celulares [Ryser, 1994].
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1.8 Expresion heterodloga de proteinas.

El avance en la tecnologia y en la ciencia ha facilitado el estudio de la célula a nivel
molecular. A partir de los 1970°s el ADN se convirtié en una molécula facil de manipular, de
manera que ahora la ingenieria genética y la biotecnologia han permitido a la comunidad
cientifica la produccion de varias proteinas recombinantes para su estudio morfologico y
funcional [Alberts, 2008)]. Existe un gran interés por la expresion heterologa de proteinas debido
a su uso en la industria farmacéutica e industrial, en los ultimos afios muchas proteinas
recombinantes estan siendo utilizadas en la clinica, por ejemplo existen proteinas recombinantes
para factores de coagulacion, la eritropoyetina, la hormona de crecimiento y la insulina [Voet,
2009]. Algunas de las ventajas de utilizar las proteinas recombinantes son la eliminacién de el
riesgo de transmitir enfermedades infecciosas y de ocasionar una respuesta inmunitaria como

puede ocurrir con el uso de proteinas que han sido extraidas de tejidos animales [Rang, 2008].

La produccién de proteinas recombinantes, ya sea para estudios estructurales, para
andlisis bioquimicos o para uso terapéutico, requiere del éxito de tres factores: la expresion, la
solubilidad y la purificacion, por lo que actualmente se buscan nuevos y mejores protocolos para
la produccidn de proteinas recombinantes [Esposito, 2006]. La produccion de la PDI humana se
ha realizado principalmente en Escherichia coli, aunque también se ha expresado en Bacillus
brevis [Tojo, 1994] y en células del insecto Spodoptera frugiperda [Vuori, 1992]. En este

trabajo se expreso la PDI humana recombinante en Escherichia coli.
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2. JUSTIFICACION

Aproximadamente, una tercera parte de las proteinas sintetizadas en células humanas
poseen enlaces disulfuro, estos son indispensables para la adopcion de su estructura y el
desempefio de su funcion. La proteina disulfuro isomerasa (PDI) asiste al plegamiento de
proteinas, mediante la formacion y reorganizacion de enlaces disulfuro en el reticulo
endoplasmico. Las proteinas incorrectamente plegadas pierden su funcion y forman agregados
insolubles, los cuales interfieren con la correcta funcion celular. Varias enfermedades se han
podido asociar al plegamiento incorrecto de algunas proteinas, incluyendo la enfermedad de
Alzheimer, el bocio, el enfisema y algunas enfermedades causadas por priones.

Se ha demostrado también que la reduccion de enlaces disulfuro es una de las funciones
mas importes de la enzima PDI fuera del reticulo endoplasmico. La importancia de la funcién
disulfuro reductasa en la superficie celular destaca por el aumento de tioles en la leucemia y en la
infeccion por HIV, por lo que terapias basadas en la modulacion de PDI podrian ser aplicadas a
estas y otras enfermedades.

Debido a la importancia de la enzima PDI en el funcionamiento celular y considerando
tanto sus posibles aplicaciones biotecnoldgicas (facilitadora del plegamiento), asi como su uso
como molécula blanco para el disefio de nuevos inhibidores especificos. Se propone utilizar a la

enzima PDI de humano como proteina modelo para caracterizar la actividad reductasa in vitro.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Desarrollar un protocolo para la expresion de la Proteina Disulfuro Isomerasa humana,

utilizando un sistema de expresion recombinante en el citoplasma de Escherichia coli. Y su

purificacién mediante métodos cromatogréaficos.

3.2. Objetivos especificos

Obtener un fragmento del gen humano codificante para el péptido maduro de la proteina
PDI/PAHB mediante una reaccion de PCR, utilizando un plasmido comercial como molde y
un par de oligonucle6tidos gen-especificos como iniciadores de la reaccion.

Obtener un plasmido recombinante de expresion citos6lica de la proteina HUPDI mediante
técnicas de biologia molecular.

Realizar estudios, a pequefia escala, de la expresion de la proteina HUPDI mediante un
andlisis de fracciones bacterianas y separacion electroforética de proteinas en gel de
poliacrilamida.

Obtener la proteina HuPDI recombinante pura, mediante métodos cromatograficos de
afinidad y exclusion molecular.

Realizar ensayos de caracterizacion bioquimica de la actividad reductasa a diferentes

concentraciones de enzima y sustrato, y determinar los pardmetros enzimaticos de CEsp, K,

Vmax y Kcat .
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6. Determinar el efecto del pH sobre la actividad reductasa y el pH éptimo para esta actividad.
7. Determinar el efecto inhibidor de la bacitracina sobre la actividad reductasa, y determinar los

pardmetros de inhibicion Clsp y K.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos quimicos

Todos los reactivos quimicos y soluciones quimicas fueron de calidad biologia molecular
(grado BM). Cloruro de sodio, azul de bromofenol, etanol, &cido etilendiamino tetra- acético
(EDTA) vy solucion de lisis CelLytic® B fueron comprados de Sigma. N,N,N’N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) y azul de Coomassie R250 fueron obtenidos de Biorad. De la
compaifiia IBI se compraron tris[hidroximetil]-aminometano (Tris) y ditiotreitol (DTT). Los
reactivos persulfato de amonio, acido acético e hidroxido de sodio (JT Baker), IPTG y
amplicilina (Flucka), acrilamina y bis-acrilamida (EMD), isopropanol (Productos Quimicos de
Monterrey), imidazol (Fisher Biotech), glicerol (ICN), y 2-mercaptoetanol (Omnipur) fueron

adquiridos de diferentes proveedores.

4.2. Oligonucledtidos sintéticos

El disefio de oligonucleotidos y el calculo de tamafio molecular del producto esperado
fueron realizados utilizando como molde la secuencia del gen PDI/P4AHB de humano (NCBI
GenBank™ Acc. No. NM_000918). Los oligonucledtidos BamPDIH y HsPDIR2 fueron
adquiridos a través del servicio de sintesis quimica de las compafias Genosys y Operon,

respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la amplificacién de la
secuencia codificante para el polipéptido maduro de la PDI de humano.

Enzima de
Nombre Secuencia 5'—3' restriccion Tm (°C)
BamPDIH c¢gggatccGACGCCCCCGAGGAGGAGGAC Bam HI 74°C
HsPDIR2 gcccaagcttACAGTTCATCTTTCACAGCTTTCTG Hind 111 70°C

4.3. Reactivos bioldgicos

4.3.1. El plasmido pQE30
El ADN codificante para el polipéptido maduro de PDI de humano fue clonado en el
vector pQE30 (Qiagen). El plasmido pQE30 (Figura 7) tiene un origen de replicacion ColE1, una
secuencia de seis histidinas en el extremo 5° que facilita la purificacion de las proteinas
recombinantes, un sitio de clonacion multiple, y un promotor T5/LacO. Ademas, contiene como

marcador de seleccion el gen codificante para la enzima B-lactamasa bacteriana.

Figura 7 Representacion esquematica del

s I pe— plasmido pQE30 (QIAGEN).

Se muestra el origen de replicacion ColE1 (barra
gris), el gen B-lactamasa (flecha gris). EI promotor
X T5/LacO, el sitio de unidn a ribosoma, la etiqueta
sggg? AC de histidinas en el extremo 5°, el sitio de clonacion
pQE32 -G y los codones de paro se identifican con una flecha
blanca.

|

Ampiciy

pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4 kb
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4.3.2. Plasmido pCMV6-XL4

El plasmido pCMV6-XL4 de OriGene tiene insertado el ADNc que codifica para la PDI
humana. EI cADN se encuentra insertado entre el EcoRI y Sall y fue liberado antes de la
amplificacion. Este plasmido de expresion es de 4.7 Kb, tiene dos promotores, CMV para células
eucariotas y T7 para bacterias, tiene un origen de replicacion bacteriano ColE1, y un gen para la

B-lactamasa.

4.3.3. Enzimas, proteinas y otros reactivos biol6gicos

Para la reaccion de PCR, se utilizé la enzima Tag ADN polimerasa de Roche y los
desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs) de New England Biolabs. La ligacion se realizé
usando la enzima T4 ADN ligasa de Roche. Las digestiones endonucleoliticas fueron realizadas
usando las enzimas de restriccion BamHI, Hindlll, Clal, Pstl y Xhol de New England Biolabs.
Los marcadores de peso molecular de ADN (DNA Ladder y A-Hindlll) y de proteinas (Protein
Marker Broad Range y Prestained Marker Broad Range) fueron obtenidas de New England
Biolabs.

Para los ensayos de reductasa se utiliz6 la insulina de pancreas de bovino de Sigma o la
insulina recombinante humana (Humulin® R) de Eli Lilly & Co. Los ensayos de inhibicion
fueron realizados utilizando el antibi6tico bacitracina de Calbiochem. La enzima EhPDI fue
obtenida de la reserva de proteinas recombinantes del Laboratorio de Biotecnologia de la

Universidad Autonoma de Baja California.
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4.4. Células y medios de cultivo

Para los experimentos de clonacion molecular y expresion de proteinas, se utilizo la cepa
XL1-Blue MRF" (Stratagene) de Escherichia coli. Los medios de cultivo LB y 2X YT fueron

preparados de acuerdo a protocolos estandar de laboratorio [Sambrook, 1989].

4.5. Equipo

Para visualizacion de los geles (de agarosa tefiidos con bromuro de etidio o de
poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie) se utilizé el fotodocumentador Gel Doc ® 2000
de Biorad. Los micro-ensayos turbidimétricos fueron analizados usando el lector de microplacas
Microplate Reader 680 de Biorad. Las lecturas de absorbancia UV se realizaron en el
expectrofotdbmetro Smartspec® Plus de Biorad. La reaccion de PCR fue realizada en un

termociclador Techne de Techgene.

4.6. Amplificacion de la secuencia codificante para la PDI de humano

La regién codificante para el polipéptido maduro de la enzima PDI/P4HB de humano fue
amplificada en una reaccion de 50 pL con la siguiente composicion: 2 ng de un plasmido
comercial (Origene No. de Cat. SC119620) como molde, 20 pmol de cada uno de los
oligonucledtidos (BamPDIH y HsPDIR2) como iniciadores y 2.5 U de Tag ADN polimerasa
como enzima polimerizante, en una solucién amortiguadora 1X (Roche) suplementada con

dNTPs a 0.2 mM. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1 ciclo de
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desnaturalizacion inicial (2 min a 94 °C), 35 ciclos de amplificacion exponencial (20 seg a 94
°C, 20 seg a 55 °C, 20 seg a 72 °C), y un ciclo de extension final (7 min a 72 °C). El producto
fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio
(0.5 pg/mL). Posteriormente, el producto de amplificacion (PPCR HuPDI) fue purificado
utilizando el estuche comercial QIAprep® PCR purification Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo

proporcionado por fabricante.

4.7. Construccion del plasmido recombinante pQHuPDI

4.7.1. Digestion de PPCR HuPDI
El producto de amplificacion PPCR HuPDI purificado fue digerido con las endonucleasas
BamHI y Hindlll. Se preparo una mezcla de reaccion con la siguiente composicion: 27 pL del
producto de PCR (aproximadamente 2ng), 3uL de la solucién amortiguadora 10X NEB2 y 10 U
de cada enzima. La mezcla de reaccion fue incubada durante 2 hrs a 37 °C. El producto de la
digestion fue purificado utilizando el estuche comercial QIAprep® PCR Purification Kit
(Qiagen) y analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de

etidio (0.5 pg/mL).

4.7.2. Digestion del plasmido pQE30
El plasmido comercial pQE30 (Qiagen) fue digerido con las endonucleasas BamHI vy
Hindlll. Se preparo una mezcla de reaccion de 25 pL con la siguiente composicion: solucion
amortiguadora 1X NEB2, 500 ng de plasmido y 20 U de cada endonucleasa. Esta mezcla fue

incubada durante 2 h a 37 °C. EIl producto de la digestion fue purificado utilizando el estuche
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comercial QlAprep® PCR Purification Kit (Qiagen) y analizado mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/mL).

4.7.3. Ligacion
La ligacion del fragmento de ADN codificante para HUPDI y el plasmido pQE30 fue
realizada utilizando la enzima T4 ADN ligasa. Se preparé una mezcla de reaccion con la
siguiente composicion: solucién amortiguadora 1X de ligasa (suplementada con ATP), 2 ng del
plasmido digerido, 20 ng del inserto digerido y 5 U de la enzima, en un volumen final de 10 pL.

La reaccion fue incubada a temperatura ambiente durante 2 h.

4.8. Transformacion bacteriana y seleccién de transformantes

4.8.1. Transformacion bacteriana mediante choque térmico

El producto de la ligacion fue transfectado a células de E. coli XL1-Blue MRF
competentes mediante choque térmico. Las células competentes fueron preparadas mediante
tratamiento con CacCl,, siguiendo un protocolo estandar de laboratorio [Sambrook, 1989]. 5 uL
de la reaccion de ligacion fueron mezclados con 100 pL de suspensién de células bacterianas
competentes en un microtubo. La mezcla se mantuvo en hielo durante 30 min. El choque térmico
fue realizado colocando el microtubo en un termobloque a 42 °C durante 5 min e
inmediatamente colocado en hielo durante 5 min. Las células bacterianas fueron recuperadas

mediante la adicion de 1 mL de medio liquido 2X YT e incubacién durante 30 min a 37 °C.
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4.8.2. Seleccion de transformantes estables
Para seleccionar las transformantes estables, 100 y 900 pL de la suspension celular
fueron sembradas (plaqueadas) en cajas petri con medio solido LB, suplementado con ampicilina
(150 pg/mL). Los cultivos fueron incubados durante la noche a 37 °C. Las transformantes

capaces de crecer en presencia del antibidtico fueron consideradas como estables.

4.8.3. ldentificacion y caracterizacion molecular del plasmido pQHuPDI

Para la seleccion de clonas positivas, es decir que contengan plasmido pQHuPDI, 6
colonias fueron seleccionadas al azar e inoculadas en 3 mL de medio de cultivo liquido LB,
suplementado con ampicilina (150 pg/mL). Los cultivos fueron incubados durante la noche a
37°C, con agitacion (300 rpm). Posteriormente, el plasmido fue purificado utilizando el estuche
comercial QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen).

El escrutinio inicial, para identificar la presencia del inserto en los plasmidos purificados,
fue realizado mediante digestion con las endonucleasas BamHI y Hindlll. Posteriormente, un
analisis endonucleolitico més extenso, fue llevado a cabo utilizando las endonucleasas BamHl,
Hindlll, Pstl, Clal y Xhol. Se realizaron reacciones de 10 pL con la siguiente composicion:
solucién amortiguadora 1X, 3 uL de plasmido purificado, y 5 0 10 U de las endonucleasas
correspondientes. Estas mezclas de reaccion fueron incubadas durante 1 h a 37°C y se analizaron

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio.

29



4.9. Analisis de la expresion de la proteina HUPDI recombinante

4.9.1. Induccién de la expresion a mini-escala

Diez mircrolitros de un cultivo liquido de una clona positiva, que presuntamente contiene
el plasmido recombinante pQHUPDI, se utilizaron para inocular y preparar cultivo joven de 2 mL
en medio liquido LB, suplementado con ampicilina (150 pg/mL). El cultivo fue incubado
durante la noche a 37°C, con agitacién (300 rpm). Al dia siguiente, 60 pL del cultivo se
utilizaron para inocular 3 mL de medio liquido LB, suplementado con ampicilina (150 pg/mL).
El cultivo fue incubado durante 2 h 37 °C, con agitacion de 300 rpm (pre-induccion).
Posteriormente, una fraccion de 1.5 mL del cultivo fue transferida a un tubo estéril y
suplementada con 1.5 pL del inductor (una solucion 1M de IPTG, 1 mM final) (fraccién Cl). El
cultivo remanente (1.5 mL) permaneci6 sin inductor (fraccion Sl); ambas fracciones del cultivo
fueron incubados otras 4 h a 37°C, con agitacién (300 rpm). A partir de 1 mL de cada cultivo (ClI
y Sl), se obtuvieron pastillas celulares mediante centrifugacién a 14,000 rpm durante 2 min. Los
lisados bacterianos totales (LBT) fueron obtenidos mediante resuspensién de las pastillas
celulares en 200 pL de una solucién 2X SDS PAGE, seguida de una lisis por calor a una
Temperatura > 95 °C durante 10 min. La expresion de la proteina HUPDI recombinante fue
analizada mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5%, tefiido con azul de

Coomassie.
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4.9.2. Fraccionamiento y andlisis de solubilidad

A partir de dos cultivos jovenes, uno con inductor (CI) y otro sin inductor (SI), se
prepararon pastillas celulares de 1 mL de cultivo para preparar (i) LBT y (ii) fracciéon soluble
(FS) e insoluble (FI) en condiciones nativas. Los LBT fueron obtenidos mediante resuspension
de las pastillas celulares en 800 pL de una solucion 2X SDS PAGE, seguida de una lisis por
calor. Para el analisis de solubilidad, las pastillas celulares fueron resuspendidas mediante vortex
ligero en 0.4 mL del reactivo CelLytic® B y agitadas durante 10 min. Las fracciones FS y FI
fueron obtenidas mediante centrifugacion a méaxima velocidad durante 5 min. Los sobrenadantes
(FS) fueron transferidos a microtubos limpios y mezclados con 400 pL de una solucion 2X SDS
PAGE, en tanto que los precipitados (FI) fueron resuspendidos en 800 pL de 2X SDS PAGE.
Ambas fracciones fueron desnaturalizadas mediante calor a una Temperatura > 95 °C durante 10
min. Muestras de LBT, FS y FI fueron analizadas mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida 12.5%.

4.10. Purificacion de la proteina HuPDI recombinante

4.10.1. Extraccion de proteinas mediante lisis celular en condiciones nativas
Un cultivo de 100 mL que expresa la proteina HuPDI recombinante fue preparado a una
dilucion 1:50 de un cultivo joven que porta el plasmido pQHuUPDI. El cultivo fue pre-inducido
durante 2 h a 37 °C, con agitacion (300 rpm). La expresion proteica fue inducida con 0.1 mM de
IPTG e incubada durante 4 h a 37 °C, con agitacion (300 rpm). La pastilla celular fue obtenida

mediante centrifugacion a 4,500 rpm durante 15 min a 4°C. La lisis celular en condiciones
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nativas fue realizada mediante resuspension de la pastilla celular con 5 mL del reactivo
CelLytic® B, suplementada con 100 pL de lisozima (10 mg/mL), 2 pL de benzonasa (250 U/puL)
y 50 uL de una mezcla de inhibidores de proteasas, incubacion a temperatura ambiente durante
15 min (con agitacién). La fraccion soluble (FS) fue obtenida mediante centrifugacion a 14,000
rpm durante 10 min. El sobrenadante (FS) fue transferido a un tubo cénico y almacenado en

refrigeracion.

4.10.2. Cromatografia de afinidad a niquel

Para obtener suficiente proteina para los estudios bioquimicos, se prepararon fracciones
solubles (FS) de 5 lotes de 100 mL de cultivos bacterianos que expresan la proteina HuPDI
recombinante. La proteina recombinante fue purificada mediante cromatografia de afinidad a
niquel utilizando la resina de agarosa-NTA-Ni (Qiagen). EI hexdamero de histidinas presente en el
extremo N-terminal de la proteina recombinante interacciona con el niquel, formando un enlace
de coordinacion, el cual facilita el proceso de purificacion. La columna de 0.5 mL de cama fue
acondicionada con 10 volumenes de solucion amortiguadora de lavado [100 mM de Tris-HClI,
pH 8.0; suplementada 300 mM de NaCl y 20 mM de imidazol (pH 8.0)]; enseguida, las FS
fueron cargadas en la columna y se permitié la union de la proteina HUPDI recombinante
mediante el flujo permitido por la gravedad; posteriormente, la columna fue lavada con 10
volimenes de la solucién amortiguadora de lavado; finalmente, la proteina HUPDI recombinante
fue recuperada en fracciones de 0.5 mL utilizando una solucién amortiguadora de elucion [100
mM de Tris-HCI, pH 8.0; suplementada 300 mM de NaCl y 250 mM de imidazol (pH 8.0)]. Una

muestra de LBT, FS, FNP (fraccion no pegada), W (lavado) y las primeras 5 fracciones de
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elucion (E1-E5) fueron separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5% y

analizadas mediante tenciéon con azul de Coomassie.

4.10.3. Cromatografia de exclusion molecular
La proteina HUPDI recombinante fue estabilizada en solucion amortiguadora 20 mM de
Tris-HCI (pH 8.0) mediante cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna PD-
10 (Amersham Biosciences) y el procedimiento proporcionado por el proveedor. Las columnas
PD-10 contienen una cama de Sephadex® G-25 que permite la separacion de moléculas de alto

peso molecular (Mr > 5000) de las sustancias de bajo peso molecular (Mr<1000).

4.10.4. Determinacién de la concentracion
La concentracion de la proteina fue determinada mediante espectrofotometria UV a 280
nm, utilizando el coeficiente de extincién molar calculado (¢*** = 0.807). El coeficiente de
extincion molar fue calculado en linea usando el programa ProtParam Tool

(expasy.org/tools/protparam.html) del servidor EXPASY (expasy.org).

4.11. Caracterizacion de la actividad reductasa de HuPDI recombinante

4.11.1. Ensayo de la actividad reductasa
La enzima PDI cataliza la reduccién de enlaces disulfuro de la insulina, activada por
ditiotreitol (DTT). Cuando insulina se reduce, la subunidad B se agrega y precipita, lo cual puede

ser registrado espectrofotométricamente a 650 nm (Holmgren, 1979). La actividad reductora de

33



la proteina HUPDI recombinante fue analizada utilizando insulina bovina como sustrato en un
micro-ensayo turbidimétrico.

En microplaca, se prepararon mezclas de 100 pL conteniendo una solucion
amortiguadora 100 mM de NaH,PO, pH (7.0) suplementada con 2 mM de EDTA, 100 puM de
insulina, 4.0 uM de HUPDI recombinante, y (en ultimo lugar) 0.3 mM de DTT. Como controles
se prepararon un blanco (carente de enzima PDI y DTT), un control de reduccion quimica
(carente de enzima) y un control interno (2.5 uM de EhPDI recombinante). Inmediatamente
después de afadir el volumen correspondiente de DTT, la microplaca fue colocada en un lector y
se registro la Agsp cada 10 min, durante 90 min, a temperatura ambiente. El ensayo se realizé por

duplicado.

4.11.2. Dependencia de la actividad reductasa a la concentracion de enzima
En microplaca, se prepararon mezclas de 100 pL conteniendo una solucién
amortiguadora 100 mM de NaH,PO, pH (7.0) suplementada con 2 mM de EDTA, 100 uM de
insulina, diferentes concentraciones de HuUPDI recombinante (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, y 0.6 uM), y
0.3 mM de DTT. Como controles se prepararon un blanco (carente de enzima PDl 'y DTT) y un
control de reduccion quimica (carente de enzima). Inmediatamente después de afiadir el volumen
correspondiente de DTT, la microplaca fue colocada en un lector y se registro la Agsp cada 10

min, durante 90 min, a temperatura ambiente, el ensayo se realizo por triplicado.

4.11.3. Dependencia de la actividad reductasa a la concentracion de sustrato
Se prepararon, mezclas por triplicado de 100 pL en microplaca conteniendo una solucién

amortiguadora 100 mM de NaH,PO, pH (7.0) suplementada con 2 mM de EDTA, diferentes
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concentraciones de insulina (75, 100, 150, 200, y 300 uM), 0.3 uM de HuPDI recombinante, y
0.3 mM de DTT. Como controles se prepararon un blanco (carente de insulina y DTT) y un
control de reduccion quimica (carente de insulina). Inmediatamente después de afiadir el
volumen correspondiente de DTT, la microplaca fue colocada en un lector y se registro la Agso

cada 10 min, durante 90 min, a temperatura ambiente.

4.11.4. Efecto del pH sobre la actividad reductasa

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad reductasa de la proteina HuPDI
recombinante se utiliz6 una solucion amortiguadora universal (Ellis, 1961), con algunas
modificaciones. La actividad reductasa fue analizada en un rango de pH =4 a 8.5.

En microplaca, se prepararon mezclas por triplicado de 100 pL conteniendo 50 mM de
una solucion amortiguadora universal (pH = X) suplementada con 2 mM de EDTA, 100 uM de
insulina, 0.3 uM de HUPDI recombinante, y 0.3 mM de DTT. Como controles se prepararon un
blanco (carente de PDI, insulina'y DTT), un control de reduccién quimica (carente de PDI) y un
control de efecto del pH sobre la mezcla de proteinas (sin DTT). Inmediatamente después de
afiadir el volumen correspondiente de DTT, la microplaca fue colocada en un lector y se registro

la Agso cada 10 min, durante 90 min, a temperatura ambiente.

412, Bacitracina como inhibidor de HuPDI recombinante

4.12.1. Evaluacion de bacitracina como inhibidor
Bacitracina es un antibidtico que tiene actividad inhibitoria de las funciones reductivas y

oxidativas de la PDI (Mandel, 1993). Inicialmente, se prepard una reaccion de inhibicién de 100
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pL conteniendo 1 uM de HuPDI recombinante y 0.5 mM de bacitracina; ademas, se prepar6 un
control sin inhibidor. Las reacciones fueron incubadas durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, la actividad reductasa remanente fue analizada siguiendo el protocolo

previamente descrito (4.11.1.). La determinacion se realizo por triplicado.

4.12.2. Efecto de bacitracina sobre la actividad reductasa
Inicialmente, se prepararon reacciones de inhibicién de 100 pL conteniendo 1 puM de
HuPDI recombinante y diferentes concentraciones de bacitracina (0.061, 0.270, 1.014, 1.487, y
2.501 mM); ademas, se prepard un control sin inhibidor. Las reacciones fueron incubadas
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la actividad reductasa remanente fue
analizada siguiendo el protocolo previamente descrito (4.11.1.). La determinacion se realizé por

triplicado.

4.13. Bionformatica y analisis estadistico

Todos los célculos y predicciones se realizaron utilizando el programa Gene Construction
Kit® v3.0 para Mac (Textco BioSoftware), y los servidores NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y
ExXPASyY (www.expasy.org).

Para el analisis estadistico, los ajustes por minimos cuadrados de regresion lineal o no
lineal, y el célculo de los parametros de cinética enzimatica y de inhibicion se utilizo el paquete

de computacion Prism® v4.03 para Windows (GraphPad Software, Inc).
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Amplificacion del fragmento codificante para el polipéptido maduro de HuPDI

La secuencia de ADN complementario codificante para la proteina PDI/P4HB de humano
(Figura 8) disponible en la base de datos de GenBank™ del NCBI (No. Ac. NM_000918) fue
utilizada para disefiar un par de oligonucledtidos sintéticos, intencionados para amplificar el

polipéptido maduro.

Bam HI
cgggatcc gac gcc ccc gag gag gag gac

atg ctg cgc cgc gct ctg ctg tge ctg gcec gtg gcc gec ctg gtg cgc gcc cac < 75
M L R R A L L C L A \% A A L v R A D A P E E E D
gtc ctg gtg ctg cgg aaa agc aac ttc gcg gag gcg ctg gcg gcc cac aag tac ctg ctg gtg gag ttc tat gcc < 150
\ L \ L R K S N F A E A L A A H K Y L L v E F Y A
cct tgg tgt ggc cac tgc aag gct ctg gcc cct gag tat gcc aaa gcc gct ggg aag ctg aag gca gaa ggt tce < 225

G H C K A L A P E Y A K A A G K L K A E G S
gag atc agg ttg gcc aag gtg gac gcc acg gag gag tct gac ctg gcc cag cag tac ggc gtg cgc ggc tat ccc < 300
E I R L A K \% D A T E E S D L A Q Q Y G \% R G Y P
acc atc aag ttc ttc agg aat gga gac acg gct tcc ccc aag gaa tat aca gct ggc aga gag gct gat gac atc < 375
T I K F F R N G D T A S P K E Y T A G R E A D D I
gtg aac tgg ctg aag aag cgc acg ggc ccg gct gcc acc acc ctg cct gac ggc gca gct gca gag tcc ttg gtg < 450
\% N W L K K R T G P A A T T L P D G A A A E S L \%
gag tcc agc gag gtg gct gtc atc ggc ttc ttc aag gac gtg gag tcg gac tct gcc aag cag ttt ttg cag gca < 525
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gat ggg gtt gtc ctc ttt aag aag ttt gat gaa ggc cgg aac aac ttt gaa ggg gag gtc acc aag gag aac ctg < 675
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ctg gac ttt atc aaa cac aac cag ctg ccc ctt gtc atc gag ttc acc gag cag aca gcc ccg aag att ttt gga < 750
L D F I K H N Q L P L \% I E F T E Q T A P K I F G
ggt gaa atc aag act cac atc ctg ctg ttc ttg ccc aag agt gtg tct gac tat gac ggc aaa ctg agc aac ttc < 825
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atc aag ccc cac ctg atg agc cag gag ctg ccg gag gac tgg gac aag cag cct gtc aag gtg ctt gtt ggg aag < 1125
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aac ttt gaa gac gtg gct ttt gat gag aaa aaa aac gtc ttt gtg gag ttc tat gcc cca tgg tgt ggt cac tge < 1200
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aaa cag ttg gct ccc att tgg gat aaa ctg gga gag acg tac aag gac cat gag aac atc gtc atc gcc aag atg < 1275
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gac tcg act gcc aac gag gtg gag gcc gtc aaa gtg cac agc ttc ccc aca ctc aag ttc ttt cct gcc agt gee < 1350
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gac agg acg gtc att gat tac aac ggg gaa cgc acg ctg gat ggt ttt aag aaa ttc ctg gag agc ggt ggc cag < 1425
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gat ggg gca ggg gat gat gac gat ctc gag gac ctg gaa gaa gca gag gag cca gac atg gag gaa gac gat gat < 1500
D G A G D D D D L E D L E E A E E P D M E E D D D
< 1527
A \ E

0 K K D Lo

gtc ttt cga cac ttt cta ctt gac att cgaacccg
HindIII

Figura 8. Secuencia nucleotidica, y polipeptidica deducida, del ADN complementario codificante para la
proteina PDI/P4AHB de humano.

Las regiones de hibridacion de los oligonucledtidos se muestran en cajas coloridas: verde, sentido; rojo, anti-sentido. 37

Ademas, se muestra la secuencia de los oligonucleétidos, indicando los sitios de restriccion.



Por otro lado, un plasmido comercial (que porta ADN complementario codificante para la
proteina PDI/P4HB) fue utilizado como molde en una reaccion de PCR. Como se observa en la
Figura 9, se amplificd exitosamente un fragmento de aproximadamente 1.5 Kb, concordante con

el tamafio esperado (1492 pb).

2322
2027

564

Figura 9. Separacion electroforética (gel de agarosa al 1.5%) del fragmento de
ADNCc codificante para el polipéptido maduro de la proteina PDI de humano.

Se indican los pesos moleculares (en pb) correspondientes al marcador de peso molecular
(izquierda) y el producto amplificado (derecha).
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5.2. Construccion del plasmido recombinante pQHuPDI

El plaésmido recombinante pQHuUPDI fue obtenido mediante la insercion (ligacion) del

producto de PCR, el ADN codificante para el polipéptido maduro de PDI de humano, en fase

con la secuencia codificante para el hexdmero de histidinas del pldsmido pQE30 (Qiagen). El

plasmido recombinante pQHuUPDI (Figura 10) fue utilizado para la expresion de la proteina

recombinante PDI de humano (rHuPDI). Este vector expresa la rHUPDI con una etiqueta de seis

histidinas en el extremo N-terminal bajo el control del promotor de T5/LacO. Ademas, contiene

como marcador de seleccion el gen codificante para la enzima - lactamasa bacteriana.

XhoT

BamiT

T5/1lacO

pQHuPDI
(4899 bp)

XhoT

XhoT
HindIIT

Figura 10. Representacion esquematica del
plasmido recombinante pQHuUPDI.

Se muestran los genes de HuPDI (verde), con el
hexamero de histidinas en el extremo N-terminal
(amarillo), y pB-lactamasa (azul); ademas, se
identifican el origen de replicacion ColE1 (rosa) y
la region promotora T5/LacO (magenta). La talla
molecular y algunos sitios de restriccion también
son sefialados.
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5.3 Seleccién de Transformantes.

El producto de la ligacion fue transfectado a células de E. coli XL1-Blue MRF" vy
seleccionado mediante resistencia a ampicilina. Seis transfectantes estables fueron seleccionadas
aleatoriamente; posteriormente, el plasmido fue aislado y digerido con las endonucleasas BamHlI
y Hindlll para seleccionar aquellas clonas positivas, portadoras del plasmido pQHuPDI.

Como se observa en la Figura 11, solo la clona 4 (C4) exhibe el patron de restriccion
esperado para el plasmido recombinante pQHuUPDI. Es decir, libera un fragmento de aprox. 1.5

Kb, correspondiente al tamario esperado para el inserto.

3500

2322
2027
1500

564

Figura 11. Separacion electroforética (gel de agarosa al 1.5%) de los productos de
la digestion de las clonas pQHuUPDI (C1 — C6) con las endonucleasas Bam HI y Hind
1l.

Se indican los pesos moleculares (en pb) correspondientes al marcador de peso molecular
(izquierda) y los fragmentos de digestion (derecha).
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Para caracterizar molecularmente el pladsmido recombinante aislado de la clona 4, se
realiz6 un andlisis endonucleolitico, basado en la variabilidad de la longitud de los fragmentos de
restriccion, utilizando las endonucleasas BamH]I, Hindlll, Pstl, Clal y Xhol.

Como se observa en la Figura 12, el plasmido aislado de la clona 4 corresponde al vector
de expresion pQHuUPDI, ya que se observaron correctamente los diferentes patrones de

restriccion esperados.

4899
4361 3351
2322
2027

1480
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564
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Figura 12. Separacion electroforética (gel de agarosa al 2%) de los fragmentos de
restriccion obtenidos de la caracterizacion molecular del plasmido recombinante
pQHUPDI (C4).

Se indican los pesos moleculares (en pb) correspondientes al marcador de peso molecular
(izquierda) y los fragmentos de digestion esperados (derecha). (1) Bam HI, 4899 pb; (2)
Bam HI — Hind 111, 3419 y 1480 pb; (3) Bam HI — Cla I, 4409 y 490 pb; (4) Bam HI — Pst
1, 4507 y 392 pb; (5) Pst I, 4899 pb (6) Cla I, 4899 pb; y (7) Xho I, 3351, 1002 y 546 pb.
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5.3. Anélisis de expresion de la proteina HUPDI recombinante

Inicialmente, se realiz6 un ensayo de expresion a mini-escala para identificar la
temperatura optima. La expresion de la proteina HuPDI recombinante fue inducida con IPTG
1mM vy a las temperaturas de 30 y 37 °C.

En la Figura 13 se observa la presencia de la proteina HUPDI recombinante la cual fue
inducida en presencia de IPTG; donde es evidente un banda de aproximadamente 57 KDa,
concordante con el tamafio esperado (56.61 KDa). Por otro lado, se pudo observar que la
temperatura de 37 °C es ideal para la expresion de la proteina HUPDI recombinante, ya que

(aparentemente) se observa mayor expresion que la observada a 30 °C.

MPM  37CI 37SI 30CI  30sI

66
57

56

36

27

Figura 13. Separacion electroforética (gel SDS-PAGE al 12.5%) de los lisados
bacterianos totales de la clona C4, que porta el plasmido pQHuUPDI, obtenidos en
condiciones de induccién y temperatura diferentes.

Se indican los pesos moleculares (en KDa) correspondientes al marcador de peso
molecular (izquierda) y la proteina recombinante esperada (derecha). En condiciones de
induccion proteica (CI, 1 mM de IPTG) o sin induccion (Sl), y a diferentes temperaturas
de expresion proteica (37 0 30 °C).
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Posteriormente, se realiz6 un andlisis de solubilidad en condiciones nativas, usando las
condiciones previamente establecidas (1 mM de inductor y 37 °C de temperatura). Los lisados
bacterianos totales fueron obtenidos utilizando el reactivo comercial CelLytic™ B y fracciones
solubles e insolubles fueron separadas mediante centrifugacion.

Como se puede observar en la Figura 14, la proteina HUPDI recombinante se expresa de
manera totalmente soluble, ya que la banda de aproximadamente 57 KDa so6lo se observé en las

fracciones solubles (FS), sin evidencia aparente de ésta en las fracciones insolubles (FI).

175 !

80 M- ..

<5 -
S S —— “" 57

: -

46 p —
il i

30

25

-4
Figura 14. Separacion electroforética (gel SDS-PAGE al 12.5%) de las

fracciones bacterianas soluble, insoluble y total de la clona C4, que porta el
plasmido pQHuPDI, obtenidas en ausencia y presencia de inductor.

Se indican los pesos moleculares (en KDa) correspondientes al marcador de peso
molecular (izquierda) y la proteina recombinante esperada (derecha). Ademas, se sefialan
las fracciones solubles (FS), insoluble (FI) y lisado total (LT), en condiciones de
induccion proteica (Cl, 1 mM de IPTG) o sin induccion (SI).
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5.4. Expresion a midi-escala y purificacion de la proteina HuPDI recombinante

Para obtener suficiente cantidad de enzima para los analisis bioquimicos, la proteina
HuPDI recombinante fue expresada en 5 lotes de 100 mL de cultivo. A partir de las pastillas
celulares, se obtuvieron las fracciones solubles en condiciones nativas (usando el reactivo
CelLytic™ B). Posteriormente, , la proteina recombinante fue purificada mediante cromatografia
de afinidad, en niveles > 80% de pureza.

Como se observa en la Figura 15, las eluciones E1 y E2 presentaron mayor recuperacion
de proteina. A partir de éstas, se realizd una cromatografia de exclusién molecular, donde se
logré una purificacion > 95%. La concentracion de proteina HuPDI recombinante calculada fue
de 3.185 mg/mL (56.169 puM), en un volumen final de 3.5 mL; dando un total de 11.148 mg de
HuPDI recombinante purificada. En términos de expresion proteica, se logro obtener
aproximadamente 22.3 mg de HuPDI recombinante por litro de cultivo, este resultado es
comparable a los resultados obtenidos por otros investigadores, como Tojo et al quienes han
expresado la PDI recombinante de humano en Bacillus brevis, donde obtienen 5 mg de HuPDI
recombinante por litro de cultivo, la proteina fue secretada al medio de cultivo.Gilbert et al
expreso la PDI recombinante de rata en citosol y obtuvo 20 mg de PDI por litro de cultivo,

resultado muy similar al obtenido en este trabajo.
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Figura 15. Separacion electroforética (gel SDS-PAGE al 12.5%) de las
fracciones colectadas durante la cromatografia de afinidad a niquel para
purificar la proteina HuPDI recombinante.

Se indican los pesos moleculares (en KDa) correspondientes al marcador de peso
molecular (izquierda) y la proteina recombinante esperada (derecha). Ademas, se sefialan
las fracciones lisado total (LT), no pegada (NP), lavado (W), y eluciones 1 — 3 (E1 — E3).

5.5. La proteina HuPDI recombinante exhibe actividad reductasa

La caracterizacion inicial de la actividad reductasa de la proteina HUPDI recombinante se
realiz6 mediante un micro-ensayo turbidimétrico donde se realizaron cinéticas de reduccion
insulina y de la actividad enzimatica especifica comparadas con la proteina EhPDI

recombinante. .

La Tabla 3 y la Figura 16 muestra el anlisis estadistico de los registros obtenidos y la
representacion grafica del andlisis comparativo, mediante un ajuste no lineal de pendiente

variable, de la actividad reductasa de las proteinas recombinantes HuPDI y EhPDI. Como se
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puede observar, la enzima HuPDI recombinante exhibe actividad reductasa; la cual es evidente a

partir de los 10 min de reaccion., La enzima EhPDI también exhibe actividad reductasa; y

ademaés se aprecia que , la ausencia de enzima reductiva ocasiona que la reduccion quimica,

asistida por DTT, sea mas lenta.

Ademas se puede observar

Tabla 3. Analisis de la actividad reductasa de la enzima HuPDI
recombinante, comparada con la enzima EhPDI y la reduccién

no catalitica.

que el valor méaximo de Tiempo Asso
(min) Blanco 2.5 pM EhPDI 4.0 uM HuPDI
precipitacién es menor para 0 0.000 £ 0.000 0.002 £ 0.001 0.000 £ 0.000
10 0.000 £ 0.000 | 0.000%0.000 | 0.003 #0.002
HuPDI, comparada con EhPDI. 20 0.000 £ 0.000 | 0.030 £0.003 | 0.039 £ 0.002
30 0.000 £ 0.000 | 0.068%0.003 | 0.055 # 0.002
Esto puede ser atribuido a la 40 0.000 £ 0.000 | 0.093£0.002 | 0.059 % 0.004
50 0.000 £ 0.000 | 0.0990.003 | 0.063 £ 0.001
. 60 0.000 £ 0.000 | 0.106 £0.002 | 0.064 *0.001
funcion chaperona de HuPDI, la 70 0.003%0.000 | 0.107 £0.005 | 0.064 % 0.002
80 0.010 £ 0.000 | 0.107 £0.004 | 0.064 * 0.002
cual se puede presentar a altas 90 0.021+0.000 | 0.110%0.004 | 0.064 *0.002

0.12

Media y desviacién estandar de los registros de dos experimentos
independientes.

0.08-

A650

0.04]

0.00

30
Tiempo

60
(min)

90

Figura 16. Actividad reductasa de la proteina HuPDI recombinante.

Cinética de reduccion de 100 puM de insulina catalizada por 4 uM de HuPDI
recombinante (O), comparada con 2.5 uM de EhPDI recombinante (®), y carente de
enzima () como controles.
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concentraciones enzimaéticas, evitando la formacion de agregados de la insulina reducida. A

pesar de esto, los resultados muestran que ambas enzimas, HUPDI y EhPDI, exhiben actividades

especificas (AE) muy similares: 0.9y 1.2 U Agso min* mM?, respectivamente.

5.6. La actividad reductasa es dependiente de la concentracion de enzima

El primer parametro que se determiné fue la concentracion efectiva media (CExs).

Utilizando una concentracién de insulina (sustrato) de 100 uM y un intervalo de concentracion

de 0 a 0.6 uM de la proteina HUPDI recombinante, se realizaron cinéticas de reduccion y se

determing la velocidad inicial (V).

Tabla 4. Resultados de la cinética de reduccién a diferentes concentraciones de enzima.

HuPDI [uM]
T(i;’;‘rf’]" 0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6

Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E. | Media | D.E.
0 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000
10 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.003 | 0.001 | 0.002 | 0.001 | 0.003 | 0.001 | 0.003 | 0.003 | 0.001 | 0.006
20 -0.001 | 0.003 | -0.002 | 0.001 | 0.002 | 0.002 | -0.001 | 0.001 | -0.002 | 0.001 | 0.002 | 0.004 | -0.002 | 0.007
30 0.000 | 0.003 | -0.002 | 0.001 | 0.004 | 0.004 | 0.003 | 0.001 | 0.004 | 0.001 | 0.013 | 0.002 | 0.016 | 0.013
40 0.001 | 0.004 | -0.001 | 0.002 | 0.009 | 0.004 | 0.015 | 0.004 | 0.022 | 0.000 | 0.036 | 0.001 | 0.041 | 0.015
50 0.001 | 0.003 | 0.001 | 0.001 | 0.021 | 0.005 | 0.033 | 0.006 | 0.045 | 0.003 | 0.059 | 0.000 | 0.064 | 0.016
60 0.000 | 0.004 | 0.009 | 0.001 | 0.036 | 0.007 | 0.053 | 0.005 | 0.062 | 0.002 | 0.076 | 0.003 | 0.081 | 0.016
70 0.001 | 0.003 | 0.021 | 0.002 | 0.053 | 0.010 | 0.069 | 0.008 | 0.078 | 0.001 | 0.092 | 0.001 | 0.095 | 0.018
80 0.002 | 0.002 | 0.034 | 0.002 | 0.068 | 0.013 | 0.081 | 0.007 | 0.089 | 0.001 | 0.101 | 0.003 | 0.108 | 0.012
920 0.006 | 0.001 | 0.048 | 0.001 | 0.080 | 0.013 | 0.091 | 0.011 | 0.098 | 0.001 | 0.108 | 0.002 | 0.112 | 0.012

Media de la Asso y desviacidn estandar (D.E.) de los registros de al menos cuatro experimentos independientes.
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Las Tablas 4 y 5 muestran los resultados del Tabla 5. Resultados de la dependencia de
la actividad reductasa a la concentracion

andlisis estadistico de los registros y las enema.
HuPDI Vo + D.E.

velocidades iniciales obtenidas, respectivamente. Por [uM] (A Agso min'!)

0 0.0000 % 0.0000
otro lado, la Figura 17 muestra la representacion grafica 01 0.0007 + 0.0001
de los resultados obtenidos del andlisis estadistico 0.2 0.0015 £ 0.0002

0.3 0.0018 £ 0.0001
comparativo, mediante un ajuste no lineal de pendiente 0.4 0.0018 + 0.0001
variable, de la actividad reductasa obtenida a diferentes 05 0.0019 = 0.0001

0.6 0.0018 +0.0003

concentraciones de la proteina HuPDI recombinante.
Media de la Vo y desviacién estandar (D.E.) de al
menos 4 experimentos independientes.
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Figura 17. Dependencia de la actividad reductasa a la concentracion de enzima.

Cinética de reduccion de 100 uM de insulina catalizada por diferentes concentraciones
(uM) de enzima HuPDI recombinante: 0 (*), 0.1 (¢), 0.2 (#), 0.3 (®), 0.4 (O), 0.5 (O),
y 0.6 (m). En el panel interno se muestra la curva dosis-respuesta de la actividad
reductasa con respecto a la concentracion de enzima.
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Este analisis demuestra que, la actividad reductasa depende de la concentracion de la enzima
HuPDI recombinante.

Cabe mencionar que a concentraciones de la enzima de 0.8 puM o mayores, las
actividades reductasa y chaperona se traslapan; por tal motivo, los pardmetros de actividad
reductasa se acotaron a concentraciones menores a 0.6 pM de HuPDI recombinante.

Considerando lo anterior, se obtuvo el valor de CEsp de 0.164 + 0.067 pM.

5.7. La actividad reductasa depende de la concentracion del sustrato

Posteriormente, a partir de un andlisis de la dependencia de la actividad reductasa con la
concentracion de sustrato, se determinaron los parametros cinéticos enzimaticos: constante de
Michaelis-Menten (Ky,), velocidad méaxima (Vmax) Y constante catalitica (K¢,). Utilizando una
concentracion de la proteina HuPDI recombinante (enzima) de 0.3 uM y un intervalo de
concentracion de 0 a 200 uM de insulina, se realizaron cinéticas de reduccion y se determing la
velocidad inicial (Vo).

La Tabla 6 y la Figura 18 muestran el analisis estadistico de los registros de Agso obtenidos y la
representacion grafica del analisis comparativo (ajuste no lineal de pendiente variable),
respectivamente, de la actividad reductasa de la proteina HUPDI recombinante a diferentes

concentraciones de sustrato.
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Tabla 6. Resultados de la cinética de reduccion a diferentes concentraciones de sustrato.

Insulina [pM]

Tiempo
(min) 0 75 100 125 150 200

Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E. Media D.E.
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
10 0.001 0.004 0.003 0.003 0.002 0.002 0.000 0.000 -0.002 0.006 0.003 0.006
20 0.003 0.005 0.005 0.004 0.004 0.003 0.000 0.000 0.001 0.006 0.003 0.005
30 0.005 0.004 0.006 0.004 0.005 0.004 0.002 0.002 0.002 0.007 0.004 0.006
40 0.003 0.006 0.013 0.007 0.012 0.010 0.017 0.006 0.012 0.015 0.019 0.011
50 0.000 0.004 0.024 0.002 0.024 0.012 0.038 0.007 0.034 0.012 0.039 0.011
60 0.001 0.004 0.038 0.003 0.041 0.021 0.061 0.008 0.061 0.017 0.072 0.017
70 0.001 0.004 0.050 0.006 0.056 0.028 0.078 0.005 0.087 0.017 0.104 0.017
80 0.001 0.004 0.060 0.010 0.071 0.035 0.094 0.006 0.113 0.022 0.131 0.026
90 0.002 0.005 0.069 0.014 0.085 0.044 0.105 0.005 0.141 0.037 0.161 0.036

Media de Asso y desviacion estandar (D.E.) de los registros de al menos cuatro experimentos independientes.

Ag50nm

0.25

Figura 18. Dependencia de

Tiempo

concentracion de sustrato.

(min)

la actividad

reductasa

a la

Cinética de reduccién de de diferentes concentraciones de insulina
(UM) catalizada por 0.3 uM enzima HuPDI recombinante: 0 (®), 75
(), 100 (@), 125 (O), 150 (m), y 200 (O).
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Como se puede observar, existe una clara dependencia de la actividad reductasa de la proteina

HuPDI recombinante con la concentracién de insulina; es decir, la velocidad enzimatica, en

estado estacionario, es menor a bajas concentraciones de sustrato y aumenta conforme la

concentracion de éste aumenta; aunque, no se logro una completa saturacion de la enzima, es de

esperarse que la actividad reductasa de la proteina HuPDI recombinante muestre un

comportamiento enzimatico tipo Michaelis-Menten (MM) (Figura 19, panel interno). Debido a la

ausencia de saturacion, los parametros enzimaticos fueron determinados a partir de la ecuacion

de Lineweaver-Burk (doble reciproca).

La Tabla 7 muestra los valores
obtenidos de velocidad inicial de la actividad
reductasa a diferentes concentraciones de
valores

sustrato, 'y  los reciprocos

correspondientes.

Por otro lado, la Figura 19 muestra las

representaciones graficas de los valores
ajustados, mediante minimos cuadrados, a las

ecuaciones de MM vy Lineweaver-Burk. A

Tabla 7. Resultados de la dependencia de la actividad
reductasa a la concentracion sustrato.

Vo
Insulina (AAgzgmin™)
[UM] media DE 1/[S] 1/Vo
0 -0.00007 | 0.00004 - -
75 0.00126 | 0.00012 | 0.01333 | 793.65080
100 0.00177 | 0.00013 | 0.01000 | 565.93100
125 0.00211 | 0.00014 | 0.00800 | 473.93370
150 0.00268 | 0.00018 | 0.00667 | 373.83180
200 0.00321 | 0.00022 | 0.00500 | 311.81790

Media y desviacion estandar (D.E.) de al menos dos
experimentos independientes. Ademas se muestran los
valores reciprocos de la concentracion de Sy Vo.

partir de los datos obtenidos del ajuste Lineweaver-Burk, se determind una Ky, de 37.71 mM y

una Vmax de 0.65 UAG50 min-1; ademas, se calculé un valor de K¢ aparente de 2,166.66

UA650min'1 mM'l.
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Figura 19. Ajuste Lineweaver-Burk y MM de la dependencia de la
actividad reductasa a la concentracion de sustrato.

Representacion grafica de Lineweaver-Burk (doble reciproco) de los valores de
la actividad reductasa con respecto a la concentracion de sustrato. El panel
interno muestra la representacion grafica de Michaelis-Menten de los valores de
actividad reductasa con respecto a la concentracion de sustrato.

5.8. La actividad reductasa de HuUPDI es dependiente del pH

El efecto del pH sobre la actividad reductasa de la enzima HuPDI recombinante se

determind mediante cinéticas de reduccion de insulina a diferentes valores de pH (intervalo de 4

a 9), utilizando una solucién amortiguadora universal.
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La Tabla 8 y Figura 20 muestran los valores de

Tabla 8. Resultados del efecto del pH

V, observados a diferentes valores de pH y su sobre la actividad reductasa.
representacion grafica,. Este analisis demostré que la pH Vo (A Agsomin™)
5.5 0.002015
. : . 6.0 0.002450
actividad reductasa de la enzima HuPDI es favorecida 6.5 0.002970
_ o 7.0 0.003505
por valores de pH ligeramente acidos (5.5 a 6.5) y se -5 0.002225
observa un maximo a pH 7.0, disminuyendo de manera Media de la Vo de al menos 4 experimentos
independientes.

drastica en valores superiores a pH 7.5. Aun mas, se

aprecia un valor relativo de actividad enzimética mayor al 70% en los valores de pH de 6.0 y 6.5.
Cabe mencionar que la actividad enzimatica es inhibida por valores de pH 5 0 menores, ya que
nunca se observo precipitacion (en las condiciones experimentales) durante la cinética; por otro
lado, los valores de pH 8.0 o mayores ocasionan precipitacion inmediata de la insulina,

impidiendo la valoracion de la actividad enzimatica.
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Figura 20. Efecto del pH sobre la actividad reductasa. Representacion gréfica de la
actividad reductasa con respecto al valor de pH.

La actividad relativa representa el valor de actividad calculado con respecto al maximo
observado.
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5.9. La Bacitracina inhibe la actividad reductasa de HuPDI recombinante

El antibiotico bacitracina, obtenido de

Tabla 9. Resultados del efecto de bacitracina

sobre la actividad reductasa.

Bacillus licheniformis, es un polipéptido ciclico _ Bacitracina (uM)
Tiempo
que inhibe la sintesis de peptidoglicano (min) 0 500
V, + D.E. Vo + D.E.
: . . 0 0.000 * 0.000 0.000 % 0.000
bacteriano, la actividad de la transglutaminasa 10 0,002 %0004 | -0.002%0002
20 0.001+0.001 | -0.002#0.001
de mamifero, y varias enzimas proteoliticas. 30 0.009 + 0.003 0.000 + 0.001
40 0.036 £ 0.003 0.005 % 0.001
Algunos estudios han demostrado que la 50 0.075 £ 0.005 0.024 £ 0.002
60 0.104 +0.003 0.050 % 0.002
bacitracina es un inhibidor efectivo de la 70 0.118 + 0.001 0.076 + 0.003
80 0.126 £ 0.006 0.101 % 0.003
reduccion de insulina por enzimas PDI (Roth, 20 0.126£0.005 | 0.116+0.006

Media de la Vo (A Agsomint) y desviacion estandar
(D.E.) de 3 experimentos independientes.

1981).

Inicialmente, se evalu6 el efecto

inhibidor de bacitracina sobre la actividad reductasa de la proteina HuPDI recombinante. En la
Tabla 9 y la Figura 21 muestran los resultados y la representacion gréfica, respectivamente, del
ensayo de inhibicion con bacitracina. Como se puede observar, la presencia del inhibidor a una
concentracion de 500 pM ocasiona una disminucion de aproximadamente 25% de la actividad
reductasa de la proteina HUPDI, comparado con la observada en la ausencia del inhibidor, ya que
se observo un desplazamiento en el tiempo que tomo para la reduccion de la insulina, es decir en

el aumento de la turbidez, estos resultados confirman lo consultado en la literatura, la bacitracina

si inhibe la actividad de la PDI recombinante humana aunque no al 100%.
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Figura 21. Efecto inhibidor de bacitracina sobre la actividad reductasa de la
proteina HUPDI recombinante.

Cinética de reduccion de insulina catalizada por HUPDI recombinante en ausencia (O), o
presencia de 500 uM bacitracina (®). El panel interno muestra la representacion gréafica
de la disminucion de la velocidad enzimatica en presencia de 500 UM de bacitracina.

A partir de este dato, se procedidé a realizar ensayos de inhibicién de la actividad
reductasa de HUPDI a diferentes concentraciones de bacitracina y determinar algunas constantes

de inhibicion.
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5.10. La actividad reductasa depende de la concentracion del inhibidor

Posteriormente, a partir de un andlisis del efecto de diferentes concentraciones de

bacitracina sobre la actividad reductasa, se determinaron algunos parametros de inhibicion:

concentracion inhibitoria media (C150) y constante de inhibicion (K;).

Utilizando una concentracion de la proteina HUPDI recombinante (enzima) de 0.3 uM,

una concentracion de insulina (sustrato) de 0.1 mM y un rango de concentracién de 0 a 2.501

mM de bacitracina (inhibidor), se realizaron cinéticas de reduccion y se determind la velocidad

inicial (Vo).

La Tabla 10 y la Figura 22 muestran el analisis
estadistico de los registros obtenidos y la representacion grafica
del analisis comparativo, respectivamente, de la actividad
reductasa de la proteina HuPDI recombinante obtenida a
diferentes concentraciones de bacitracina.

Como se puede observar, existe un claro efecto de la
concentracion de bacitracina sobre la actividad reductasa de la
proteina HUPDI recombinante; es decir, la velocidad
enzimatica, en estado estacionario, disminuye conforme

aumenta la concentracién del inhibidor.

Tabla 10.
concentracion

Efecto de la
del inhibidor

bacitracina sobre la velocidad de

reaccion.

Bacitracina Vo
[mM] (A Agso min-1)
0.000 0.0023
0.270 0.0025
0.609 0.0019
1.014 0.0013
1.487 0.0002
2.501 0.0001

Media de la Vo (A Aeso min't) de 3
experimentos independientes.
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Figura 22. Efecto de la concentracion de bacitracina sobre la actividad reductasa
de la proteina HuPDI recombinante.

Representacion grafica del efecto de la concentracion de inhibidor sobre la actividad
enzimatica (dosis-dependiente).

Finalmente, a partir de los datos obtenidos del ajuste no lineal de pendiente variable, se
determind una ICsy de 1.002 mM y una K; de 0.941 mM (0.99 mM). Este resultado es
comparable al obtenido por Mouray et al quienes obtuvieron una ICsy de 1ImM con la PDI de

Plasmodium falciparum.

57



6. CONCLUSIONES

Mediante el plasmido de expresion citosolica bacteriano pQHuPDI, el cual contiene la
secuencia codificante para el péptido maduro de la PDI de humano, se logro expresar y purificar
la proteina recombinante activa en niveles de pureza > 95%.

La enzima HuPDI recombinante purificada exhibe actividad reductasa in vitro; el
comportamiento in vitro de la HuPDI recombinante en los ensayos de reduccion de insulina
confirman que ésta es cataliticamente activa ya que aumentd la velocidad de reduccién del
sustrato. Se determiné una Ky, de 37.71 mM y una Vmax de 0.65 U A650 min™*; asi como un valor
de Kcy aparente de 2,166.66 U Agsomin® mM™. Ademas el pH 6ptimo para la actividad
reductasa de la HuPDI recombinante es de 7, no obstante, muestra actividad reductasa en un
intervalo de pH que va de 5.5 hasta 7.5.

La actividad reductasa de HuPDI recombinante puede ser inhibida por el antibiotico
bacitracina, aunque no al 100%. Las concentraciones inhibidoras se encuentran en el orden

milimolar (mM). Se determind una Clso de 1.002 mM y una K; de 0.99 mM.
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