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1 RESUMEN

La albdmina sérica humana (HSA), es una proteina monomérica compuesta por tres
dominios, conocidos como dominios I, Il y lll. Presenta en su estructura 17 puentes disulfuro
Yy una unica cisteina libre (Cys34) que se localiza en el dominio | (Doml). La HSA es la
proteina mayoritaria del plasma y su tiol se encuentra principalmente reducido (HSA-SH),
constituyendo el 80% de los tioles reducidos en el compartimiento intravascular. Una
fraccion menor se encuentra formando disulfuros con tioles de bajo peso molecular (HSA-
SSR) u oxidado a dacidos sulfinico (HSA-SO,H) y sulfénico (HSA-SOsH). En esta tesis se
profundizd en el analisis de las isoformas de la HSA en plasma mediante cromatoenfoque y
se trabajé en la expresion, purificacion y caracterizacion del dominio | (Doml) de la HSA

producido en Pichia pastoris.

En cuanto al cromatoenfoque, se realizé una puesta a punto del andlisis de muestras
de plasma de donantes sanos mediante controles de precipitacion de HSA en el
amortiguador de trabajo y estableciendo la cantidad de HSA a inyectar para obtener una
buena resolucién. El cromatoenfoque es reproducible y puede utilizarse tal como se puso a
punto, para estudiar el aumento de las fracciones oxidadas de la HSA de personas con

sepsis.

Por otra parte, se expreso el Doml en P. pastoris a partir de dos construcciones. Una
conteniendo dos mutaciones sindnimas en su secuencia (Domlys) y otra generada a partir
de la secuencia de referencia de la HSA (Domlsg). Ambos Doml se expresaron y secretaron

correctamente hacia el medio de cultivo, y mostraron la presencia de un pigmento marrén.

Respecto al Domlys, la eliminacidn de la mayor parte del pigmento se logré con una
cromatografia de intercambio catidnico a pH 5.0 y elucién con NaCl 1 M. La reduccién
selectiva de dicha cisteina se logré por incubacidon con 2-mercaptoetanol, como se vio por
reaccion con 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB) y espectrometria de masa. Ademas se
determind la constante de reaccién de la Cys34 de Doml con DTNB. El valor de 229 M s
resulté6 ~ 16 veces mayor que el de la HSA deslipidada, en iguales condiciones

experimentales.

En relacién al Domlsg, se transformaron células de la cepa GS115 His™ Mut®, se
seleccionaron primero transformantes, y luego transformantes multicopia. Se prepararon
crioindculos que expresaron el Domlsg correctamente. En un ensayo preliminar se vio que la
Cys34 del Domlsg se reduce en iguales condiciones que la del Domlys y reacciona con DTNB

con una constante similar, sugiriendo que no existen diferencias estructurales entre ambos

5



dominios. La obtencién del Doml de la HSA abre la posibilidad a realizar estudios
estructurales de las formas oxidadas de la Cys34, que sumen a la comprension de la
naturaleza quimica y reactividad de las mismas. Ademas, el conocimiento generado en
torno al pigmento significarda un aporte importante respecto al uso de P. pastoris como

sistema de expresion de proteinas heterélogas.



2 INTRODUCCION

2.1 Tioles y oxidaciones biologicas

2.1.1 Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

Las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS y RNS respectivamente)
incluyen especies radicalares y no radicalares de relevancia fisiolégica, relacionadas a los
productos de reaccién parcial del oxigeno. Algunas de ellas son el radical hidroxilo (OH), el
radical anién superdxido (O, 7), los radicales peroxilo (ROO’), el peréxido de hidrégeno
(H,0,), el oxido nitrico (NO'), el peroxinitrito (ONOO7), el radical carbonato (COs37), el
dioxido de nitrogeno (NO;) y el acido hipocloroso (HOCI). Durante muchos afios se asumio
qgue el rol de estas especies en la biologia estaba limitado a reacciones de oxidacién de
biomoléculas que impactaban perjudicialmente sobre las funciones biolégicas, produciendo
dafio a nivel celular. Este paradigma cambié con el descubrimiento de que el NO’, una
pequefia molécula radicalar de difusidn libre, se generaba endégenamente en mamiferos y
participaba en vias de transduccion de sefiales. Este nuevo rol del NO" se extendid a los RNS
y ROS, ganando gran aceptacion. Actualmente se sabe que las especies oxidantes se
generan en el organismo y que participan en eventos de sefalizacién de manera que son
cruciales para el mantenimiento de la homeostasis. De hecho, el resultado de la generacidn
de estos oxidantes depende de varios factores. Por ejemplo, es importante la naturaleza, la
reactividad y la concentracidn tanto de la especie oxidante como de su molécula blanco.
También son determinantes los fenédmenos de difusion y la localizacién celular del oxidante,
asi como la presencia de moléculas encargadas de la defensa antioxidante. Se debe
diferenciar entonces la sefializacion redox del estrés oxidativo. El primero comprende las
respuestas bioldgicas impulsadas por cambios en los niveles de especies oxidantes (1),
mientras que el estrés oxidativo se refiere a la alteracion de dicha sefializacion, producida

por el desbalance entre los oxidantes y los antioxidantes a favor de los primeros (2).

En la célula, son varias las fuentes de especies oxidantes. Algunas de ellas son
enzimas, como las NADPH oxidasas, mieloperoxidasa, xantina oxidasa y éxido nitrico sintasa.
También se generan por medio de la cadena de transporte de electrones mitocondrial como
consecuencia directa del metabolismo aerdbico. Dada la relevancia de la produccién de
especies oxidantes y su participacion en la sefalizacion celular, se trata de un tema

continuamente revisado en la literatura (3, 4).



2.1.2 Generalidades y funciones

El azufre es un elemento presente en la naturaleza en una gran variedad de
biomoléculas, que incluyen a las proteinas, azlcares, acidos nucleicos, cofactores y
metabolitos de bajo peso molecular. Es por esto que junto con el carbono, nitrégeno,
oxigeno, hidrogeno y fosforo, es un componente elemental de los seres vivos. En la tabla
periddica puede encontrarse al azufre en el grupo VIA junto al oxigeno, por lo que
comparten en cierta medida propiedades como la reactividad quimica. Sin embargo, al
posicionarse el azufre un periodo mas abajo que el oxigeno, adquiere propiedades distintas
gue son aprovechadas por las moléculas que lo contienen. Un ejemplo surge de comparar
los enlaces disulfuro y los enlaces peréxido, donde la mayor estabilidad de los primeros es
una de las principales causas de que sean una pieza fundamental de la estructura de las
proteinas, y no asi los segundos. Otro ejemplo es la acidez de las moléculas que lo
contienen, como el sulfuro de hidrégeno (H,S) versus el H,O. Como consecuencia de que
posee seis electrones de valencia y un orbital d vacio, el azufre puede adoptar una amplia
variedad de estados de oxidacién, cada uno con reactividades y propiedades fisicas propias.
La forma totalmente reducida estd representada por los tioles (RSH) y posee un estado de
oxidacion de -2. La nucleofilia del mismo se ve aumentada en la forma desprotonada,
conocida como anidn tiolato (RS™). Dentro de las formas oxidadas se incluyen los disulfuros
(RSSR’) y los acidos sulfénico (RSOH), sulfinico (RSO,H) y sulfénico (RSOzH) (5, 6).

En sistemas biolégicos los tioles pueden encontrarse en cisteinas y sus derivados de
alto y bajo peso molecular. Se caracterizan por ser ademas de buenos nucledfilos, buenos
reductores (E*'(RSSR/2RSH)cys iibre = -0.24 V) (7). La capacidad del tiol de pasar de su estado
reducido a sus diferentes estados oxidados les confiere gran versatilidad quimica. Como
consecuencia, los tioles participan de un amplio espectro de reacciones y procesos en
proteinas, que se manifiestan en las distintas funciones que pueden cumplir. Se estima que
el 80% de las cisteinas proteicas son funcionalmente importantes, mientras que solo un 20%
no presenta funciones especificas (8). Desde el punto de vista evolutivo, se ha visto que la
cisteina como aminoacido posee un patrén de conservacion inusual, pudiendo estar poco o
muy conservada. Esto depende de varios factores, uno de ellos, la existencia o no de una
funcién especifica (9). Se pueden definir los distintos tipos de cisteinas segun sus funciones
(10):

Cisteinas que catalizan reacciones redox. Se encuentran por ejemplo, en el sitio activo de
oxidorreductasas y estan involucradas directamente en la catdlisis. Son residuos muy
conservados en cuanto a su posicidn en la secuencia y su funcién. Como consecuencia de su

participacién en reacciones de oxidacion, reduccion e isomerizacion de disulfuros, entre



otras, el estado de oxidacidn de estas cisteinas cambia, siendo posteriormente regenerado

por enzimas especializadas.

Cisteinas reguladoras. También son cisteinas conservadas. No son cataliticas pero mediante
cambios en su estado redox se encargan de modular la actividad de las proteinas que las
contienen. Se encuentran en factores de transcripcion como por ejemplo OxyR de
Escherichia coli, Yapl de Saccharomyces cerevisiae, asi como en quinasas y fosfatasas, y de
esta manera participan de procesos de sefializacion redox. Algunas de las modificaciones
oxidativas que pueden sufrir estas cisteinas, y en las que se basan estos mecanismos de
sefializacion, son formacion de disulfuros inter e intramoleculares, S-nitrosacién y

glutationilacion.

Cisteinas estructurales. Son aquellas que forman puentes disulfuro inter e intramoleculares,
y que por lo tanto son, entre otros factores, determinantes de la estructura y el plegamiento
de la proteina. Se ha visto que la formacién de disulfuros intramoleculares es uno de los
principales mecanismos de estabilizacidon estructural. Estos son muy comunes en proteinas

de secrecion como la HSA.

Cisteinas que coordinan iones metalicos. Son residuos altamente conservados, capaces de
coordinar iones metadlicos de zinc, cobre, niquel, cobalto, magnesio, hierro y molibdeno.
Estos metales pueden ser elementos importantes para estabilizar la estructura de la
proteina, pueden estar directamente involucrados en la catdlisis o funcionar como

cofactores. Algunas de ellas pueden ser sensibles a la oxidacidn.

Cisteinas cataliticas no redox. Como su nombre lo indica, si bien participan de la catdlisis,
no cambian su estado de oxidacidn. Son cisteinas altamente reactivas que se encuentran en
el sitio activo de la enzima y cuyas propiedades nucleofilicas son responsables de la catalisis.
Este tipo de cisteinas puede encontrarse por ejemplo, en enzimas como la gliceraldehido-3

fosfato deshidrogenasa y las proteasas de cisteina.

Cisteinas como sitios de modificaciones postraduccionales. En este caso el tipo de
modificacion influye en la actividad bioldgica de la proteina. Por ejemplo puede determinar
su interaccidn con otras proteinas o la unién de la misma a una membrana, como es el caso

de la palmitoilacién o isoprenilacion.

Esta categorizacién no es estricta ya que hay cisteinas que caen en mds de una
categoria. También existen cisteinas sin funciones especificas que tienen baja conservacion.
Por lo general comparten caracteristicas como ser poco reactivas, poseer el &tomo de azufre

poco expuesto, no estar cerca de otras cisteinas y presentar un pKj alto.



La relevancia de la cisteina y de las funciones que puede abarcar, se ve resaltada si se
piensa en el porcentaje que representa este aminoacido en la composicién de las proteinas.
En humanos, del total de 20 aminodcidos, el porcentaje tipico de cisteina en proteinas es
de ~ 2%. Ademas se ha visto que dicho contenido no es igual en todos los organismos, sino
gue aumenta con la complejidad de los mismos. Se postulé que las habilidades de la cisteina
han sido incorporadas por la evolucién y aprovechadas para el desarrollo de organismos

mas complejos (11).

2.1.3 Oxidacidn de tioles biolégicos

La oxidacidn de tioles puede dar lugar a distintos productos, segun el proceso de
oxidacion que ocurra. Estos pueden incluir mecanismos de uno y dos electrones. Dentro de
las oxidaciones por dos electrones se encuentran las reacciones de intercambio tiol-
disulfuro reversibles que dan lugar a la formacién de nuevos disulfuros (RSSR’) (Figura 2.1,
via a), asi como la reaccién con hidroperdxidos (POOH) que conduce a la formacién de
acidos sulfénicos (RSOH) (Figura 2.1, via b). Estos son por lo general inestables y se generan
como intermediarios en procesos de oxidacién, sobreoxidandose a acidos sulfinico (RSO,H)
y sulfénico (RSO3H), productos tipicamente irreversibles. El acido sulfénico puede también
reaccionar con un tiol para dar un disulfuro, con otro sulfénico para dar un tiosulfinato
(RS(O)SR’), o con una amina o amida generando una sulfenamida (RSNHR’). En lo que
respecta a las oxidaciones por un electrén, los tioles pueden reaccionar con radicales libres
formando radicales tiilo (RS’) altamente reactivos (Figura 2.1, via c). Estos pueden reaccionar
consigo mismos o con tioles, para formar disulfuros o radical anién disulfuro (RSSR™),
respectivamente. Por ultimo, por reacciéon de un radical tiilo con oxigeno se genera radical

tioperoxilo (RSOO’) que a su vez puede dar origen a acidos sulfinico y sulfénico (12, 13).

R'SSR' R'S Figura 2.1. Vias de

POOH > RSSR'  oxidacién del tiol por

mecanismos de uno y dos
H O R'SOH electrones. Tomado de
R «———=<"RSOH 4 (13).
AH
R'NH, r\'k<
RSO O RS’ 4—> RSNO
RSNHR' R'S’ RSOO
RSSR'

RSSR' RSOz
lO] RSSR'

RSOaH
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2.1.4 Acido sulfénico en proteinas

El acido sulfénico se genera como intermediario en la oxidacién de tioles proteicos,
por mecanismos de uno y dos electrones. Por un electrén, se forma por reaccién del radical
tillo con oxigeno. Por dos electrones se puede formar por ejemplo, por hidrélisis de
disulfuros, o por reaccién del anidon tiolato con perdxido de hidrégeno, alquil
hidroperdxidos, acido peroxinitroso/peroxinitrito, acidos hipohalosos como el acido

hipocloroso y cloraminas (4, 14).

Una caracteristica muy importante del acido sulfénico es su cardcter dual. Esto hace
referencia a que puede actuar como electrdéfilo y como nucledfilo, lo que le da versatilidad a
esta especie. Una vez formado, el sulfénico inestable puede ser transformado en especies
de mayor estabilidad, por distintas reacciones. Como se comentd previamente, el sulfénico
puede sobreoxidarse para dar los acidos sulfinico y sulfénico, puede reaccionar con un tiol
para dar un disulfuro, o con otro sulfénico para dar un tiosulfinato. También puede dar una

sulfenamida por reaccién con aminas y amidas (Figura 2.1) (5, 14).

Los acidos sulfénicos de bajo peso molecular presentan en general una vida media
muy corta debido fundamentalmente a la rdpida reaccién con otro tiol para dar un disulfuro
(15, 16). En proteinas, la reactividad del acido sulfénico depende de varios factores que
estan determinados por el microambiente proteico. El mayor determinante de la estabilidad
es la ausencia de tioles en las proximidades con los que pueda reaccionar. Ademas influye la
formacién de enlaces de hidréogeno intramoleculares, la accesibilidad al solvente y por lo

tanto su exposicion (14).

La formacion de acido sulfénico ha sido detectada en una gran variedad de
proteinas, mostrando roles diversos. Algunos forman parte del ciclo catalitico de enzimas
antioxidantes como es el caso de las peroxirredoxinas y de la metionina sulféxido reductasa.
Otros estan involucrados en sensar sefales y gatillar respuestas celulares frente a especies
oxidantes. Ejemplos de estos son los sulfénicos que se forman en algunas fosfatasas y
receptores proteinas quinasas de tirosina. También hay factores de transcripcion sensibles a
peroxidos en los que se ha evidenciado como la oxidacién de una cisteina critica puede
determinar por ejemplo la desrepresidon de la transcripcion de un gen. El alcance de la
sefializacion celular mediada por acido sulfénico es grande y puede repercutir en el
metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular, asi como en la respuesta inmune, entre
otras (5, 14).
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2.2 Albumina sérica humana

2.2.1 Generalidades y estructura

La albdmina sérica humana (HSA, por su nombre en inglés, Human Serum Albumin)
comprende el 60% del total de las proteinas plasmaticas, lo que la convierte en la proteina
mayoritaria del plasma. Con una concentracién de 43 g/L (~ 0.6 mM), la HSA cumple varias
funciones en dicho compartimento, que se relacionan con su estructura y sus caracteristicas
fisicoquimicas. En su secuencia primaria se destaca un alto nimero de aminoacidos acidos y
basicos que son los responsables de que a pH 7, por cada molécula de HSA haya 215 iones.
Esto se corresponde con una carga neta de -19 a dicho pH, lo que le confiere una buena
solubilidad en medio acuoso. Ademas, la HSA presenta un Unico triptofano y 35 residuos de
cisteina. De estas, 34 se encuentran formando 17 puentes disulfuro y solo una queda libre,
la Cys34. Sobre dicha cisteina se profundizara mas adelante. Otra particularidad de esta
proteina es que carece de grupos prostéticos y que a diferencia de la mayoria de las
proteinas plasmaticas, no se encuentra glicosilada ya que carece de secuencias consenso de

glicosilacion en su secuencia primaria (17).

Actualmente existen varias
estructuras cristalograficas de la HSA con
y sin ligandos. En las mismas, se puede
apreciar que se trata de una proteina
monomérica globular, compuesta en un
67% por a-hélices y sin hojas B-plegadas.
Ademas esta formada por tres dominios
homdlogos denominados dominio |, Il y IlI
(contando desde el amino terminal), que

a su vez se dividen en subdominios Ay B

cada uno (Figura 2.2). Mas alla de su
Figura 2.2. Estructura tridimensional de la HSA. similitud estructural, la disposicion de

Se muestra el dominio | en verde, el Il en azul y el estos dominios es asimétrica y le dan a la

lIl en celeste. En amarillo se muestra la Cys34. La

. - HSA su forma caracteristica de corazén.
figura se gener¢ utilizando PyMol (PDB ID: 4EMX).

Los dominios | y Il se posicionan casi
perpendiculares entre si mientras que el lll se desprende del Il en un angulo de 45° (18). La
molécula de HSA también puede sufrir cambios conformacionales. Por ejemplo,
dependiendo del grado de acidez o basicidad de la solucién se pueden encontrar distintos

isomeros: N (“normal”) entre pH 8 y 4.3, F (“fast”) entre pH 4.3 y 3, E (“extended”) por

12



debajo de pH 3, B (“basic”) a pH mayor a 8 y A (“aged”) a pH mayor a 10 (17). Asimismo, se
pueden producir cambios como consecuencia de la unién de ligandos. En el caso de los
acidos grasos, su unidn induce modificaciones tanto a nivel global como local. Globalmente,
se producen rotaciones relativas de los dominios que determinan cambios en la posicidn de
uno respecto a otro. En lo local, los cambios son mas sutiles pero de importancia ya que
conducen a una mayor exposicion de la Cys34 (19, 20). Ademas, en un trabajo reciente en el
qgue participd nuestro grupo se ha evidenciado cémo la ionizacién de la Cys34 genera
variaciones en la rigidez de su entorno local. Cuando la Cys34 se encuentra en su estado
mas reactivo, es decir, como tiolato, hay una reduccion en la flexibilidad y adaptabilidad de

la estructura en torno a ella (21).

2.2.2 Metabolismo y distribucion

La sintesis de la HSA se lleva a cabo principalmente en el higado. Esto sucede a una
velocidad de 10-15 g/dia en adultos sanos, lo que representa el 10% de la sintesis proteica
de dicho érgano (22). La sintesis sigue la regla de “un gen-una proteina” y como resultado
de la traduccidon del ARN mensajero se obtiene la pre-pro-albumina (preproHSA). Como su
nombre lo indica, esta posee dos segmentos adicionales que se ubican en el extremo amino
terminal. Uno de ellos, el prepéptido, se compone de 18 aminodcidos y es la sefial de
secrecién que se encarga de dirigir a la cadena en crecimiento a través de la membrana del
reticulo endopldsmico a la cual se ancla para continuar su traduccidn. El propéptido por otro
lado, estd formado por 6 aminoacidos y su funcion es desconocida. El plegamiento de la
cadena polipeptidica se da cotraduccionalmente y al ser una proteina monomérica, no
necesita ensamblaje de cadenas. Antes de que finalice la traduccidon comienza la formacion
de puentes disulfuro en sentido amino-carboxilo terminal. Esta se da de manera secuencial
a lo largo de la cadena polipeptidica, empezando desde la segunda cisteina. Una peptidasa
localizada en la membrana del reticulo endopldsmico en el sitio de traslocacién se encarga
de cortar el prepéptido, y la proteina pasa a llamarse proHSA. Una vez plegada y en el lumen
del reticulo, el propéptido es cortado por una convertasa, dando lugar a la HSA madura. En

ese momento la HSA esta pronta para ser secretada del hepatocito (17).

Dado que no existe almacenamiento de HSA en el hepatocito, una vez sintetizada se
secreta al torrente sanguineo inmediatamente. De alli pasa a localizarse en un 60% en
espacios intersticiales y extracelulares, principalmente piel y musculo. El resto permanece
en el compartimento intravascular. La vida media de la proteina es de 19 dias y se estima
gue cada 22-24 h una molécula de HSA abandona la circulacién. La degradacion tiene lugar

principalmente en musculo, piel, higado y rifién (17).
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En el organismo, la HSA puede asociarse a la superficie de células endoteliales por
unién especifica, de manera consistente con una interaccion receptor-ligando. La HSA nativa
por ejemplo, es reconocida por un receptor denominado gp60 o albondina, que se
encuentra en células endoteliales. Este receptor es el encargado del transporte
transendotelial de la HSA nativa. Al unirse la HSA a gp60 se produce la internalizacién y
subsecuente transcitosis, sin ingresar aparentemente al sistema de degradacién lisosomal
(17, 23). La HSA no nativa, sea que se encuentre desnaturalizada o modificada en residuos
especificos, se une a los receptores gpl8 y gp30. Estos receptores, también presentes en
células endoteliales, median la unidn de la HSA no nativa a la superficie celular para que sea
luego endocitada y degradada en los lisosomas. Se ha postulado que el cambio
conformacional en la HSA inducido por los distintos tipos de modificacidn es suficiente para

prevenir el reconocimiento de gp60 y aumentar la afinidad por gp18 y gp30 (17, 24-26).

2.2.3 Funciones

Las funciones de la HSA son variadas e involucran tanto al compartimento intra

como extravascular.

Transporte de metabolitos. La HSA tiene la reputacién de “esponja molecular”, que deriva
de su habilidad de unir y transportar distintos tipos de moléculas, tanto enddégenas como
exdgenas, de alto y bajo peso molecular. Esto se debe en parte, a que su estructura flexible
le permite adaptarse a los distintos ligandos. Ademas presenta una gran variedad de sitios
de unién distribuidos a lo largo de sus tres dominios. Esta caracteristica de la HSA de uniry
transportar tan amplia variedad de ligandos, la ha llevado a convertirse en una molécula de

especial interés en investigaciones de caracter farmacoldgico, clinico y nutricional.

Acidos grasos. Entre los principales ligandos endégenos de la HSA se encuentran los acidos
grasos de cadena media y larga. Estos son relativamente insolubles por lo que la HSA actua
como facilitador del transporte por el organismo, entre el plasma, las lipoproteinas y los
tejidos. De esta manera, la HSA juega un rol importante en el metabolismo de lipidos. En
condiciones fisioldgicas, una molécula de HSA transporta ~ 0.1-2 acidos grasos (27). Este
numero puede incrementarse durante el ejercicio intenso, estimulacion adrenérgica y
patologias como diabetes mellitus (17, 28). En su estructura la HSA posee varios sitios de
union a acidos grasos de cadena media y larga (C10-C18) distribuidos de manera asimétrica
en la proteina y con diferente afinidad (Figura 2.3). Generalmente estan formados por un
bolsillo hidrofébico que interactia con la cadena hidrocarbonada del acido graso y un
residuo basico o polar que interacciona con el carboxilato (29-31). Estos sitios (FA) se

pueden clasificar de acuerdo afinidad por dichos acidos grasos. Por ejemplo, los sitios FA2,
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FA4 y FAS5 son de alta afinidad, mientras que los sitios FA1, FA3, FA6 y FA7 son de baja
afinidad. El FA1 se localiza en el subdominio IB y une distintos ligandos, entre ellos, hemo-
Fe(lll), bilirrubina y diversos acidos grasos. El FA2 por otro lado, se encuentra en la interfase
entre los subdominios IAy IIA. El FA3 ubicado en la interfase entre los subdominios IIB y IlIA,
junto con el FA4 que se encuentra en el subdominio IIA, forman el sitio Sudlow Il que une
carboxilatos aromaticos de conformacién extendida, como el ibuprofeno. EI FA5 se
encuentra en el subdominio IlIB y el FA6 se localiza en la interfase de los subdominios IIA y
[IB. Finalmente el FA7 se localiza en una cavidad hidrofébica del subdominio IIA vy
comprende el sitio Sudlow I, que une principalmente aniones heterociclicos voluminosos

como la warfarina (31-33).

FA1 Figura 2.3. Sitios de unién a
ligandos de la HSA. Se
muestra la localizacién de los
‘ : ol sitios de unidn a acidos grasos

FAS W « : g 1 a 7 (FA1-FA7) distribuidos en
& ‘ .8 : los dominios |, Il y Il (verde,

C’( : : i » | - azul y celeste,
( 4 =T . Q respectivamente). En amarillo
se destaca la Cys34. La figura

se generd utilizando PyMol
(PDB ID: 4EMX).

FA2

(Sitio Sudlow Il)  FA4

Metales. La HSA posee varios sitios de unidn a iones metalicos, siendo capaz de unir Cu(l/1l),
Cd(ln), Hg(I1), Zn(l1), Au(l/11), Co(ll/11), Mg(ll), Ca(ll), Al(it), Mn(ll), Pt(Il), Ni(ll) y Tb(lll). Los
sitios mads caracterizados son tres y difieren tanto en estructura como en la especificidad de
iones metalicos que unen. Uno de ellos es conocido como NTS (“N-terminal site”) y esta
compuesto por los primeros tres residuos de la proteina, Asp1-Ala2-His3. La coordinacién
del metal esta dada por los nitrégenos del enlace peptidico, y el nitrégeno extra de His3. Se
destaca por su alta afinidad para la unién de Cu(ll) y Ni(ll). El tiol de la Cys34 constituye el
segundo sitio y dada su localizacidn posee accesibilidad limitada. Se ha visto que es capaz de
unir Ag(l), Au(l), Hg(ll) y Pt(ll), iones que favorecen la coordinaciéon lineal. Finalmente, el
tercer sitio es conocido como MBS-A (“Multimetal binding site-A”) se encuentra en la
interfase de los dominios | y I, y estd formado por los residuos His67, His247 y Asp249. Si
bien une varios metales, se destaca su alta afinidad por Cd(ll) y Zn(ll), siendo la HSA el

principal transportador de Zn(ll) del plasma (17, 33).
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Otros compuestos de bajo peso molecular. Ademas de los ligandos ya mencionados, la HSA
puede unir colesterol, acidos biliares, bilirrubina, hemina, fosfolipidos, hormonas
esteroideas (progesterona, testosterona, estradiol, estrona y aldosterona), vitaminas
liposolubles (A, D, E y K), vitamina B12 y aminodcidos. Asimismo se pueden unir compuestos
exogenos como farmacos, incluyendo en la lista a la warfarina, penicilina, tetraciclina,
sulfamidas, digoxinas y barbituratos, entre otros. Por lo general la unién se da en los sitios
Sudlow | y IlI, aunque también pueden reaccionar covalentemente con la Cys34. Esto

dependera del tipo de compuesto que se trate (17, 34).

Proteinas. La lista de proteinas que se asocian a la HSA ha aumentado con el paso de los
anos, con el desarrollo de estrategias de proteédmica y el estudio de interactomas. Algunas
de ellas son la hemoglobina, ceruloplasmina, transferrina y apolipoproteinas (35). Al
conjunto de péptidos y proteinas que se unen a la HSA se le llama albuminoma y es un tema
gue continla en estudio. Actualmente se han encontrado del orden de 170 proteinas que
posiblemente se unan a la HSA directa o indirectamente. Si bien muchas de ellas ya han sido
confirmadas como pertenecientes al albuminoma, aun resta confirmar buena parte de

dichos posibles interactores (36).

Funciones en la circulacion. Dado que constituye el 60% de las proteinas plasmaticas, la HSA
es responsable del 80% de la presidon coloidosmotica del plasma (~25 mmHg), por lo que
ayuda en gran medida a mantener el agua en el compartimento intravascular. Ademas es
considerada el principal anién macromolecular del plasma ya que presenta ~ 19 cargas
negativas a pH fisioldgico. La gran cantidad de grupos ionizables a pH neutro y su bajo punto
isoeléctrico (pl, 4.7-5.8) le confiere ademas capacidad amortiguadora de pH en fluidos

extravasculares (17).

Funciones de proteccidon. Se ha propuesto para la HSA un rol antioxidante que deriva en
parte de los compuestos que es capaz de unir. Por ejemplo, la HSA une bilirrubina, que es
capaz de atrapar radicales lipoperoxilo. Ademas impide que esta atraviese la barrera
hematoencefdlica, previniendo posibles efectos neurotéxicos. En el caso de los iones
metalicos, su unidn a la HSA evita fendmenos como quimica de Fenton. El cobre por su lado,
se une con gran afinidad al sitio NTS, lo cual inhibe parcialmente procesos de oxidacion. El
efecto neto de la HSA sobre la oxidacién catalizada por metales viene dado, en parte, por la
naturaleza del metal y los sitios de unidn sobre la proteina. En este sentido es importante
también la cantidad de metal unido, es decir, la proporcion metal/HSA (13). Ademas de todo
esto, en el plasma la HSA constituye un blanco importante de especies reactivas del oxigeno
y del nitrégeno. El principal atrapador de dichas especies es el tiol de la Cys34, dada su

reactividad y su abundancia en el compartimento intravascular (13, 37). Dado que el plasma
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es relativamente pobre en cuanto a defensas antioxidantes, esta funcion de la HSA toma

relevancia. Sobre esto se profundizara en la seccién 2.3.3.

2.2.4 Aplicaciones clinicas

La demanda de HSA en el mercado ha aumentado en los Ultimos tiempos, dado que
posee diversas aplicaciones. Por un lado se utiliza en la clinica para tratar situaciones como
hipovolemia, shock, quemaduras, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, cirugias vy
hemodidlisis. Este uso farmacolégico de la HSA es un tema que hoy dia continda en debate
(38—40). Por otro lado se estan llevando a cabo investigaciones que proponen el uso de HSA
como transportadora de drogas (41, 42), beneficidndose de su capacidad de unién de
diversos ligandos, su estructura estable, tamafio y durabilidad en plasma entre otras
caracteristicas. En este sentido se ha visto por ejemplo, un aumento en la direccionalidad y
en la vida media de las moléculas conjugadas a la HSA. Se han conjugado con éxito,
compuestos orgdnicos sintéticos (43), nanoparticulas (44, 45) y pequefios ARN de

interferencia (46).

La HSA también se utiliza en la clinica como biomarcador para la deteccién temprana
de isquemia miocdardica. Mas precisamente, lo que se utiliza como biomarcador son los
niveles de “albumina modificada por isquemia” (IMA, de su nombre en inglés “ischemia —
modified albumin”). La IMA es HSA que se caracteriza por su reducida afinidad para unir
Co(ll) y se ve aumentada significativamente en isquemia. La base fisioldgica para esa
disminucion de la unién de Co(ll) no esta clara, pero se ha propuesto que estaria relacionada
a la mayor concentracién de acidos grasos que se uniria a la HSA e impediria la unién de
Co(ll). Los niveles de IMA se miden utilizando un test que mide la unién de Co(ll) (ACB assay,

de su nombre en inglés “albumin cobalt-binding” assay)(33, 47).

Ademas se ha utilizado la HSA producida de manera recombinante (HSAr) por
ejemplo para la expresidn de proteinas de fusion, en general con el objetivo de aumentar la
vida media en la circulacién de la proteina de interés. Este tema se retomara mads adelante

(seccién 2.5.2).
2.3 Tiol de la albumina y sus derivados oxidados

2.3.1 Reactividad del tiol

Como se menciond previamente, la HSA tiene una Unica cisteina reducida (Cys34),
cuya reactividad estd finamente controlada por su entorno proteico. Estudios

cristalograficos de la HSA indican que la Cys34 se localiza en la superficie del Doml con el
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atomo de azufre hacia el interior, de modo que el tiol queda en una hendidura a ~ 9.5 A de
la superficie. Ademas se encuentra proximo a las cadenas laterales de tres residuos
ionizables que son Asp38, His39 y Tyr84 (Figura 2.4) (18). Estos aminoacidos que conforman
el entorno cercano de la Cys34, son en parte responsables de las propiedades y de la
reactividad de la misma (21, 48). Esto se debe principalmente a los enlaces de hidrégeno
gue son capaces de establecer y que tienen consecuencias directas sobre la acidez,
basicidad, nucleofilia y exposicion del tiol de la HSA (HSA-SH). En particular, la Tyr84 y la
His39 cumplen un papel fundamental en la regulacién de la accesibilidad del tiol al medio,
modulando entonces la reactividad de la Cys34 (21). Esto es consistente con reportes

previos en los que se propuso a la Tyr84 como modulador de la acidez del tiol, siendo uno

de los determinantes de su pK; (48).

Figura 2.4. Entorno
aminoacidico de la Cys34.
Se destacan Asp38, His39 y
Tyr84. La figura se generd
utilizando PyMol (PDB ID:
4EMIX).

Respecto al pK, del tiol de la HSA hay controversia y los valores reportados van entre
5 vy 8.8 (20, 21, 48-51). Estas diferencias en las determinaciones pueden atribuirse
fundamentalmente a los cambios conformacionales que sufre la HSA de acuerdo al pH (17),
asi como a los ligandos que puedan estar unidos a la HSA y le modulan el pK, (20). Segun
distintos trabajos de nuestro grupo, el pK, para la HSA libre de ligandos es de ~ 8 (20, 21,
50), lo que implica que en plasma el ~ 17% del tiol estara en su forma tiolato. Este valor de
pKa muestra que el entorno de la Cys34 estabiliza moderadamente al tiolato, considerando

gue el pK; de una cisteina en un péptido tipico es de ~ 9.1 (21).

Si se compara la reactividad independiente del pH (correspondiente al 100% del tiol
en forma de tiolato) del tiol de la HSA versus tioles de bajo peso molecular, se ve que estos
ultimos son mas reactivos. Con H,0, por ejemplo, la constante independiente del pH es de~
5 M s (20) para la HSA, mientras que para cisteina, cisteamina y penicilamina, tioles de
bajo peso molecular de pK, similares (7.9-8.3), ronda los 18-26 M™ s™ (52). Si se compara la

reactividad con moléculas mas grandes que el H,0, como el 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato)
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(DTNB), la diferencia es de hasta tres érdenes de magnitud. Se ha propuesto que esto se
relaciona directamente con las caracteristicas estructurales de la HSA y su Cys34. Mas
especificamente, el posicionamiento del &tomo de azufre hacia el interior de la estructura
tridimensional de la proteina genera un cierto impedimento estérico. Esto sumado a la
limitada exposicién al solvente del tiol, dificultan el acceso a especies que puedan

reaccionar con él, asi como el correcto alineamiento geométrico entre ambos (13).

Como se menciond anteriormente, la reactividad de tiol varia con la unién de
ligandos. Trabajos de nuestro grupo con dacidos grasos mostraron que el tiol de la HSA
lipidada es mds reactivo el de la HSA deslipidada. Por ejemplo, la constante de reaccién con
DTNB es 15.4 M™ s™ en ausencia de acidos grasos (20, 53) y aumenta a 92-117 M s},
dependiendo del acido graso unido y de la relacién acido graso:HSA. Con H,0; la constante
se duplica en esa misma direccién. Ademas se vio que el pK, de la HSA lipidada es 0.5
unidades menor que en ausencia de acidos grasos. El aumento en la reactividad del tiol de la
HSA en presencia de dacidos grasos puede explicarse por un lado, por el cambio
conformacional generado a partir de la unién de acidos grasos. Esto tiene como
consecuencia, un aumento en la exposicion al solvente del tiol y un menor impedimento
estérico que permite el mejor alineamiento geométrico de las especies que van a
reaccionar. Ademads la mayor exposicion al solvente determina la disminucion del pK, vy

como consecuencia aumenta la disponibilidad de tiolato para reaccionar (20).

2.3.2 Acido sulfénico, un intermediario clave

La formacién de 4acido sulfénico en la HSA (HSA-SOH) se da como resultado de la
oxidacion por dos electrones de HSA-SH. Por ejemplo, la constante de reaccién del HSA-SH
con H,0, para dar HSA-SOH, es de 2.1 + 0.6 M™ s (pH 7.4, 37 °C), segun varios reportes de
nuestro grupo (20, 21, 53, 54). El HSA-SOH es un intermediario de oxidacién que ha sido
detectado in vitro utilizando distintos métodos. Las técnicas de deteccidn incluyeron la
oxidacion de HSA-SH con H,0, y derivatizacion del sulfénico con distintas moléculas como
dimedona o cicloalquino para su posterior deteccidon por espectrometria de masas (54, 55).

En ambos casos se confirmd la formacién de HSA-SOH en la Cys34.

También se estudid la formacion de HSA-SOH mediante su reaccién con el tiol
amarillo tionitrobenzoato (TNB). Este absorbe a 412 nm, por lo que su consumo se traduce
en una disminucién de la absorbancia a dicha longitud de onda, lo que permite observar la
reaccion. De esta manera, se logré cuantificar el HSA-SOH formado y caracterizarlo desde el
punto de vista de su estabilidad y reactividad. La determinacién de las constantes cinéticas

de reaccidn con moléculas de interés bioldgico y analitico permitié definir tres posibles
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destinos para el HSA-SOH formado. En primer lugar, puede sobreoxidarse por dos
electrones y dar acido sulfinico (HSA-SO,H) (Figura 2.5, via a). En segundo lugar, puede
reaccionar con tioles de bajo peso molecular para dar disulfuros mixtos (HSA-SSR) (Figura
2.5, via b). Por ultimo, HSA-SOH puede decaer espontaneamente con una constante de
primer orden de 1.7 x 103 s (pH 7.4, 37 °C) a un producto aun no caracterizado (HSA-SX)
(Figura 2.5, via c), probablemente una sulfenamida (HSA-SNHR). Teniendo en cuenta las
constantes de reaccién y las concentraciones plasmaticas, es posible concluir que las vias de
reaccién principales para un HSA-SOH formado in vivo seran la reaccién con tioles de bajo
peso molecular o el decaimiento espontaneo. La vida media estimada de HSA-SOH en
plasma es de 4-5 min, lo que lo hace mas estable que otros sulfénicos proteicos. Esto se
debe en parte a que se encuentra relativamente estabilizado por su entorno proteico (13,
53).

HSA-SOH i» HSA-SO,H El efecto de la lipidacion también
b se evalud para HSA-SOH, observando en

c RS” dichas condiciones un aumento de la

5 reactividad de HSA-SOH con tioles de bajo

OH" peso molecular. Por ejemplo la constante

HSA-SX HSA-SSR con cisteina es 21.6 M™ s para HSA

deslipidada mientras que para HSA

Figura 2.5. Posibles destinos para el HSA-SOH. El lipidada con &cido estedrico (HSA:AE, 1:5)

HSA-SOH puede sobreoxidarse para dar HSA-SO,H
(via a), reaccionar con tioles de bajo peso
molecular para dar HSA-SSR (via b) o decaer 7.4y 25 °C. En cuanto a la constante de

espontaneamente a HSA-SX (via c). decaimiento  espontdneo  no  se

es 69 M™ s, ambas determinadas a pH

observaron variaciones (20).

Los hallazgos sobre el aumento de la reactividad de HSA-SH y HSA-SOH como
consecuencia de la lipidacidn, cobran relevancia fisioldgica si se piensa en que en el plasma,
la HSA tiene acidos grasos unidos. De hecho, en condiciones como diabetes mellitus,
ejercicio intenso y estimulaciéon adrenérgica, en las que se observa un aumento de las
formas oxidadas y una diminucion de la reducida, también aumenta el nimero de acidos
grasos unidos. Esto indica que tal vez, el aumento en el nimero de acidos grasos unidos en
dichas condiciones de estrés oxidativo, funciona como mecanismo de proteccion,
aumentando la capacidad antioxidante de la HSA. Particularmente para HSA-SOH, el
aumento en la reactividad con tioles de bajo peso molecular podria impactar sobre el
destino final del HSA-SOH formado in vivo. Esto implicaria un aumento en la proporcion de

disulfuros mixtos formados (reversibles) en comparacion con las isoformas
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irreversiblemente oxidadas como HSA-SO,H y HSA-SOszH, lo cual potenciaria la capacidad
antioxidante de la HSA (56).

2.3.3 Contexto intravascular

A diferencia del interior celular, el compartimiento plasmatico se caracteriza por
poseer escasas defensas antioxidantes. Si bien existen varias moléculas con dicha funcion,
sus concentraciones son bajas y pueden encontrarse oxidadas. Entre ellas se encuentran
tioles de alto y bajo peso molecular, asi como otras moléculas con capacidad antioxidante.
(57).

El tiol de bajo peso molecular mayoritario del plasma es la cisteina seguido de
cisteinilglicina, homocisteina y glutation. Estos pueden encontrarse principalmente en dos
estados, reducidos u oxidados como disulfuros, ya sea con otros tioles de bajo peso
molecular o con proteinas (13, 57). En la Tabla 2.1 se muestra para cada uno de estos tioles,
la concentracién total y la concentracién de tiol reducido. En total, la concentraciéon de

tioles de bajo peso molecular reducidos es de 12-20 uM (13).

Tabla 2.1. Concentracidn de tioles de bajo peso molecular presentes en el plasma. Datos tomados
de (13, 57).

Concentracion (uM)

Tiol Total Reducido
Cisteina 202-281 8.3-10.7
Cisteinilglicina 18.6-35.8 2.0-2.9
Homocisteina 6.5-11.9 0.17-0.32
Glutatidn 4.9-7.3 2.0-5.1

Ademas de tioles, el plasma presenta otros antioxidantes de bajo peso molecular,
particularmente acido ascérbico (30-150 uM), acido urico (160-450 uM) vy bilirrubina (5-20
UM). Esta se encuentra principalmente unida a la HSA circulante. También presenta
antioxidantes lipofilicos unidos a lipoproteinas como a y y-tocoferol (15-40 uM), ubiquinol
(0.4-1.0 uM), licopeno (0.5-1.0 uM) y B-caroteno (0.3-0.6 uM) (13, 57).

Aparte de HSA, el plasma presenta una amplia variedad de proteinas que estan
involucradas en procesos bioldgicos como sefalizacion, transporte, crecimiento y defensa.
El nimero y la identidad de la totalidad de las proteinas es un tema que hoy en dia continua
en investigacion y presenta creciente interés para la identificaciéon de biomarcadores
relacionados a patologias (58, 59). Algunas de las proteinas incluyen componentes del

sistema inmune como inmunoglobulinas y proteinas del complemento, también factores de
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coagulacion, apolipoproteinas e inhibidores de proteasas, entre otras. Se estima que en
total, son mas de 3000 los componentes que conforman el proteoma del plasma, de los
cuales la mayoria presentan concentraciones bajas mientras un pequefo grupo se considera
de concentracién elevada (57). Una de ellas es la HSA (527-783 uM) que se encuentra
reducida en un 75% como retomaremos mas adelante, y que comprende el 80% de los tioles
plasmaticos (13). Dentro de los 150 polipéptidos mas abundantes del proteoma se destaca
ademds de la HSA, otra proteina con capacidad antioxidante, la glutatién peroxidasa 3
(Gpx3). Esta cataliza la reduccion de H,0,; e hidroperdxidos lipidicos a expensas de glutation.
La Gpx3 se encuentra, en condiciones fisioldgicas, en concentraciones entre 0.5-0.8 uM. No

obstante dado que el GSH es tan escaso, no esta clara su eficiencia (13, 57).

Si se compara la concentracidon de tioles totales reducidos (de alto y bajo peso
molecular) entre el espacio intra y el extracelular, se observa que la diferencia es de 100
veces; mientras que en el espacio intracelular es de ~ 50 mM, en plasma ronda los 0.4-0.6
mM. Ademads, dado que los tioles en plasma se encuentran mas oxidados y en menor
concentracion, las relaciones tiol/disulfuro también disminuyen. Por lo tanto si en el interior
celular dichas relaciones son altas, en plasma son sensiblemente menores. Para cisteina,
cisteinilglicina y homocisteina, son menores a 0.1, mientras que para glutation es ~2 y para
HSA ~3 (13).

El eritrocito, en cambio, es muy rico en defensas antioxidantes. Ademas de
antioxidantes no enzimdticos como el acido ascoérbico, a-tocoferol y glutation, presenta
enzimas como la CuZn superdxido dismutasa, glutation reductasa, catalasa, glutation
peroxidasa y el sistema peroxirredoxina/tiorredoxina/tiorredoxina reductasa. De manera
diferencial pero en conjunto estos antioxidantes contribuyen al atrapamiento de especies
reactivas dentro del eritrocito. La peroxirredoxina 2 (PRDX2) es la Prx mas abundante (60);
incluso en términos de proteinas totales, es la tercera en orden de abundancia (~ 240 uM).
Las constantes de reaccion de esta proteina con H,0, y ONOO™ son 1.0 x 108y 1.4 x 10’ M
s (pH 7.4, 25 °C), respectivamente (61). Si se considera que la distancia promedio entre los
eritrocitos es de ~ 3 um, una molécula oxidante que difunda en forma tipica (coeficiente de
difusién del orden de 10 cm?/s) alcanzara el eritrocito en unos pocos milisegundos. Es de
esperar entonces, que aquellos oxidantes que puedan atravesar la membrana, sean
consumidos por antioxidantes presentes dentro del eritrocito y no por la HSA (13). En
particular se ha visto que dentro del eritrocito, en condiciones fisioldgicas, la primera linea

de defensa para el consumo de H,0, es la Prx2, seguida por la catalasa y la Gpx (62).

Distinto es el caso cuando el ONOO™ es el oxidante, ya que en presencia de CO,

forma rapidamente diéxido de nitrogeno (NO;) y radical carbonato (COs”). Esta reaccion
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toma relevancia dado que presenta una constante de 4.6 x 10° M™ s (pH 7.4, 37 °C) y que
la concentracion de CO, en estado fisioldgico es relativamente alta (~ 1.3 mM). Estas
especies radicalares, en particular CO5~, son altamente reactivas y poseen poca capacidad
de difusién (12), por lo que la HSA del plasma constituird un blanco importante (21, 63). Por
lo tanto, cuando se trata de oxidantes cargados o muy reactivos, u oxidantes secundarios
generados a nivel de macromoléculas como lipidos o proteinas, es de esperar que la HSA del
plasma constituya uno de los blancos principales (13, 21). La oxidacién de HSA-SH
dependera entonces de varios factores. Por un lado, dependera de las constantes de
reacciéon con las especies oxidantes, de la concentracion de HSA-SH y de los potenciales
competidores que pueda tener en el atrapamiento de dichas especies. Por otro lado,

dependerd de aspectos de difusidon y compartimentalizacién (13).

En el contexto del plasma la Cys34 de la HSA participa de intercambios tiol disulfuro
con tioles de bajo peso molecular. Un reporte reciente muestra las constantes de reaccion
de HSA-SH con disulfuros presentes en plasma como cistina, homocistina, glutation
disulfuro y cistinilglicina. De acuerdo con este reporte, la cistina seria el disulfuro mas
oxidante in vivo lo que concuerda con el hecho de que el disulfuro mixto con HSA sea el mas
abundante para esta proteina en adultos sanos. En cuanto a la reaccién entre HSA-SH y
cistina, las constantes directa y reversa determinadas en este articulo, permiten calcular a
partir del cociente, una constante de equilibrio (Keq) de 0.09 (64). Por otro lado si la Keq se
calcula como el cociente de la concentracion de especies a partir de los valores detallados
en (13), se obtiene una Keq de 0.07. Esto sugeriria que la HSA y el par cisteina/cistina se
encuentran en equilibrio, a diferencia de lo que ocurre entre otros pares tiol/disulfuro de
bajo peso molecular (13). En cuanto a los 17 disulfuros de la proteina, se ha visto que no

participan de reacciones de que involucren disulfuros mixtos (64).

2.3.4 Heterogeneidad del tiol

El concepto de heterogeneidad del tiol de la HSA hace referencia al estado de
oxidacion de la uUnica cisteina libre que posee esta proteina, la Cys34. Dicho residuo puede
encontrarse en plasma en su forma reducida (HSA-SH), lo que se conoce como
mercaptalbumina (HMA) y que comprende un ~ 75% del total de la HSA circulante en
adultos sanos. El ~ 25% restante se conoce como fraccion no mercaptalbimina (HNA) y
contiene a la HSA que presenta el tiol modificado. Esta consiste principalmente en HSA que
se encuentra formando disulfuros mixtos (HSA-SSR) con tioles de bajo molecular,
mayoritariamente con cisteina, y en menor medida con cisteinilglicina, homocisteina vy
glutatidon. También se encuentra en esta fraccidon la HSA que posee el tiol oxidado a sus
formas irreversibles, HSA-SO,H HSA-SOsH, y comprende entre un 1-2% del total de la HSA
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circulante. Otra forma en la que se puede encontrar al tiol de Cys34, aunque en
concentraciones sensiblemente menores, es como S-nitrosoalbumina (HSA-SNO). La
concentracion estimada es de menos de 0.2 UM y puede funcionar como reservorio de
6xido nitrico. Finalmente, la reaccién del tiol con aldehidos a,B-insaturados por adicién de
Michael da lugar a la formacién de aductos carbonilados, otra forma en la que se puede

encontrar a este grupo (13).

Esta heterogeneidad respecto al estado redox de la HSA plasmatica también se ve en
HSA comercial. En un trabajo que se describirda mas adelante (seccién 2.3.6) se comparé el
estado de oxidacidon de la Cys34 de preparaciones de HSA de uso farmacéutico de tres
laboratorios distintos. En el mismo se observd, para las distintas muestras, una gran

variacion en la fraccion de HSA irreversiblemente oxidada (65).

2.3.5 Estado redox del tiol en patologias

Ciertas condiciones fisicas como envejecimiento, ejercicio intenso y algunas
patologias se encuentran asociadas a un aumento de especies oxidantes. Dentro de las
patologias se destacan enfermedades renales, hepaticas y diabetes mellitus. Como se ha
visto, el tiol de la HSA es uno de los principales blancos de especies oxidantes en el espacio
intravascular, y se lo puede encontrar por lo tanto, oxidado en sus distintos estados. Dada la
ausencia de estas formas oxidadas en la HSA secretada por el hepatocito, se ha planteado a
lo largo del tiempo, que la HSA constituye un potencial biomarcador del estrés oxidativo. De
hecho, se ha visto en dichas condiciones un aumento de las formas oxidadas de la HSA y una
disminucion de la forma reducida (13, 66, 67), lo que da cuenta de la capacidad antioxidante
del tiol de Cys34. En la Tabla 2.2 se detallan algunas de las condiciones en las que se ha
evidenciado ese desbalance de HSA reducida versus HSA oxidada (13). El abordaje utilizado
para estas determinaciones ha ido variando a lo largo de los afios en torno al desarrollo y la
mejora de los métodos cromatograficos que se utilizan para separar las distintas isoformas,
asi como de la espectrometria de masa que permite identificarlas. Esto ha permitido
continuar profundizando en los derivados oxidados que se pueden observar en las distintas
condiciones (68-72).
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Tabla 2.2. HSA oxidada en distintas condiciones.

Condicion Método Observaciones/modificaciones Referencias
Envejecimiento Cromatografia® Disminucion en la fraccion HSA-SH (73-75)

Medida de tioles Disminucion en la relacion SH/HSA

Medida de tioles por Disminucidn en los tioles proteicos

HPLC reducidos
Glomeruloesclerosis Espectrometria de Deteccion de acido sulfénico en HSA (76,77)
focal y segmentaria  masa (LC-ESI-MS/MS

para péptidos, ESI-MS

para proteina entera)’
Disfuncion renal Cromatografia® Incremento de las fracciones oxidadas, (69, 78)

disminucion de la funcidén renal

Espectrometria de Incremento de HSA cisteinilada,

masa (ESI-TSQ)" disminucién de HSA-SH
Diabetes mellitus Cromatografia® Aumento en las fracciones oxidadas (79)
Desordenes de la Cromatografia® Aumento en las fracciones oxidadas (80)
articulacion del liquido sinovial
temporomandibular
Catarata senil Cromatografia® Aumento en las fracciones oxidadas (81)

del humor acuoso

Enfermedad Cromatografia“ Aumento en las fracciones oxidadas (68, 82, 83)

hepatica (cirrosis,
falla hepatica aguda
y crénica)

Sepsis
Ejercicio intenso

Restriccion de
crecimiento
intrauterino

Hemodialisis

Cirugia invasiva 'y
anestesia

Espectrometria de
masa (HPLC/ESI-Q-
TOF)*®

Cromatografia“
Cromatografia®

Espectrometria de
masa (LC-ESI-TOF de
proteina entera)/

Cromatografia®
Medida de tioles

Cromatografia®

Aumento de HSA cisteinilada

Aumento en las fracciones oxidadas

Aumento en las fracciones oxidadas

Altos niveles de HSA materna
cisteinilada

Aumento en las fracciones oxidadas

Aumento en las fracciones oxidadas

(68)
(84)

(85)

(64, 86)

(87)

“Cromatografia de intercambio iénico-interaccién hidrofébica. Columna Asahipak GS-520H, amortiguador de
elucion fosfato de sodio 0.03M, citrato de trisodio 0.3 M, pH 6.86-6.80. bLC, cromatografia liquida; ESI,
ionizacién por electrospray; MS, espectrometria de masa. “Cromatografia de intercambio idnico-interaccion
hidrofébica. Columna Shodex Asahipak ES-502, fase movil sulfato de sodio 0.4 M, acetato 0.05 M, pH 4.85 y
elucién con gradiente de etanol de 0 a 5-10%. dESI, ionizacion por electrospray; TSQ, triple cuadrupolo.
Infusién directa. “HPLC, cromatografia liquida de alta performance; ESI, ionizacién por electrospray; Q-TOF,
cuadrupolo tiempo de vuelo. fLC, cromatografia liquida; ESI, ionizacidn por electrospray; TOF, tiempo de vuelo.
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Si bien se aleja de nuestro enfoque en este trabajo, la oxidacidon de la Cys34, y la
relacidon entre esta y la forma reducida, no son las Unicas variables que se relacionan con
condiciones patoldgicas y envejecimiento. Otras modificaciones postraduccionales de la HSA
como carbamilacién y glicosilacién, también han sido propuestos como indicadores de
condiciones patoldgicas que permitan evaluar la progresion de las mismas y la respuesta
frente a los tratamientos aplicados. Ademas se ha visto que estas modificaciones
comprometen funciones de la HSA tales como la unién de ligandos y la capacidad
antioxidante (67).

2.3.6 Analisis del estado redox del tiol por cromatografia

Los primeros en analizar por cromatografia liquida de tipo HPLC las formas oxidadas
de la HSA fueron Sogami y colaboradores. En su trabajo utilizaron una columna de
intercambio anidnico y lograron separar la HSA en las fracciones HMA y HNA (88, 89). Mas
adelante, Era y colaboradores desarrollaron un método de HPLC de modo mixto, de
cromatografia de intercambio anidnico-interaccidn hidrofébica (AEIHC) de alta resolucion,
gue les permitié ademas separar la HNA en una fracciéon que contenia a la HSA-SSR (HNA1) y
otra que contenia las formas sobreoxidadas, HSA-SO,H y HSA-SO3zH (HNA2). Segun los
autores, la separacion se da no solo por diferencias de cargas, sino también por cambios en
la conformacidn de la proteina, no caracterizados pero asociados al estado redox del tiol de
la Cys34 (90). Estos métodos permitieron por ejemplo analizar el estado redox de la HSA en

distintas patologias y en envejecimiento, con propésitos clinicos (73, 79, 87, 91) (Tabla 2.2).

Recientemente, el Dr. Horacio Botti, con la colaboracién de la Dra. Lucia Turell y la
Dra. Lucia Bonilla, desarrollaron otra técnica de cromatografia liquida que permite separar
las formas oxidadas de la HSA en funcion de diferencias en sus puntos isoeléctricos (pl) y
propiedades quimicas. Este consiste en un cromatoenfoque con gradiente de pH externo
(EPGC, de su nombre en inglés “external pH-gradient chromatofocusing”) utilizando una
columna de intercambio anidnico de alta resolucién (TSK-Gel DEAE-5PW) y deteccién por
absorbancia a 280 nm (65).

Utilizando esta nueva metodologia (65) se analizé HSA de uso farmacéutico
previamente reducida, y se obtuvieron cuatro picos (Figura 2.6, panel A). El pico
mayoritario, denominado a, corresponde a HSA-SH y el pico b corresponde a la forma HSA-
SO,". Como se menciond antes, la HSA es heterogénea respecto al estado de oxidacion del
tiol y posee una fraccidon no reducible, compuesta mayoritariamente por HSA-SO,H. El pK,
para un RSO,H genérico es 2.2-2.3 (92) mientras que el de la Cys34 es de ~ 8 (20, 21, 50).

Esto implica que el HSA-SO,H presente en la muestra esté desprotonado en el rango de pH
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utilizado en la técnica (5.35-3.95). Esta carga negativa adicional determina una disminucién
en el pl de esta isoforma respecto al de HSA-SH, por lo que eluye a menor pH. Los dos picos
restantes, a’y b’ corresponden a HSA3535-SH y HSA3.535-SO, , respectivamente. Se trata de
una isoforma de la HSA trunca, que carece de los dos primeros aminoacidos de su
secuencia. Estos son Asp1-Ala2 por lo que llamaremos a esta isoforma HSA;3 sgs. La misma ha
sido detectada en muestras de plasma de individuos sanos y también en condiciones
patoldgicas, en pequefias cantidades (67). El pK, esperado para un carboxilo de un aspartato
es de ~ 4, por lo que nuevamente en el rango de pH utilizado, la pérdida de dicho
aminodcido implica que HSA3;sgs tenga una carga negativa menos respecto a la HSA
completa. Como consecuencia, el pl de HSAssgs es mayor, lo que determina que eluya a
mayor pH. La identidad de los picos obtenidos en el cromatograma se verificé por

espectrometria de masa de proteina entera (65).
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Figura 2.6. Cromatoenfoque con gradiente de pH externo de HSA de uso farmacéutico deslipidada
y reducida. (A) HSA sin tratamientos adicionales, (B) HSA oxidada con H,0, y tratada (trazo gris) o no
(trazo negro) con HgCl,. Tomado de (65).

Al tratar HSA reducida con H,0, se produce la oxidacidn selectiva del tiol de Cys34
dando lugar a la formacion de HSA-SOH. Este puede decaer a HSA-SX o reaccionar con otros
tioles formando HSA-SSR. Dado que estas especies no presentan diferencias en su carga
neta superficial (si R es neutro), coeluyen junto con HSA-SH y no es posible separarlas con
esta metodologia. Para ello se desarrollé un protocolo alternativo que incluye la incubacion
previa de la muestra con cloruro de mercurio (HgCl,). El Hg2+ reacciona Unicamente con
HSA-S’, bloqueando el tiol y formando HSA-SHg", que tiene una carga positiva adicional por
lo que aumenta el pl de la proteina, eluyendo a mayor pH. Esta disminucién del tiempo de
retencién en la cromatografia permite separar el pico inicial de HSA-SH, HSA-SSR, HSA-SX y
HSA-SOH, en uno correspondiente a HSA-SHg" (Figura 2.6, panel B; pico ¢ para HSA enteray
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¢’ para HSA3sg5) y otro correspondiente a HSA-SSR, HSA-SX y HSA-SOH (Figura 2.6, panel B)
(65).

Cuando se analizé plasma humano fresco tratado con H,0, se observé un aumento
en el pico b y una disminucién en el pico a respecto al plasma sin tratar, consistente con la
formacién de HSA-SO, (Figura 2.7) (65).
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Figura 2.7. Cromatoenfoque con gradiente de pH externo de plasma fresco. (A) Plasma sin
tratamientos adicionales, (B) plasma tratado con H,0,. Tomado de (65).

Originalmente esta metodologia fue desarrollada en un equipo de FPLC con detector
de absorbancia y fue posteriormente adaptada a un HPLC con detector de fluorescencia en
el marco de la tesina de grado de Matias Deambrosi. En particular, en dicho trabajo se hizo
un analisis de como afectaban la cantidad de muestra inyectada y la temperatura, a la
resolucidn cromatografica. Mas precisamente se realizd el analisis por cromatoenfoque de
300 y 890 pg de HSA comercial y se obtuvo una resolucién (Rs, calculada entre los picos a 'y
b) de 1.51 y 1.64, respectivamente. Esto muestra que a mayor cantidad de HSA inyectada,
mayor es la resolucidén que se logra. La explicacién a este fendmeno surge de la cantidad de
interacciones electrostaticas posibles. Al aumentar la concentracion de muestra se
favorecen interacciones proteina-proteina que de alguna manera favorecen las
interacciones proteina-matriz, generando un aumento en la capacidad de resolucion que se
refleja en la definiciéon y separacién de los picos. Por otro lado, para evaluar el rol de la
temperatura en la resolucién, se realizaron dos cromatoenfoques con la misma cantidad de
HSA, uno a temperatura ambiente (20 °C) y uno a 37 °C. Como resultado se observé que a
37 °C se produjo una pérdida de resolucién, por lo que se concluyd que la temperatura es un

factor determinante en la resolucion cromatografica (93).
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En suma, las ventajas del cromatoenfoque frente al método de HPLC de modo mixto
desarrollado por Era y colaboradores, son varias. Por un lado se logran separar mas
isoformas, lo que permite determinar con mayor certeza la proporcién de las mismas tanto
en muestras de HSA comercial como en plasma, para asi evaluar el estado redox del tiol.
Ademas, el uso de una columna semi-preparativa permite purificar la proteina en sus
diferentes estados para posteriores analisis. Por otro lado, el método de Era se basa en el
uso de amortiguadores concentrados, cerca del limite de solubilidad de las sales que lo
componen, y la elucion se lleva a cabo con etanol. Esto dificulta el posterior analisis de las
muestras por espectrometria de masa, ya que implica un tratamiento previo de las mismas.
En cambio, en el cromatoenfoque se utilizan amortiguadores de bajo costo y volatiles, lo
gue posibilita el analisis de las muestras eluidas de la columna, por espectrometria de masa.
Estos amortiguadores son de igual composicién (acetato de amonio 10 mM), presentan
fuerza iénica media y difieren Unicamente en su pH (5.35 para el de unién y 3.95 para el de
elucidn). Otra diferencia entre el método de HPLC de modo mixto y el cromatoenfoque es
qgue el primero requiere trabajar a temperaturas superiores a la ambiente (35 °C), mientras
gue el segundo no, lo que facilita la realizacion del experimento. Finalmente, el uso de
fluorescencia en la deteccién permite aumentar la sensibilidad del método. Esto es

importante para detectar aquellas isoformas que son poco abundantes.
2.4 Expresion de proteinas recombinantes en Pichia pastoris

El uso de la levadura Pichia pastoris como sistema de expresion de proteinas
heterdlogas ha aumentado con el paso del tiempo debido a ciertas ventajas que presenta
frente a otros sistemas. Por ejemplo, al ser un organismo eucariota, posee la capacidad de
realizar modificaciones postraduccionales similares a las de eucariotas superiores. Algunas
de ellas involucran la formacidon de enlaces disulfuro, glicosilacién, adicién de lipidos y
procesamiento proteolitico. En este sentido, el correcto procesamiento de secuencias senal
le permite expresar la proteina de interés intra o extracelularmente. Dichas secuencias
consisten en péptidos que indican la secrecién al exterior celular de la proteina que lo
posea. También se conocen con el nombre de prepéptidos. Dado que los niveles de
proteinas endégenas secretadas por P. pastoris son bajos, la secrecién de la proteina
heterdloga al medio de cultivo sirve como primer paso de purificacion. Ademas, P. pastoris
puede crecer de manera aerdbica o anaerdbica alcanzando altas densidades vy
concentracion de proteina, en medios de cultivos de bajo costo (94, 95). Una ventaja que
presenta frente a otros sistemas eucariotas, es la facilidad de manipulacién en cuanto a las
herramientas de biologia molecular necesarias asi como la existencia de un genoma

completamente secuenciado para varias cepas (96-98). Asimismo, la posibilidad de integrar
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el vector de expresidon al genoma de la levadura le da cierta estabilidad genética, a

diferencia de lo que ocurre en bacterias (94, 95).

2.4.1 Via de utilizacién del metanol y promotores AOX

P. pastoris es una levadura metilotréfica por lo que puede crecer en metanol como
Unica fuente de carbono (Figura 2.8). El primer paso en la via de utilizacion del metanol
tiene lugar en el peroxisoma celular y es catalizado por la alcohol oxidasa (AOX). Esta enzima
dependiente de FAD, oxida el metanol a formaldehido y H,0,, utilizando al oxigeno como
aceptor terminal de electrones. El H,0, resultante es transformado en agua y oxigeno por
accion de la catalasa, también en el peroxisoma. El formaldehido formado puede entrar en
una via catabdlica o en una anabdlica. En el primer caso, el formaldehido pasa al citosol y es
oxidado a formiato y diéxido de carbono por la formaldehido deshidrogenasa (FLD) y la
formiato deshidrogenasa (FDH). En estas deshidrogenaciones se genera poder reductor en
forma de NADH que servira como fuente de energia para las células en crecimiento. El
formaldehido restante ingresa en la via anabdlica, y es condensado con xilulosa 5-fosfato
por la enzima peroxisomal dihidroxiacetona sintasa (DAS) para dar dihidroxiacetona vy

gliceraldehido 3-fosfato, que se utilizaran para dar lugar a componentes celulares (94, 95).
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Figura 2.8. Via de utilizacion del metanol de P. pastoris. Se destacan las
reacciones catalizadas por las enzimas AOX: alcohol oxidasa, FLD:
formaldehido deshidrogenasa, FDH: formiato deshidrogenasa, DAS:
dihidroxiacetona sintasa. Tomada de (95).

Hay dos genes que codifican para la AOX en P. pastoris, AOX1 y AOX2, siendo el

primero el responsable de la mayor parte de la produccién de la enzima. La expresién a
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partir de AOX1 esta fuertemente regulada a nivel de la transcripcidon y es inducida en
presencia de metanol. AOX2 por otro lado, es controlado por un promotor mds débil,
contribuyendo al 15% del total de la actividad AOX en la célula (94, 95). Los niveles de AOX
producidos a expensas del gen AOX1 pueden alcanzar hasta el 30% del total de las proteinas
solubles en levaduras crecidas en metanol como unica fuente de carbono (99, 100), lo que
muestra la fuerza del promotor. Ademas, la induccién de la expresién no solo es lograda en
presencia de metanol sino que es reprimida en presencia de otras fuentes de carbono,
como glicerol, etanol y glucosa. En células crecidas en metanol, el ~ 5% del ARN corresponde
al AOX1, mientras que en presencia de otras fuentes de carbono es indetectable. Esto,
sumado a las demas ventajas de esta levadura, hacen que sea propicia para la expresion de
proteinas heterdlogas bajo el control del promotor AOX1, permitiendo lograr crecimiento

celular previo a la induccién de la expresidn de la proteina de interés (94, 95).

2.4.2 Promotores alternativos

Existen ademas promotores alternativos al AOX1. Por ejemplo, el del gen GAP que
codifica para la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Se trata de un promotor
constitutivo que se expresa de manera continua en fuentes de carbono como glucosa,
glicerol, etanol y acido oleico. Esto implica que se pueda llevar a cabo la expresion de la
proteina recombinante sin utilizar metanol. Otro promotor utilizado es el de Ia
formaldehido deshidrogenasa (promotor FLD1). Esta enzima participa en el metabolismo del
metanol y de ciertas metilaminas, por lo que puede inducirse con ambos compuestos. Tanto
el promotor GAP como el FLD1 son promotores fuertes y pueden alcanzar niveles de
proteina recombinante similares a los obtenidos bajo el promotor AOX1 (94, 95).
Actualmente se continua en la busqueda de nuevos promotores que sean atractivos para la
expresion de proteinas heterdlogas asi como las condiciones mas adecuadas para llevarlo a
cabo (95).

2.4.3 Vectores de expresion

Los vectores en general son bifuncionales ya que sirven para transformar tanto E.
coli como P. pastoris. Esto permite hacer la propagacién del vector en la bacteria para luego
expresar la proteina de interés en la levadura. Cada vector se conforma por un promotor
(cominmente AOX1) al que le sigue el sitio de clonado del gen fordneo y luego una
secuencia de terminacién de la transcripcién. Esta puede ser por ejemplo derivada de AOX1,
y asegurara el correcto procesamiento del extremo 3’ del mensajero y su poliadenilacion. En
caso que se desee expresar la proteina y dirigirla al exterior celular para purificarla

directamente del medio de cultivo, hay vectores que poseen secuencias sefial para la
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exportacion al inicio del sitio de clonado. Esto es reconocido por la levadura y escindido al
momento de la secrecion. Algunas de las secuencias sefial utilizadas con este objetivo son la
del factor-a y la invertasa de Saccharomyces cerevisiae, la de la a-amilasa de Aspergillus
niger, la de la acido fosfatasa de P. pastoris y la de la HSA, entre otras. Asimismo existen
marcadores de seleccién que permiten identificar a los transformantes. Hay marcadores
auxotroficos que complementan genes ausentes en las cepas de expresion, como His4 que
codifica para una enzima fundamental para la biosintesis de histidina. Otros vectores
contienen genes que confieren resistencia a antibidticos, como zeocina, blasticidina y
kanamicina (95, 101, 102). También es posible expresar la proteina con cola de histidinas y

otras etiquetas que faciliten su purificacién.

Uno de los vectores mas utilizados es el pPICZ. Dentro de este existen distintos tipos,
dependiendo de la combinacién de enzimas de restriccién que tenga, y de si tiene o no una
sefial de secrecidn para la proteina a expresar. Como se ve en la Figura 2.9, los pPICZ poseen
el promotor AOX1 (5°'A0X1), el sitio de policlonado y la secuencia de terminacién del AOX1
(AOX1 TT). A continuacién tienen dos promotores que dirigen la expresién del gen de
resistencia a zeocina, uno para la levadura (PTEF1) y otro para E. coli (PEM?7), seguido de una
secuencia de terminacién para dicho gen (cycl TT). Finalmente tiene un sitio que permite la
replicacion y el mantenimiento del pldsmido en E. coli (pUC ori) y sitios de restriccion para
las enzimas Sac I, Pme | y BstX1, para linealizar el plasmido e integrarlo al genoma de P.

pastoris. En el presente trabajo se utilizé la variante pPICZA de estos vectores (103).

Figura 2.9. Vectores pPICZ. Se destacan en
el mapa, en orden, el promotor 5' AOX1, el

sitio de policlonado, la sefial de
terminacion de la transcripcidn AOX1, los
promotores TEF1 y EM7, el gen de la
resistencia a zeocina, la sefial de
terminacion de la transcripcion cycl TTy el
origen pUC. Tomado de (103).
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2.4.4 Cepas

La biologia molecular y la ingenieria genética han facilitado la creacién de distintas
cepas de expresion. Mutaciones en genes auxotréficos dieron lugar a cepas que no pueden
sintetizar ciertos aminodcidos como arginina e histidina. Como consecuencia estas levaduras
crecen en medios complejos o en medios minimos suplementados con dichos aminoacidos.
La falta se compensa si se transforman las células con un plasmido que contenga el gen
funcional, lo que permite identificar a los transformantes. Ejemplos de estas cepas son
GS115 y GS200.

También se han generado mutantes en los genes AOX dando lugar a levaduras con
distintas velocidades de metabolizacion de metanol, y por lo tanto, de crecimiento en este.
La cepa GS115 posee ambos genes funcionales por lo que la metabolizacién es rapida
(fenotipo Mut’), mientras que para KM71 que no posee el AOX1, la metabolizacién recae
sobre el AOX2 y crece mas lento (fenotipo Mut®). Otra variante es MC100-3, a la que le

faltan los dos genes AOXy es por lo tanto, incapaz de crecer en metanol (fenotipo Mut’).

Un problema recurrente en la expresion de proteinas recombinantes de secrecidn es
la degradacién de las mismas por proteasas dentro o fuera de la célula. En el interior celular,
la degradacion ocurre durante el transporte vesicular de la proteina heterdloga por la via
secretora. Fuera de la célula, la degradacion es llevada a cabo por proteasas liberadas al
medio de cultivo por secrecidon o por lisis celular. Buscando resolver este problema se
desarrollaron cepas deficientes en proteasas por delecion de los genes que codifican para
las mismas. Algunas de estas cepas son la SMD1165 y SMD1168. Una de las proteasas mas
conocida, la proteinasa A, es una aspartil proteasa presente en las vacuolas que ademas de
activarse a si misma, activa a otras proteasas tales como la carboxipeptidasa Y y la
proteinasa B. Por lo general, son varias las proteasas involucradas en los eventos de

degradacidn, por lo que es dificil solucionar el problema eliminando una sola (95, 102).

2.4.5 Integracidn, transformacion y seleccion

Si bien existen algunos reportes sobre vectores episomales (104, 105) y es un tema
gue continula en estudio (106, 107), el hecho de que sea posible integrar el ADN de interés
al genoma de la levadura le da cierta estabilidad a la transformaciéon y hacen de este
sistema, uno mas atractivo. La integracion se da por recombinacidn homdloga por lo que es
necesario que haya secuencias compartidas entre el vector y el genoma de la levadura. En
general los vectores para P. pastoris tienen por lo menos un fragmento de ADN (por
ejemplo en el promotor o en el gen marcador) con sitios de corte para enzimas de

restriccion que permiten la escision y consecuente linealizacion del vector. Una vez
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linealizado, se transforman las levaduras y los extremos libres del ADN fordneo estimulan la
recombinacién en un Unico evento, dirigiendo su integracion al genoma (Figura 2.10, panel
A). La insercion de multiples copias también ocurre (Figura 2.10, panel B) y puede
determinar una mayor expresion de la proteina heterdloga respecto a una célula que haya
incorporado una copia sola. Estos eventos suelen ser mas abundantes cuando la

transformacion se da por electroporacién (94, 101).

AOX1 or aox1::ARG4 Pichia Genome (HIS4 or his4)

5" Paox1ge 'Gene of Interest 71T Zeocin 5 AOX1oraox1::ARG4 TT 3
Expression Cassette

5" AOX1 or aox1:ARG4 T 3

Expression Cassette 1

@ 2nd Insertion Event

Expression
p 5'Paox1 g4 GeneofInterest 1T | Zeocin
Cassette 1

AOX1 or aox1:ARG4

5°

Expression Cassette 2

@ 3rd Insertion Event, etc.

Figura 2.10. Insercion del cassette de expresion al genoma de P. pastoris. Insercidn de (A) una
copiay (B) multiples copias. Ejemplificado para el promotor AOX1. Tomado de (103).
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2.5 Albumina recombinante

2.5.1 Sistemas de expresion de albumina recombinante

Hoy dia la mayor parte de la HSA comercial es obtenida a partir del fraccionamiento
de plasma humano y se encuentra por lo tanto, sujeto a las donaciones de sangre. La posible
presencia de patdgenos sanguineos en las preparaciones de HSA y por ende, la transmisién
de los mismos, ha impulsado al desarrollo de técnicas para la obtencién de HSA
recombinante (HSAr) (108, 109). Esta, ademds de estar libre de patdgenos, es menos
heterogénea en cuanto a las modificaciones postraduccionales que puede presentar y se
puede producir a gran escala. El costo econémico de la produccidon dependerd del sistema

de expresién utilizado.

El hecho de que sea una proteina no glicosilada ha permitido ensayar la expresién de
HSAr en una amplia variedad de sistemas tanto eucariotas como procariotas. Inicialmente se
ensayo la expresion de HSAr en procariotas. En particular, E. coli fue el primero en utilizarse
(110), dada la facilidad de cultivo, la rapida velocidad de crecimiento, el bajo costo
econdmico, y la simplicidad de la generacion de células que expresen la proteina de interés
por herramientas bdsicas de biologia molecular. Al ser la HSA una proteina cuya estructura
secundaria y terciaria dependen de la correcta formacién de sus 17 puentes disulfuro, el
principal inconveniente que se presentd fue que la expresidn llevaba a la formacion de
cuerpos de inclusidon. Aproximadamente el 90% del total de la HSAr se encontraba en la
fraccién insoluble, probablemente por problemas de agregacidon y mal plegamiento (110,
111). Actualmente se ha logrado obtener un 60% de la HSAr en forma soluble. Esto se debe
a la optimizacién de las condiciones de crecimiento e induccidn y al desarrollo de cepas con
citoplasma mas propicio para la formacién de disulfuros o que coexpresan chaperonas

(112), entre otras estrategias.

En lo que respecta a eucariotas, se ha expresado HSAr en plantas, animales
transgénicos y levaduras. En plantas, se ha logrado la expresién en semillas de arroz, donde
se han alcanzado rendimientos de hasta 2.75 g HSAr/kg de semilla de arroz. La proteina
recombinante producida es equivalente a la obtenida del plasma en cuanto a sus
caracteristicas bioquimicas, estructurales y de inmunogenicidad (113). Otra planta que se ha
utilizado es el tabaco, aunque los niveles de HSAr conseguidos son menores (114). En
animales por ejemplo, se ha producido HSAr en las glandulas mamarias de ratones (115) y
vacas (116), donde se purifica directamente de la leche. Una desventaja de estos sistemas es
el costo econdmico que implica la generacion de las lineas de animales sobreexpresantes.

También se han utilizado gusanos de seda transgénicos, en los que la HSA es secretada
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desde las glandulas sedosas hacia el capullo, del cual se purifica (117). En cuanto a las
levaduras, se destacan S. cerevisiae (118, 119) y P. pastoris (120-124), en las que la
estrategia adoptada fue la secrecién de la proteina de interés para evitar la agregacién y la
formacidn de cuerpos de inclusidn. Especialmente P. pastoris muestra un gran atractivo
para la produccion a nivel industrial, obteniéndose rendimientos altos, con bajo costo (120,
121).

2.5.2 Propiedades, usos y aplicaciones de la albimina producida en P. pastoris

La HSAr producida en P. pastoris ha sido estudiada mediante distintas técnicas, como
dicroismo circular, difraccién de rayos X y calorimetria, entre otros. Los resultados indican
que es similar a la HSA purificada de plasma. Por ejemplo, se ha visto que comparten
caracteristicas como la viscosidad y la antigenicidad (125). Ademas, estudios realizados con
algunos ligandos conocidos de la HSA, muestran que los sitios de uniéon se forman
correctamente y son capaces de unir dichos ligandos de la misma manera. Asimismo se ha
constatado por datos estructurales, que ambas proteinas comparten la estructura
secundaria y terciaria (126), asi como la secuencia de enlaces disulfuro (127). Esto conduce a

gue tengan ademas estabilidad quimica y térmica similares (126).

Los usos clinicos de la HSAr son diversos. Por un lado, se la ha utilizado exitosamente
en pacientes con sindrome nefrdtico, shock hemorragico, cirrosis hepatica y cirugia cardiaca
(128-130). Por otro lado, se la ha utilizado como proteina de fusidn para, por ejemplo,
extender la vida media en la circulacidn de ciertas proteinas y péptidos. Este es el caso de la
hormona de crecimiento (GH), una proteina de 191 aminoacidos que estimula la produccién
y liberacién del factor de crecimiento IGF-1 a la circulacidn sistémica, que a su vez promueve
el crecimiento en nifios. El aumento de la vida media de la GH se logrd con la produccion de
una proteina de fusién HSA-GH (131). Otros ejemplos son la interleuquina-2 (132) vy el
“glucagon-like peptide-1” (133).

El contar con HSAr también permite trabajar con preparaciones mas homogéneas en
cuanto al estado de la Cys34 que la aislada del plasma de donantes. Ademas permite la
generacién de mutantes en residuos de interés para estudiar por ejemplo aspectos de la
reactividad de la proteina y su tiol. En este sentido, existen reportes acerca de la expresion
en P. pastoris de los tres dominios de la HSA por separado. En estos, se estudié la capacidad
de unidn de ligandos a los distintos dominios y se profundizd también en aspectos
estructurales de cada uno de ellos, por ejemplo, por dicroismo circular (124, 134). Algunos

de estos aspectos se retomardn mads adelante.
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2.5.3 Experiencia previa de nuestro grupo con albumina recombinante

En el marco de la Tesis de Doctorado en Quimica de Lucia Turell (56) y de la Tesina
de la Licenciatura en Bioquimica de Rodrigo Lombide (135), se comenzé con la expresién de
HSAr en P. pastoris con el objetivo de contar con un sistema que permitiera generar
mutantes en residuos clave para la reactividad del tiol. Por otro lado, con el objetivo de
estudiar la estructura de las isoformas oxidadas, para las cuales no hay datos estructurales,
se propuso expresar Unicamente el Doml, en el que se encuentra la Cys34. El menor tamafio
de Doml respecto a la HSA facilitaria la obtencién de cristales para su analisis por

cristalografia de rayos X o RMN de proteinas.

La secuencia codificante se obtuvo por retrotranscripcion de una extraccion de ARN
total de un cultivo de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) utilizando cebadores
especificos. La secuenciacion del ADN amplificado mostré la presencia de dos mutaciones
sinénimas y dado que estas no implicaban cambios en la secuencia de aminodacidos (ver
anexo), se decidid continuar. Se clond la secuencia en el vector de expresién pPICZA con la
sefial de secrecion nativa de la HSA (prepéptido) pero eliminando el propéptido, y se
transformo la cepa GS115 His” Mut® de P. pastoris. La proteina se expresé como proteina de

secrecion satisfactoriamente, encontrandose en el medio de cultivo (Figura 2.11).

.82 3 & 5 O F Figura 2.11. Expresion de HSAr en P. pastoris.
SDS-PAGE de los sobrenadantes del medio de
cultivo a tiempos crecientes. Carriles 1-5:
sobrenadantes del medio de cultivo a t = 0,
24, 48, 72 y 96 h de induccién; carril 6: vacio;
carril 7: HSA control. Adaptado de (135).

66.5 kDa +— -

A continuacién en el marco de una beca de iniciacidn a la investigacion ANIIl otorgada
a Rodrigo Lombide, se comenzd a trabajar en la expresidn del Doml. Para ello, a partir del
vector pPICZA que contenia a la secuencia de la HSA clonada con las mutaciones sindnimas,
se amplificd la secuencia codificante para el Doml por PCR utilizando cebadores especificos.
La expresion se llevd a cabo de manera andloga a la de la HSAr recién mencionada. El Doml
se expreso correctamente hacia el medio de cultivo. Los crioindculos preparados a partir de
los clones obtenidos en esta parte del trabajo fueron el punto de partida para la expresion

del Doml en la presente tesis.
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3 OBIJETIVOS

En el presente trabajo se propuso, como objetivo general, profundizar en Ia
caracterizacion de los derivados oxidados de la albumina sérica humana. Los dos objetivos

especificos planteados fueron:

1. Poner a punto la técnica de cromatoenfoque para posteriormente evaluar el estado

redox de la albumina en muestras de sangre.

2. Produciry purificar el Dominio | (Doml) de la HSA utilizando Pichia pastoris como

sistema de expresion con el fin de realizar estudios estructurales.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Equipamiento

El cromatoenfoque se realizé en un HPLC Agilent Infinity 1260 con detector de
fluorescencia y las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en
espectrofotometros Varian Cary 50 y 60 UV-visible. Para las medidas en placa se utilizdé un
lector de placas Varioskan Flash Thermo. El analisis por espectrometria de masa se realizo
en un equipo MALDI TOF/TOF 4800 AB-Sciex. Las cromatografias de intercambio catidnico y
de afinidad se realizaron en un FPLC AKTA - prime plus GE Healthcare, y la transformacién

de las levaduras se realizé en un electroporador Gene Pulser XCell de Biorad.
4.2 Analisis de muestras de plasma por cromatoenfoque

4.2.1 Materiales y soluciones

Para el cromatoenfoque se utilizd una columna de intercambio anidnico débil de alta
resolucién, TSK DEAE 5PW (glass 7.5 cm x 8 mm |.D., 10 um) de Tosoh Biosciencies LLC.

Para reducir la HSA utilizada como estandar se preparé una solucién de 2-
mercaptoetanol 0.8 M en agua. Para cuantificar los tioles se prepard una solucién madre de
DTNB 20 mM en etanol, a partir de la cual se preparé una solucién 200 uM en amortiguador
pirofosfato de sodio 0.1 M, pH 9.0. Los reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich o

Applichem a no ser que se indique lo contrario y los solventes eran de calidad HPLC.

Amortiguadores del cromatoenfoque. Se utilizaron dos amortiguadores de igual
composicion y distinto pH. El amortiguador A, acetato de amonio 10 mM pH 5.35, es el
utilizado para el equilibrado de la columna e inyeccién de la muestra. El amoriguador B,
acetato de amonio 10 mM pH 3.95, es el utilizado para la elucién. Ambos se prepararon a
partir de acetato de amonio en agua milli-Q y se ajustd el pH con acido acético glacial.
Previo a su uso se filtraron por membrana de 0.45 um y se degasearon en un sistema de

vacio cerrado con agitador magnético por 10 min.

Soluciones de HSA. Con el objetivo de eliminar acidos grasos y otros posibles componentes
hidrofdébicos, se realizé la deslipidacion de la HSA mediante el método del carbdn activado
(136, 137). La concentracion de proteina se determind por absorbancia a 279 nm (g = 0.531
(g/L)* cm™, PM = 66438 Da) (17). En preparaciones comerciales el tiol de la HSA se
encuentra oxidado, por lo que es necesario reducirlo para evaluar su reactividad. Para eso,

se incubd HSA con 2-mercaptoetanol 10 mM durante 30 min a temperatura ambiente, en
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agitacion, y se elimind el exceso de reductor por gel filtracidn. La concentracidn de tioles se
midié utilizando DTNB (137, 138) 200 uM en amortiguador pirofosfato de sodio 0.1 M pH
9.0. La relacidon HSA-SH/HSA obtenida fue de 0.60-0.67.

Muestras de plasma. Previa tramitacién con el comité de ética y con el consentimiento de
dos donantes sanos, se colectd sangre fresca (5 mL) en un tubo heparinizado. La muestra se
centrifugd a 1000 g por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante (plasma) se
separo de los gldébulos rojos y se centrifugd nuevamente, en las mismas condiciones. Luego
se filtré el sobrenadante utilizando una membrana 0.22 um y se guardd a -80 °C hasta su

analisis.

4.2.2 Métodos

Cuantificacion de HSA en plasma. Se utilizé el colorante purpura de bromocresol (BCP),
cuya absorbancia a 603 nm aumenta cuando estd unido a la albumina (137, 139). Para la
determinacién se prepard una solucién de BCP 40 uM en amortiguador acetato de amonio
0.1 M pH 5.2. Se realizé una curva de calibracién con HSA comercial deslipidada de 0-3 uM y

se midio absorbancia a 603 nm.

Evaluacion de la estabilidad de la HSA en las condiciones del cromatoenfoque. Para
evaluar si la HSA presente en el plasma precipita en las condiciones de trabajo del
cromatoenfoque, se tomd una muestra de plasma, se diluyé 1/10 en amortiguador A o no, y
se filtréd en una membrana de 0.22 um. A eso se le determind la concentracién de HSA con
el método BCP.

Andlisis por cromatoenfoque de isoformas redox de la HSA. Se utilizdé un método
previamente reportado (65) adaptado a un equipo de HPLC con columna de intercambio
anionico de alta resolucién (TSK DEAE), y deteccion por fluorescencia (93). Brevemente se
equilibré la columna con amortiguador de inicio (A, acetato de amonio 10 mM, pH 5.35), se
inyectd la muestra y se inicid la elucién con un gradiente de 0-40 % de amortiguador de
elucién (B, acetato de amonio 10 mM pH 3.95) en 60 min. Luego de los 60 min se realizd un
salto a 100 % de B para eliminar otras moléculas que hubiesen quedado unidas a la resina.
Todas las corridas cromatograficas se realizaron a temperatura ambiente y a un flujo de 1

mL/min.

Puesta a punto de la cantidad de HSA a utilizar en el cromatoenfoque. Con el fin de
obtener una buena separacion de los picos se puso a punto la cantidad de HSA a inyectar.
Para ello se diluyd plasma fresco 1/10 en amortiguador A y se evalud el cromatoenfoque al

inyectar 20, 100 y 150 pL de dicha dilucién. Tomando como valor de referencia una
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concentracion de HSA en plasma de 43 g/L, los volimenes ensayados corresponden a 86,
430y 645 pg de HSA. En todos los casos la muestra fue centrifugada antes de ser inyectada
a la columna para asegurar la ausencia de particulas que pudiesen dafiar la columna y el

equipo.
4.3 Expresion, purificacion y caracterizacion del Doml

4.3.1 Materiales y soluciones

La purificacion de ADN plasmidico se llevd a cabo utilizando el kit comercial
“PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit”. La cepa GS115 His" Mut® de P. pastoris y el vector
pPICZA forman parte del “EasySelect Pichia Expression Kit”. Ambos kits son de Invitrogen.
Para el ensayo del acido bicinconinico se utilizd el “Bicinchoninic acid Kit for Protein
Determination”, adquirido en Sigma-Aldrich. La resina DEAE Sepharose, las columnas HiPrep
CM FF 16/10 y HiTrap Blue HP, las microcolumnas de gel filtracién PD SpinTrap G-25 vy los

dispositivos de ultra filtracion, son de GE Healthcare.

Los marcadores de peso molecular utilizados en los geles de poliacrilamida fueron el
“Sea Blue Plus 2” de Thermo Fisher y el “LMW calibration kit for SDS electrophoresis” de
Amersham. Para el gel de agarosa se utilizd “1 kb plus DNA ladder” también de Thermo

Fisher.

Para la determinacion de tioles se prepard DTNB 20 mM en etanol. A partir de esta
solucién se prepararon diluciones 0.2, 0.4 o 10 mM en amortiguador fosfato de sodio 100

mM, pH 7.4, DTPA 0.1 mM, dependiendo de los requerimientos del experimento.

Para la alquilacién reductiva y tripsinizacidén se utilizaron las siguientes soluciones
madre: cloruro de guanidinio 8 M en amortiguador Tris 0.2 M pH 7.8, ditiotreitol (DTT) 0.25
M vy acido iodoacético 1 M ambos preparados en agua destilada, 2-mercaptoetanol 14.3 M,
bicarbonato de amonio 0.1 M vy tripsina de pancreas bovino “Proteomics Grade, Sigma”

resuspendida en HCl 1M para una concentracion de 1 pg/uL.

En el caso del marcado diferencial y tripsinizacion se utilizaron las siguientes
soluciones madre: 2-mercaptoetanol 0.5 M, iodoacetamida (IAM) 0.3 M, DTT 10 mM vy acido
iodoacético 50 mM, todos ellos preparados en agua destilada; bicarbonato de amonio 0.1 M
y tripsina de pancreas bovino “Sequencing grade, modified, Promega” resuspendida en HCI

1M para una concentracion de 0.4 ug/uL.

Excepto que se especifique lo contrario, el resto de los reactivos fueron adquiridos

en Sigma-Aldrich o Applichem.
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4.3.2 Medios de cultivo

YPD agar: extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%, agar 2%, zeocina 100 pg/mL.
YPD: extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%.

BMGY: extracto de levadura 1%, peptona 2%, fosfato de potasio 100 mM pH 6.0, base de
nitrégeno de levadura 1.34%, biotina 4.5 x 10°°%, glicerol 1%.

BMMY: extracto de levadura 1%, peptona 2%, fosfato de potasio 100 mM pH 6.0, base de
nitrégeno de levadura 1.34%, biotina 4.5 x 10°%, metanol 0.5%.

YPDS agar: extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%, 1 M sorbitol, 2 % agar.

LB low salt agar: triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%, agar 15 g/L, pH 7.5.

4.3.3 Métodos

Se partié de dos crioindculos distintos, ambos de células de la cepa GS115 His” Mut"
de P. pastoris transformadas para la expresién de Doml. Uno de ellos fue generado por Lucia
Turell y Rodrigo Lombide en afios anteriores, a partir de la secuencia codificante para la HSA
obtenida de células HepG2. El otro, fue generado en el marco de este trabajo, como se

detalla a continuacién.

La diferencia entre ambas construcciones reside en que la obtenida de células
HepG2 posee dos mutaciones sindnimas en la secuencia codificante respecto a la secuencia
de referencia. Por ello, para diferenciarlas les lamaremos Domlys al que posee mutaciones
sindnimas, y Domlsg al que se sintetizd6 GenScript en base a la secuencia de referencia. Para
hacer referencia a aspectos generales de la proteina o a experimentos que se realizaron con

las dos variantes, le lamaremos simplemente Doml.

Transformacion de P. pastoris para la expresion de Domlsg. El ADN copia que codifica para
el Domlsg fue sintetizado y clonado en el vector pPICZA por la compafiia Gen Script
utilizando la secuencia de referencia (ver anexo). La misma incluye la sefial de secrecién
nativa de la HSA (prepéptido) y no fue optimizada para P. pastoris. El vector se propagd
mediante transformacion de células quimiocompetentes de E. coli de la cepa XL1 siguiendo
protocolos estandar. Las células transformadas se seleccionaron en medio LB low salt con
zeocina 25 pg/mL y se purificd el ADN plasmidico utilizando el kit detallado en la seccidon
4.3.1. Los 18 ug de ADN obtenidos se linealizaron incubandolos con 105 U de la enzima Pmel
a 37 °C, toda la noche. La digestion se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%. Para purificar el ADN lineal, se agrego a la mezcla de digestion acetato de sodio 0.08 M
y etanol 70%, y se centrifugd a 12000 g por 30 min a 4 °C. De esta manera, el ADN lineal
precipita por lo que se descarté el sobrenadante y se lavé el precipitado con etanol 80%.

Finalmente se resuspendid el ADN en 10 plL de agua de calidad biologia molecular (140). La
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concentracion del mismo se determind mediante absorbancia a 260 nm, obteniéndose 8.6

ug de ADN que se utilizaron para electroporar células GS115 His Mut® de P. pastoris.

Previo a la electroporacién de las levaduras fue necesario preparar las células. Para
ello, se partié de células comerciales de la cepa GS115 His" Mut' sin transformar, que se
plaguearon en YPD agar sin zeocina y se incubaron a 28 °C durante 3 dias. Se utilizé una
colonia aislada para inocular un YPD que se incubd toda la noche a 28 °C. Este luego se
utilizé para hacer un escalado 1/5000 del cultivo, que se incubd en las mismas condiciones.
Una vez alcanzada una turbidez, determinada por la medida de absorbancia a 600 nm, de
1.3-1.5 se procedié a concentrar a las células, reduciendo el volumen mediante sucesivas
rondas de centrifugacién y resuspension de las mismas. Para ello, en primer lugar se
centrifugaron los 500 mL de cultivo y se descartd el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 500 mL de agua fria y se centrifugaron nuevamente, resuspendiendo
esta vez en 250 mL. A esto le siguieron dos rondas de centrifugacion, en las que las células
se resuspendieron primero en 20 y luego en 1 mL de una solucidn fria de sorbitol 1 M. Todas
las centrifugaciones fueron realizadas a 1500 g por 5 min a 4 °C. Las células se mantuvieron

en frio hasta electroporar.

La electroporacion se llevé a cabo mezclando 80 plL de células con 10 puL de ADN,
utilizando un programa preestablecido en el equipo. Inmediatamente luego de electroporar
se agregd 1 mL de sorbitol 1 M y se incubaron las células a 28 °C sin agitacién por 1-2 h.
Pasado ese tiempo se plaqueron 10, 25, 50, 100 y 200 pL en YPDS agar con zeocina 100
pug/mL y se incubaron a 28 °C durante 4-5 dias. De esta manera se seleccionaron aquellas
células que incorporaron al menos una copia del plasmido en su ADN gendmico. Las colonias
aisladas que crecieron se plaguearon en YPDS agar con zeocina 700 pug/mL para seleccionar
aquellas que hubiesen adquirido multiples copias. Los clones que presentaron mayor
crecimiento se utilizaron para preparar crioinéculos, nuevamente segln lo establecido en el
kit (103). No se realizd un control con el plasmido vacio, es decir, sin la secuencia codificante

para el Domlsg.

Preparacion de crioindculos para la expresion de Domlsg. De aquellos clones que
presentaron mayor crecimiento en la placa multicopia, se seleccionaron cinco para preparar
crioindculos. Para ello, partiendo de dicha placa se inocularon 25 mL de YPD por cada clon y
se incubaron a 28 °C durante toda la noche en agitacién. A continuacidn, se midid la
turbidez de los cultivos para obtener un estimado del nimero de células de cada uno,
tomando como referencia que una absorbancia a 600 nm de 1 equivale a ~ 5 x 10’
células/mL. Se centrifugaron los 25 mL de cultivo a 1500 g por 5 min y a temperatura

ambiente. Se resuspendieron las células en YPD con glicerol 15% de modo que el niumero
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final de células estuviese entre (2.5-5) x 10’ células/mL. Finalmente se alicuotaron los

crioindculos de los cinco clones y se congelaron a -80 °C (103).

Expresion del Doml. La expresiéon se llevd a cabo de igual manera para ambas
construcciones. El protocolo utilizado para la expresion del Doml esta optimizado para
minimizar la lisis celular y controlar asi la contaminacién en el medio de cultivo (56, 135).
Para comenzar, se plaqued el crioinéculo en YPD agar y con colonias aisladas se inocularon 5
mL de YPD que se incubaron 7-8 h. Pasado ese tiempo se evalud el crecimiento del cultivo
mediante la medida de la turbidez, determinada por absorbancia a 600 nm. Se escalaron los
cultivos inoculando matraces con 25 mL de medio BMGY de manera de obtener una
absorbancia inicial de 0.0234. De este modo, nos aseguramos que pasadas 15-17 h de
incubacioén, los cultivos alcancen una absorbancia de 2-6, que es lo recomendado para
inducir. Logrado esto, se centrifugaron los cultivos y se resuspendieron las células en medio
BMMY para iniciar la induccién. Esta se llevé a cabo durante 96 h agregando 0.5% de
metanol cada 24 h. Cada dia se tomaron alicuotas de los cultivos para evaluar la expresion
mediante SDS-PAGE reductor. Estas alicuotas se centrifugaron para separar las células del
medio de cultivo, y los sobrenadantes correspondientes se guardaron a -20 °C. Toda la

expresion se llevd a cabo a 28 °Cy en agitacion.

Control de contaminacidn. Se realizé con el objetivo de evaluar la posible presencia de
contaminantes en los cultivos, que pudiese explicar la presencia del pigmento marrdn. Para
ello se crecieron cultivos a partir de crioinéculos de expresién de Domlsg. Se plaquearon
cultivos de 54 h de induccion en medio BMMY, en tres medios ricos. Por un lado se utilizd
YPD con zeocina 100 pg/mL o sin zeocina, por otro lado se utilizd Medio Completo para
Aspergillus nidulans (141). Este ultimo ademas de tener extracto de levadura, peptona y
dextrosa, como el YPD, estd enriquecido en vitaminas, sales y aminoacidos. Las placas se

incubaron a 28 °Cy se monitored el crecimiento al cabo de 14, 24 y 86 h de incubacidn.

Precipitacion con sulfato de amonio. Luego de 96 h de induccion con metanol se
centrifugaron los cultivos a 4000 g durante 10 min a temperatura ambiente, y se recuperd el
medio de cultivo donde se espera encontrar al Doml. La proteina se separd del medio por
precipitacion con sulfato de amonio al 70% de saturacién a pH 4 y 4 °C con agitacion, toda la
noche, y luego se centrifugd a 12000 g por 30 min a 4 °C. El precipitado se resuspendio en el
minimo volumen de agua (~ 40 mL) y se dializé contra agua y luego contra amortiguador,
ambos durante 24 h a 4 °C, utilizando membranas con un corte de 14 kDa (56, 126, 134,
142). Los amortiguadores utilizados fueron acetato de sodio 25 mM, pH 4.2 o fosfato de
sodio 20 mM, pH 7.4.
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Cromatografias. Para purificar el Doml de otros contaminantes se evaluaron varias
cromatografias. En todos los casos primero se pasé la muestra por dispositivos de
ultrafiltracién para concentrarla y cambiar el amortiguador al de inicio de la cromatografia
correspondiente. Al finalizar la misma se ultrafiltraron los picos recolectados para lavar y

concentrar.

Intercambio anidnico. Se realiz6 en batch con una resina con intercambiadores
dietilaminoaetil (DEAE Sepharose) y se evaluaron varios amortiguadores buscando lograr
una buena separacién. En todos los casos el amortiguador de inicio y el de elucién difirieron
en que este Ultimo contenia NaCl 1 M. De esta manera al mezclar distintas proporciones de
ambos se logré hacer una elucidn con aumento gradual en la concentracién de NaCl. Los
amortiguadores utilizados fueron: Tris 50 mM, pH 7.4; acetato de amonio 20 mM, pH 5.2;
acido férmico 100 mM, pH 3.0 con urea 6 M; acetato de amonio 20 mM, pH 4.0 con urea 6
M. Se sembrd la muestra, conteniendo al Domly;s, se realizaron tres lavados y se comenzo la
elucién. Para todas las fracciones, luego del agregado de fase mavil, se centrifugd a 10000 g,

10 min, para bajar la resina y se guardo el sobrenadante.

Intercambio catidnico. La columna utilizada para la cromatografia posee carboximetilos
como intercambiadores (HiPrep CM FF 16/10). Se ensayaron dos amortiguadores de inicio,
acetato de sodio 25 0 20 mM a pH 4.2 y 5.0 respectivamente. En ambos casos la elucién se
realizd cambiando la fuerza idnica mediante un salto en la concentracién de NaCl a 1 M. El

flujo de la cromatografia fue de 3 mL/min.

Afinidad. Se utilizé6 una columna con resina derivatizada con grupos Cibacron Blue F3G-A
(HiTrap Blue HP) a la que se le inyectd Domlsg previamente purificado por intercambio
catidnico. Como amortiguador de inicio se utilizé fosfato de sodio 20 mM, pH 7.0 y para la
elucién se realizé un salto en la concentracion de NaCl hasta 2 M final. El flujo de la

cromatografia fue de 1 mL/min.

Ensayo del acido bicinconinico (BCA). Para determinar la concentracion de Domlys, se
realizé una curva de calibracién con HSA comercial deslipidada de concentraciéon conocida
en el rango de 0-9 pg/mL. Una vez mezcladas las muestras con el reactivo BCA, se incubé 30
minutos a 60 °C y se midié absorbancia a 562 nm (143). Para descontar la posible
contribucién de la absorbancia de la muestra a la longitud de onda de trabajo, se realizaron

controles sin el reactivo BCA.

Ensayo de Bradford. Para determinar la concentracion de Doml, al igual que para BCA, se
realizd una curva de calibracién con HSA comercial deslipidada de 0-6 pug/mL. Al igual que

para BCA, debido al color de la muestra se realizaron controles a los que no se les agrego
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reactivo de Bradford. El ensayo se llevd a cabo en placa midiendo absorbancia a 595 nm
(144). A diferencia de BCA que se utilizé solo para el Domlys, el ensayo de Bradford se utilizo

para ambos Doml.

Reduccion del Doml con 2-mercaptoetanol. Como primer paso para caracterizar la
reactividad del tiol de la Cys34, es necesario reducir previamente la proteina. Para ello, se
ensayaron dos condiciones de reduccion basados en la experiencia previa con HSA, que
difieren Unicamente en el tiempo y la temperatura de incubacién. En el caso del Domlys se
ensayaron ambas condiciones, mientras que para el Domlsg se ensayd solo una. Mas
precisamente, se incubé Domlys con 2-mercaptoetanol 10 mM por 30 min a temperatura
ambiente y en agitacién. Este experimento se realizé en amortiguador fosfato de sodio 20
mM pH 7.4. Alternativamente se realizé la incubacion de Domlys o Domlsg, ambos 43-44 uM
con 2-mercaptoetanol 10 mM toda la noche y a 4 °C. Estos experimentos se realizaron en
amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con DTPA 0.1 mM. En todos los casos, luego
de transcurrido el tiempo de incubacion, se elimind el exceso de reductor mediante gel
filtracidn. A continuacion se cuantificé el Doml por el método de Bradford y se cuantificaron

tioles con DTNB como se describe mas adelante.

Reduccion del Doml con DTT. Con el objetivo de evaluar otro reductor se utilizé6 DTT. Se
incubé Domlys 100 UM con DTT 5 mM a 4 °C en agitacion. Al cabo de 1 h se sacd una
alicuota de 140 pL y se gel filtré dos veces con microcolumnas de gel filtracién para eliminar
el exceso de reductor. Se cuantificd el Domlys por el método de Bradford y se cuantificaron
tioles con DTNB cédmo se indica mas adelante. Luego de transcurridas 2 h de incubacidn, se
sacdé otra alicuota y se repitid el procedimiento. Este experimento se realizé en
amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con DTPA 0.1 mM.

Cuantificacion de tioles y determinacion de la constante de reaccién con DTNB. Se mezcld
Doml reducido 11.5-95 uM con DTNB vy se siguid la formacidon de 5-tio-2-nitrobenzoato
(TNB) por absorbancia a 412 nm (€ = 14150 M cm™) (138). Las concentraciones de DTNB
variarion entre 50-200 uM dependiendo del experimento. En todos los casos se realizdé un
control con Doml sin DTNB para evaluar la contribucion del mismo y del pigmento
remanente en la muestra. Ademads se realizé un control sin proteina para descontar la
posible hidrdlisis del DTNB a TNB, que se ve favorecida en medio alcalino. También se midid
la absorbancia a 412 nm en el tiempo para HSA reducida 10 uM y DTNB 100 o 200 pM,
dependiendo del experimento. Esto se utilizd como control en los ensayos para la
determinacion de la constante de orden 2 entre el Doml y el DTNB (kpom). Todo el
experimento se realizdé en amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con DTPA 0.1 mM
o en fosfato de sodio 20 mM pH 7.4.
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Alquilacion reductiva y tripsinizacion. Se mezclé Domlys 30 UM con cloruro de guanidinio 6
My DTT 2 mM con el fin de desnaturalizar la proteina y reducir los tioles. La concentracion
de DTT corresponde a un exceso de 6 veces respecto a la cantidad total de tioles reducidos y
disulfuros que posee el Doml. La mezcla se degased con argdn, se incub62ha37°Cysele
agregé acido iodoacético 10 mM para bloquear los tioles reducidos. Se incubé 1 h en
oscuridad, se agregé mercaptoetanol 100 mM para atrapar el iodoacético remanente, y se
incubd 30 min. Luego la muestra se lavd por ultrafiltracién con bicarbonato de amonio 0.1
M. Finalmente se tripsinizd agregando tripsina 1:50 respecto al Domlys y se incubd toda la
noche a 37 °C.

Reducciéon, marcado diferencial de tioles y tripsinizacion. Como se explicd anteriormente,
mediante el tratamiento de HSA con 2-mercaptoetanol, ya sea 30 min a temperatura
ambiente o toda la noche a 4 °C, se logra la reduccién Unicamente del tiol de Cys34 (137).
Para evaluar si con el Doml sucede lo mismo o, en caso contrario, evaluar qué otras cisteinas
se reducen, se realizé un experimento de marcado diferencial de tioles con andlisis por
espectrometria de masa. Especificamente, se traté Doml con 2-mercaptoetanol 10 mM toda
la noche a 4 °C en agitacién. Las concentraciones de Doml utilizadas fueron 25y 3.4 uM para
el Domlys y Domlsg, respectivamente. Transcurrido el tiempo de incubacién, se trataron
ambas muestras con iodoacetamida 50 mM durante 1 h en oscuridad y a temperatura
ambiente. De esta manera se bloquean tanto los tioles proteicos reducidos por el 2-
mercaptoetanol, como el reductor remanente. Se lavaron las muestras con bicarbonato de
amonio 0.1 M utilizando dispositivos de ultrafiltracion de corte de 10 kDa y a continuacién
se incubaron las muestras con DTT 2 mM durante 2 h a 37 °C para reducir todos los
disulfuros de la proteina. Para bloquear estos nuevos tioles libres, tanto proteicos como del
DTT, se incubaron las muestras con acido iodoacético 10 mM durante 1 h en la oscuridad y a
temperatura ambiente. Se lavaron nuevamente las muestras con bicarbonato de amonio 0.1
M. Finalmente se tripsinizd agregando tripsina 1:50 respecto al Doml y se incubd toda la
noche a 37 °C.

Espectrometria de masas de MALDI-TOF. La muestra digerida fue analizada en la Unidad de
Bioguimica y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo. Previo al andlisis se
desalé la muestra por columna de fase reversa C18 en tip (zipTip C18) eluyendo
directamente en la placa con la matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindamico en 60%
acetonitrilo:0.1% acido trifluoroacético. Alternativamente se acidificd la muestra (sin desalar
por zip tip) con acido trifluoroacético 10% y se cargd en la placa junto con la matriz antes
mencionada. Se realizaron espectros de masa (MS) y masa en tdandem (MS/MS), que se

adquirieron en modo reflector positivo. Para el experimento de alquilacidon reductiva se
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realizé una calibracidn con péptidos estandar mientras que para los experimentos de

marcado diferencial se realizé una calibracidn interna con péptidos propios de la muestra.

4.3.4 Servicios y plataformas

La identificacion de proteinas a partir de gel se realizd por espectrometria de masa
en un equipo de MALDI-TOF como servicio contratado en el UByPA del Instituto Pasteur de

Montevideo.

La secuenciacion del plasmido sintetizado por la empresa Gen Script fue realizada
por el servicio de Secuenciacidn del Instituto Pasteur de Montevideo, luego de la

propagacion y purificacion del plasmido.

Propiedades del Doml tales como el peso molecular, coeficiente de extincién molary
punto isoeléctrico se determinaron con el programa ProtParam a partir de la secuencia
primaria del Doml maduro. La prediccion de los péptidos obtenidos para el Doml tras la
hidrélisis con tripsina se realizé utilizando el programa PeptideMass a partir de la secuencia
primaria del Doml. Ambos programas se encuentran disponibles en la plataforma Expasy, de
libre acceso (https://www.expasy.org/). Para mas informacion sobre la secuencia del Doml

maduro y del PreDoml, ver anexo.

La prediccién de los iones formados tras la fragmentacién por espectrometria de masa
se realizé con el programa de libre acceso, Fragment lon Calculator del Institute for Systems

Biology (http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/FraglonServlet.html).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Analisis de muestras de plasma por cromatoenfoque

Como se comentd previamente en la introduccién, se ha realizado un avance
importante en cuanto al desarrollo del cromatoenfoque para el andlisis del estado redox de
la Cys34 de la HSA. Dichos avances incluyen el analisis de muestras de HSA comercial
reducida, oxidada con H,0, y también bloqueada con Hg2+, asi como el andlisis de una
muestra de plasma fresco (65). Asimismo se logré adaptar la técnica de un equipo de FPLC
con detector de absorbancia, a un HPLC con detector de fluorescencia (93). En base a todo
esto, se propuso en el presente trabajo, avanzar en la puesta a punto del andlisis de
muestras de plasma. En particular, resultaba interesante evaluar el estado redox de la Cys34
€N personas con sepsis versus personas sanas. Esto se debe a que la sepsis es una condicion

en la que se observa un aumento en la produccién de especies oxidantes (145-147).

Para analizar muestras de plasma mediante cromatoenfoque en el equipo de HPLC,
fue necesario poner a punto la técnica. Para que las diferentes isoformas interaccionen
correctamente con el intercambiador de la columna y por lo tanto se logre una buena
separacion, es importante que la muestra esté al mismo pH que el amortiguador de inicio
(amortiguador A, pH 5.35). Por ello se debe diluir el plasma en amoriguador A previo a la
inyeccion en el equipo. Al realizar esta dilucién se observd la precipitacion de ciertos
componentes del plasma, probablemente por la disminucién en el pH de la muestra
respecto al pH 7.4 fisiolégico. Fue necesario entonces, realizar un control para corroborar

gue no fuera la HSA quien estuviera precipitando.

El control de precipitacion consistié en cuantificar la HSA de una muestra de plasma
sin diluir, y de una diluida en amortiguador A y posteriormente filtrada, utilizando el método
del BCP. Este es un colorante que interacciona especificamente con albumina, aumentando
su absorbancia a 603 nm (139). Se realizé una curva de calibracion con HSA deslipidada
como estandar (Figura 5.1), que se utilizd para determinar la concentracién de HSA en las
muestras de plasma. Las concentraciones de HSA obtenidas para el plasma sin diluir y para
el plasma diluido (corregido por la dilucién) fueron de 36.5 y 35.1 g/L respectivamente, lo
cual, considerando el error experimental, permite concluir que no hay precipitacién de HSA

en el amortiguador A.
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De todas maneras, la centrifugacion o el filtrado de la muestra diluida en
amortiguador A previo a la inyeccidn en la columna, es critico para evitar la precipitacién de

otros componentes del plasma dentro la misma, ya que de lo contrario se deterioraria.

Figura 5.1. Curva de calibraciéon del
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5.1.1 Puesta a punto de la cantidad de HSA de inyeccidn y analisis de las isoformas por
cromatoenfoque

Como se comentd en la seccién 2.3.6, experimentos previos utilizando HSA
comercial mostraron que uno de los parametros determinantes de la capacidad de
resolucién del método es la cantidad de HSA que se inyecta (93). Es por ello que, en
siguiente lugar, se ensayd el cromatoenfoque para distintos volimenes de plasma con el
objetivo de determinar cudl era la cantidad de HSA necesaria para lograr una buena

resolucién de los picos correspondientes a sus isoformas (Figura 5.2).

Si se comparan visualmente los tres cromatogramas (Figura 5.2), se observa que a
medida que aumenta el volumen de plasma inyectado, y por lo tanto la cantidad de HSA, se
obtienen picos mas definidos y separados. Ademds se puede calcular la resolucion (Rs)

utilizando la ecuacion:

o 2Ry
ST(Wy+ W)

Donde ARy es la diferencia en los volumenes de retencion de los analitos 1y 2,y W, y W,
son el ancho de cada pico a nivel de la linea de base. Se realizé entonces el cdlculo de
resolucion en base a los picos a y a’, dado que el pico b es pequefio y no se logra definir.
Esto se hizo solo para los cromatogramas B y C, ya que en el cromatograma A la escasa

separacion de los picos hace que no sean confiables los datos extraidos de él. Los Rs
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obtenidos son de 0.45 y 0.79 para los cromatogramas B y C, respectivamente, lo que
confirma que la resolucidon es mejor si se inyecta mds HSA. En suma, se determind que la

mejor separacién se logra con 645 pg de HSA.

El tiempo de retencién del pico a en los cromatogramas By C es de 43.1 y 44.2 min,
respectivamente. Esta minima diferencia se puede explicar por pequeias variaciones en las

fases moviles y/o la temperatura ambiente a la que se haya realizado el experimento (93).
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La ganancia del fotomultiplicador establecida para los cromatogramas fue diferente
y a esto se deben las diferencias observadas en la intensidad de fluorescencia entre los
mismos. Esto explica por ejemplo, por qué el cromatograma C tiene una intensidad de picos

menor que los demads, siendo que es en el que se inyectd la mayor cantidad de HSA.

Respecto a la naturaleza de los picos, se asignaron de acuerdo lo observado en (65),
articulo en el que se confirma la identidad de los mismos por espectrometria de masa. Estos

se pueden diferenciar principalmente en los cromatogramas de los paneles B y C de la
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Figura 5.2. De este modo y como se explicd en la introduccion, el pico a corresponde a la
mezcla de HSA-SH y HSA-SSR. A su vez, en el caso de la HSA trunca que carece de los dos
primeros aminodacidos de la secuencia (Asp1-Ala2), estas isoformas salen en el pico a’. La
disminucion en el tiempo de retencion se debe a la pérdida de una carga neta negativa por
la falta del aspartato inicial. Finalmente, el pico b corresponde a la HSA que se encuentra
irreversiblemente oxidada a HSA-SO,’, y que por lo tanto posee una carga negativa adicional
respecto a las formas HSA-SH y HSA-SSR, aumentando su tiempo de retencién. El resto de
los picos no fueron tomados en cuenta para el andlisis ya que corresponden a otros

componentes del plasma.

La proporcion de cada isoforma presente en plasma se puede determinar a partir de
la integral del area de cada pico. En el caso del cromatograma C que es el que presenta
mejor resolucion de los tres, se determind que el pico a representa el 86%, a’ el 6% y b el
1%. Estos resultados coinciden con lo reportado para el analisis de plasma realizado con esta
misma técnica (a 89%, a’ 6%, b 2%) (65), lo que da la pauta de que la separacién funciond

correctamente.

En suma, se logré poner a punto el analisis de muestras de plasma mediante
cromatoenfoque. Se constatd que la HSA no precipita en el amortiguador A y que a mayor
cantidad de HSA mejor es la resolucion de la columna. Ademds se compararon las
proporciones de los picos a, a’y b, y se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en

un analisis de plasma anterior.

El andlisis de muestras de plasma de personas con sepsis y personas sanas se vio
retrasado y finalmente postergado por diversos motivos. Entre ellos se destacan el deterioro
de la columna y la ruptura del HPLC. Esto condujo al enlentecimiento de esta parte del

trabajo, priorizando los experimentos con el Doml producido en P. pastoris.

En dicho andlisis de plasma de personas sépticas se esperaria observar un aumento
de las formas oxidadas (HSA-SO,H y HSA-SSR) y una disminucion de HSA-SH. El analisis
puede realizarse de dos maneras. Una de ellas implica utilizar el cromatoenfoque tal cual se
presentd en este trabajo y evaluar el aumento del pico b (HSA-SO,H). El pico a por otro lado,
contiene a las formas HSA-SSR y HSA-SH juntas por lo que no seria de utilidad evaluar los
cambios en su proporcién. La segunda alternativa implica el tratamiento del plasma, tanto
de personas sanas como de personas sépticas, con HgCl,, previo a la inyeccién en el equipo.
Como se comenté en la introduccidn, el Hg2+ reacciona Unicamente con HSA-S, bloqueando
el tiol y formando HSA-SHg". Este tiene una carga positiva adicional, por lo que disminuye su

tiempo de retencién. Se obtendria entonces un cromatograma con un pico adicional,
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correspondiente a HSA-SHg", separado del pico de HSA-SSR. Independientemente del uso o
no de HgCl, el analisis continla con la determinacién de la proporcién de los picos de
interés, calculada como la integral del drea de cada uno. Para comparar los resultados
obtenidos para los dos grupos de personas, se puede realizar un andlisis estadistico de
diferencias de medidas (ANOVA, P < 0.05) o medianas (en caso de que la distribucidon no sea
normal). Ademas se puede buscar si correlaciona el nivel de oxidaciéon de la albumina con
otros parametros (score de gravedad, proteina C reactiva, etc.), determinando los

coeficientes de correccidon de Pearson.
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5.2 Expresion, purificacion y caracterizacion del Doml

En esta parte del trabajo se propuso expresar y purificar el Doml de la HSA en P.
pastoris, con el objetivo de realizar estudios estructurales de los derivados oxidados. Para
ello resultaba necesario ademads, caracterizar la reactividad del tiol de la Cys34 de dicho

Doml.

El Doml se expresd utilizando dos construcciones diferentes. Una de ellas presentaba
dos mutaciones sindnimas en la secuencia codificante respecto a la secuencia de referencia
de la HSA. Al Doml expresado a partir de dicha construccién se le llamé Domlys (por Doml
con mutaciones sinénimas). La otra construccion fue generada en base a la secuencia de

referencia de la HSA y el Doml expresado a partir de la misma se denominé Domlsp.

5.2.1 Dominio | con mutaciones sinénimas (Domlys)

1 2 3 4 5 6 7 kDa Expresidon. Se utilizaron células de P.
B 148 pastoris modificadas para la expresion del
b~ 4 22 Domlys, preparadas previamente por
- o) Rodrigo Lombide y Lucia Turell a partir de la
- 36 secuencia obtenida para la HSAr (56, 135).

22 Se plaqued un crioindculo de dichas células
R en medio con zeocina (100 pg/mL) y se
i utilizd una colonia aislada para crecer un

precultivo y escalar. Una vez alcanzada la
turbidez necesaria se realizd el cambio de

medio BMGY que tiene glicerol, a BMMY

Figura 5.3. Expresion del Domlys. SDS-PAGE

reductor. Carriles 1-5: sobrenadantes del medio
de cultivoat=0, 24, 48,72 y 96 h de induccién;
6: vacio; 7: Marcador de peso molecular

que en su lugar contiene metanol. De este
modo se dio comienzo a la induccidén y se

tomo dicho momento como el tiempo cero

(MPM). )
(t =0 h). Se expresé el Domlys durante 96 h

y se tomaron alicuotas cada 24 h para evaluar la expresién mediante electroforesis SDS-
PAGE en condiciones reductoras (Figura 5.3). En el gel de expresion se observa una banda
gue migra de acuerdo al peso molecular tedrico del Doml (22371.39 Da) y que se intensifica
de acuerdo aumenta el tiempo de expresion. Se estudid la banda del gel mediante
espectrometria de masa de MALDI-TOF. El andlisis de los fragmentos tripticos obtenidos
identifico de manera estadisticamente significativa al Doml de la HSA, confirmando Ia

identidad de la proteina.
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Purificacién. La secuencia del Domlys clonada en el pPICZA posee la sefal de secrecion
nativa de la HSA por lo que se espera encontrar al Domlys en el medio del cultivo. Por eso,
al finalizar la induccidn, se centrifugd el cultivo y se precipitd el sobrenadante con sulfato de
amonio. Se resuspendid el precipitado en agua y se dializé contra agua y luego contra el
amortiguador adecuado en funcion de la técnica que se fuera a llevar a cabo en siguiente
lugar. A esta muestra se le denomind “dializado”. En el gel se puede observar que el
dializado contiene al Domlys y se destaca su pureza respecto a la presencia de otras
proteinas contaminantes (Figura 5.4, panel A). Esto, como se comentod en la introduccién, es
una ventaja clara de que el Doml se exprese como proteina de secrecion hacia el medio de
cultivo. Otra caracteristica del dializado es que presenta una coloracién marrén intensa

(Figura 5.4, panel B).
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Figura 5.4. Precipitacion del Domlys con sulfato de amonio y dialisis. (A)
SDS-PAGE reductor del dializado. Carril 1: MPM; 2: Dializado. (B) Foto del
dializado. Se destaca la coloracién marron.

Si bien P. pastoris es un sistema de expresién ampliamente utilizado, hay pocos
reportes en la literatura respecto a coloraciones de este tipo (148—151). La escasa literatura
sugiere que no hay relacién con la cepa de P. pastoris utilizada para la expresion, ya que se
ha evidenciado dicha coloracién en proteinas expresadas tanto en GS115 (151) como en X-
33 (148, 150). Incluso realizando la expresidn en distintos medios de cultivo, se aprecia este
fendmeno. Aparentemente podria deberse a pigmentos producidos por la levadura durante
el tiempo de crecimiento, como consecuencia de la sobreexpresion de una proteina
heterdloga o de la induccidon con metanol, que son los factores comunes en todos los casos
(148, 150, 151).

Estos pigmentos interaccionan, en principio, de manera no covalente con la proteina

herterdloga. Ademas, segln su composicion, varian en complejidad, color, tamafio y carga,
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lo que dificulta su remocién eficiente (148—151). En un trabajo de Moore y colaboradores
lograron remover el pigmento y purificarlo, para analizarlo mediante RMN. Observaron que
se trata de un oligosacarido complejo que envuelve a la proteina, del que no lograron
elucidar la estructura completa (148). En un principio, las técnicas utilizadas para eliminar el
pigmento incluian combinacién de cromatografias, como intercambio catiénico y de
interaccion hidrofébica (148, 149). En el afio 2018 se publicaron dos articulos mas en los que
los investigadores reportan la presencia de pigmentos de P. pastoris en la produccién de
proteinas recombinantes. En los mismos recurren al tratamiento con carbdn activado (151)
o desnaturalizacién y replegado de la proteina en cuestién (150), para despegar el pigmento
unido a la misma de manera no covalente. En uno de ellos recurren, al igual que Moore, a

métodos de cristalizacion para eliminar el pigmento (148, 150).

En nuestro caso, observamos que al dializar la muestra en una membrana de corte
de 14 kDa, parte del pigmento sale de la membrana y parte permanece dentro. Lo mismo
sucede al pasar la muestra por dispositivos de ultrafiltracion de corte de 10 kDa, parte
gueda en el filtrado y parte retenido con la proteina. De hecho, cuando se lo pasa por filtros
de corte de 5 kDa, la cantidad de pigmento que pasa al filtrado es menor. Esto nos hace
pensar que no se trata de un Unico componente de peso molecular determinado, sino que
estamos frente a un conjunto de moléculas, de las que desconocemos su identidad vy
complejidad. Esto se vio incluso en experimentos de Lucia Turell y Rodrigo Lombide, en los
gue buscaron purificar a la HSAr del pigmento por cromatografia de exclusién molecular.
Ademas sabemos por otros experimentos previos, que no se trata de una proteina y que
posee carga negativa, lo que es consistente con reportes de la literatura recién
mencionados (148, 149). Por ello, el siguiente paso de purificacion consistié en una

cromatografia de intercambio iénico, considerando un pliegrico para el Doml de 5.32.
Cromatografia de intercambio anidnico

En primer lugar se realizd un intercambio anidnico en batch, en el que se ensayaron
varias fases méviles en un rango de pHs que incluian desde Tris pH 7.4, hasta acido férmico
pH 3.0 con agentes desnaturalizantes (datos no mostrados). El amortiguador que mejor
funcioné fue acetato de amonio 20 mM, pH 5.2 eluyendo con concentraciones crecientes de
NaCl (25-1000 mM). En este caso, se pretendia tener al Domlys cerca de la neutralidad para
gue no interaccionara con la resina y saliera en la fraccion no unida, mientras que el
pigmento negativo quedaria retenido para ser eluido por el aumento de fuerza iénica. En el
cromatograma se observa un pico y un hombro que no se logran resolver adecadamente
(Figura 5.5, panel A). Del gel se observa que la mayor parte del Domlys se encuentra en el

hombro del cromatograma, lo que corresponde a la elucién con NaCl entre 75 y 200 mM

56



(Figura 5.5, panel C). Esto sugiere que el principal responsable de la absorbancia a 280 nm

del pico del cromatograma, es el pigmento. Ademads, si se observan los espectros (Figura

5.5, panel B) se puede apreciar que los mismos tienen formas ligeramente distintas

dependiendo de la proporcion pigmento/proteina que contengan. Por ejemplo, en el caso

de los eluidos E6 y E7 que contienen principalmente pigmento, no se observan las

caracteristicas de un espectro de proteina. La absorbancia entre 300-450 nm es elevada y no

hay una sefial marcada a 280 nm (un pico o un hombro) sino que se observa una subida

continua conforme disminuye la longitud de onda. Ademas se destaca la contribucién del

pigmento a la absorbancia en todo el rango de longitud de onda registrado.
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Figura 5.5. Purificacion del Domlys por

cromatografia de intercambio aniénico, DEAE
batch. Los eluidos 1-10
corresponden a concentraciones de NaCl de 50,
75, 100, 200, 300, 400, 500, 750 y 1000 mM,
(FNU:
fraccion no unida, L: lavado, E: eluido). El

sefarosa en

respectivamente. (A) Cromatograma
amortiguador utilizado fue acetato de amonio
20 mM, pH 5.2, con conentraciones crecientes
de NaCl (0-1 M). (B) Espectros UV-Vis de los E2-
E7 y del dializado. (C) SDS-PAGE reductor, carril
1: MPM; 2-7: E2-E7; 8: Dializado.

Por lo tanto, se concluye que esta cromatografia no es util para purificar el Domlys

del pigmento ya que no se logré una buena separacién de los mismos. Ademas, el pigmento

permanecié adsorbido a la resina, incluso luego de varios lavados con NaCl 1M, lo que

dificultoé su regeneracion. Esto coincide con los reportes presentados anteriormente en los
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gue se observd también una disminucién en la vida util de las resinas de intercambio
aniénico a causa del pigmento (149, 151). El hecho de que hubiese quedado coloracion
marrdn en la resina siendo que en el cromatograma se observa que la absorbancia a 280 nm
para la fraccion E10 es practicamente cero, sugiere nuevamente que el pigmento puede
estar formado por mas de un componente. Se puede pensar incluso, que estos

componentes interaccionen de manera distinta con la proteina y con la resina utilizada.
Cromatografia de intercambio catidnico

En segundo lugar se ensayd una cromatografia de intercambio catiénico a pH 4.2 de
modo de cargar positivamente al Domlys para que interaccionara con la matriz y fuera
retenido, mientras que el pigmento cargado negativamente eluiria en la fraccién no unida.
Luego de varios intentos se confirmé que a pHs menores que 4.7 el Domlys precipita, a
diferencia de la HSA nativa que tiene una gran estabilidad en solucién en un amplio rango
de pH. Esto se ve reflejado por ejemplo en el proceso de deslipidacidon con carbdn activado
en el que se lleva a la HSA a pH 3 durante 2 h a 4 °CYy, tras dos etapas de centrifugacion, se

obtiene la HSA deslipidada en el sobrenadante.

Cuando la misma cromatografia se llevd a cabo a pH 5.0 se logré una mejor
separacion del Domlys y del pigmento, eliminando gran parte del mismo (Figura 5.6). Esto
se ve reflejado por un lado en el cromatograma, en el cual se obtienen dos picos bien
definidos, uno correspondiente a la fraccion no unida (FNU) a la columna y otro a la fraccién
unida (FU), eluida mediante un aumento en la fuerza idnica (Figura 5.6, panel A). Por otro
lado, si se comparan los espectros de las fracciones obtenidas de la cromatografia y del
dializado, se ve que son claramente diferentes (Figura 5.6, panel B). En el caso de la FU, a
diferencia de la FNU vy el dializado, hay un pico mas marcado en torno a los 280 nm y una
disminucidon de la aborbancia a 300-450 nm. Esto sugiere que la FU tiene un menor
componente de pigmento que las otras dos muestras, pudiéndose apreciar mejor el
espectro de la proteina. De todos modos la contribucién a la absorbancia entre 300-450 nm
indica que la remocién del pigmento, si bien es importante, no es completa. Finalmente del
gel se observa que una pequeiia porcion del Domlys se pierde en la FNU (Figura 5.6, panel
C), es decir, que no interacciona con los intercambiadores de la resina. Esto era de esperar
ya que el pH de la cromatografia es 5.0, muy préximo al pliesrico para el Doml (5.32). Se debe
destacar también la variedad de proteinas contaminantes que eluyen en la FNU y que por lo

tanto contibuyen a purifar al Domlys.

En suma, si bien se pierde una fraccién del Domlys mediante esta cromatografia de
intercambio catidnico, se logré remover gran parte del pigmento y proteinas

contaminantes. Cabe destacar que este procedimiento se repitid varias veces, obteniendo
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siempre una buena reproducibilidad y por lo tanto fue utilizado para purificar al Domlys

para los siguientes ensayos.
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Cuantificacidn. Si bien se logré eliminar la mayor parte del pimento mediante cromatografia
de intercambio catidnico, se puede observar del espectro UV-Vis (Figura 5.6, panel B) que la
presencia de pigmento remanente en la fraccion purificada de Domlys interfiere en la
cuantificacién proteica por absorbancia a 280 nm. Con el objetivo de encontrar una manera
confiable para cuantificar al Domly;s purificado, se compararon tres métodos, absorbancia a
280 nm, BCA (143) y Bradford (144). Utilizando estas tres aproximaciones se determind la
concentracion de proteinas del dializado y del Domlys (Tabla 5.1). Para los dos métodos de

desarrollo de color, BCA y Bradford, se realizaron curvas de calibracién con HSA como
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patron (Figura 5.7) y se realizaron controles de absorbancia de cada muestra. Para

absorbancia a 280 nm se utiliz6 un €esrico = 11055 M em™.

Como se observa en la Tabla 5.1, para el Domlys hay una sobreestimacion de la
concentracion cuando esta es determinada por absorbancia a 280 nm dado que el pigmento
remanente absorbe a dicha longitud de onda. En el caso del dializado, no se midié la
absorbancia a 280 nm debido a que dicha contribucién es aiin mayor. En cuanto a BCA, se
hace evidente en la cuantificaciéon del dializado que el pigmento interfiere en la
determinacion por motivos que se desconocen. El método que presenté menos
interferencias fue Bradford. Comparando distintas expresiones y purificaciones, se
determind que hay cierta reproducibilidad en la proporcién en la que se purifica el Domlys
del pigmento. Esto se expresa como la relacién entre la concentracion de Domlys calculada
a partir de la absorbancia a 280 nm sobre la concentracion obtenida por Bradford
([DomI] aps28onm/[DoMI]gradford). LOS valores obtenidos en purificaciones independientes de

expresiones independientes estdn entre 1.5y 2.1, siendo el resultado ideal un cociente de 1.
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Figura 5.7. Curvas de calibracién con HSA para la cuantificacion de proteinas. Para ambos métodos
se utilizé como estandar HSA comercial deslipidada, y se realizd cada curva por duplicado. (A) BCA.
(B) Bradford.

Tabla 5.1. Cuantificacidn de proteinas por absorbancia a 280 nm, BCA y Bradford del dializado y de

la fraccion purificada (Domlys).

Método [Proteinas]giaizado (KM) [Proteinas]pomi ms (M)
Absorbanciassg nm - 45
BCA 300 20
Bradford 43 26
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Alquilacion reductiva, tripsinizacion y andlisis por espectrometria de masas de MALDI-
TOF. Cuando se contd con la proteina purificada y con un método para cuantificarla, se
realizd un andlisis por espectrometria de masas de la misma. Resultaba de especial interés
para la continuidad del presente trabajo, evaluar la capacidad del tiol de la Cys34 de
reducirse, ya que dadas las condiciones de expresidon y purificacion utilizadas, era posible
qgue el tiol estuviese irreversiblemente oxidado. Para eso se llevé a cabo una alquilacién
reductiva del Doml con el objetivo de bloquear todos los tioles, estuviesen originalmente
reducidos u oxidados a disulfuro. Posteriormente se tripsinizd la proteina para analizar los
fragmentos tripticos resultantes. De esta manera, es posible no solo evaluar el estado de

oxidacion del tiol sino también la integridad de la proteina.

En el espectro de masas (MS) se identificaron varios péptidos cuyas relaciones
masa/carga (m/z) monoisotdpicas coinciden con péptidos esperados para el Doml alquilado
y tripsinizado (Figura 5.8, panel A). La cobertura de secuencia obtenida fue del 71% (Figura
5.8, panel B). La mayor parte de los péptidos que no se observaron coincidieron con

aquellos que por su tamario estan en el limite de deteccidn de la técnica.

Ademas se buscaron sefiales que pudieran indicar la presencia del prepéptido en la
proteina debido a un incorrecto procesamiento del mismo por parte de la levadura. Los
péptidos buscados corresponden a los esperados para el pre-Doml tripsinizado,
considerando que la enzima se saltee hasta 2 sitios de corte. No fue necesario contemplar la
alquilacion ya que no hay cisteinas involucradas. Los m/Zsesrico de los mismos son: 2332.20,
2591.34,3011.54, 3270.68 y 3286.70. Se confirmé la ausencia de dichas senales en el MS, lo
gue apoya la ausencia del prepéptido en la proteina. En este sentido, hay reportes en la
literatura que reafirman este hallazgo. Por ejemplo, en un trabajo de Huang y
colaboradores, expresan una proteina de fusidn con HSAr en P. pastoris, utilizando el
prepéptido de la HSA como secuencia sefial de secrecién. En el mismo confirman el correcto
procesamiento del prepéptido por parte de la levadura mediante secuenciacion amino
terminal (152). De manera similar, en un reporte de Bobik y colaboradores en el que
expresan HSAr en GS115 de P. pastoris, también verifican el correcto procesamiento del
prepéptido (122). En conjunto, la ausencia de sefiales correspondientes al prepéptido en el
MS vy los reportes de la literatura, refuerzan la idea de que la levadura corta correctamente

el prepéptido antes de la secrecion de la proteina al exterior celular.

Se destaca también la presencia de una sefial en el MS de m/z 1149.60 que puede
corresponder a los primeros 10 aminodcidos de la secuencia (extremo amino terminal,
m/Z:esrico = 1149.58) cuando la tripsina saltea un sitio de corte, o bien puede corresponder a

los aminoacidos 42-51 (M/Z:esrico = 1149.62). Ambos péptidos se muestran en naranja en la
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Figura 5.8, panel B. Para confirmar la identidad del péptido es necesario fragmentarlo y
obtener el MS/MS donde se puedan ver los iones hijos b e y. En esta ocasidon no se

fragmento pero se tendra en cuenta para futuros experimentos.
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Figura 5.8. Espectrometria de masa MALDI-TOF del Domlys. Se realizé una alquilacidn reductiva y
posterior tripsinizacion del Domlys. La muestra se desalé mediante zip tip. (A) MS del Domlys con
asignacion de péptidos. En rojo se muestra el péptido monocargado de la Cys34 modificado por
iodoacético. (B) Secuencia aminoacidica del Doml. Se muestran en azul los péptidos identificados en
el MS, y en naranja los dos péptidos posibles para la sefal de 1149.63.

En particular, se logré detectar el péptido que contiene a la Cys34 (m/Ztesrico =
2433.26, reducido sin alquilar) modificado por la reaccion con iodoacético (+ 58.03 Da,
M/Zsesrico = 2491.29; destacado en rojo en la Figura 5.8, panel A). Como era de esperar, no se
vio el péptido reducido sin modificar, asi como tampoco se observaron los derivados
oxidados acido sulfénico (+ 16 Da, M/Ziesrico = 2449.26), sulfinico (+ 32 Da, M/Ztesrico =

2465.26) y sulfénico (+ 48 Da, m/ziesrico = 2481.26).

Para confirmar que se trataba del péptido de la Cys34 alquilado se fragmentd dicho
péptido (m/z = 2491.23) y se obtuvo el espectro de masas en tandem (MS/MS). Se
encontraron varios iones b e y hijos, que mostraron la presencia de la modificacion en Ila
posicion de la Cys34 (Figura 5.9). En particular se destacan los iones y7 vy bi3 (los ultimos sin
modificar), y el yg+58 y b14+58 (los primeros modificados), que indican que la modificacién
por iodoacético se encuentra en la posicion de la Cys34. Se puede ver en el espectro, que la
sefial del ion y;, que corresponde a la fragmentacion entre Cys34 y la prolina adyacente, es

la sefal mas intensa del espectro. La buena intensidad de este péptido se ha visto en otras
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ocasiones cuando se fragmenta el péptido de la Cys34 de la HSA (53, 54). En conjunto estos
resultados demuestran que el tiol no se encuentra irreversiblemente oxidado y que es capaz
de reducirse bajo condiciones de alquilacion reductiva, lo cual es de especial relevancia para

nuestro trabajo.
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Figura 5.9. Espectrometria de masa de MALDI-TOF del Domlys. MS/MS del péptido de
la Cys34 con iones b e y asignados. Se destacan en rojo iones claves para determinar la
posicion de la modificacion por acido iodoacético.

Reduccién con 2-mercaptoetanol, cuantificacion de tioles y determinacion de la constante
de reaccion con DTNB. En el experimento anterior se buscd reducir todas las cisteinas por lo
gue se utilizaron condiciones de reduccién “fuertes” incluyendo el uso de desnaturalizantes.
En particular resultaba de interés saber si la Cys34 era capaz de reducirse, al menos en esas
condiciones fuertes de reduccion. Una vez confirmado esto, se procedié a poner a punto la
reduccion selectiva de la Cys34, manteniendo los disulfuros como tales. Para ello, se
ensayaron distintas condiciones de reduccion variando el reductor, el tiempo vy la
temperatura de incubacion. Uno de los reductores utilizados fue el 2-mercaptoetanol, que

se usa habitualmente para reducir HSA (137).

En primer lugar, se realizé la reduccion incubando con 2-mercaptoetanol (10 mM)
durante 30 min en agitacién y a temperatura ambiente, y luego se gel filtré para eliminar el

exceso de reductor. La cuantificacion de tioles se realizd mezclando Domlys (11.5 uM) con
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distintas concentraciones finales de DTNB (50, 100 y 200 uM) y registrando la formacion de
TNB en el tiempo a 412 nm (Figura 5.10) (138). Ademas se realizd un control con HSA
reducida y DTNB 200 uM. El experimento fue realizado en amortiguador fosfato de sodio 20
mM pH 7.4. En la Figura 5.10 se muestra a modo de ejemplo uno de los cursos temporales
obtenidos para el Domlys, el curso temporal para la HSA y los demds controles realizados. El
aumento de la absorbancia fue considerablemente mds rapido en el caso del Domlys, que
en el caso de la HSA. Esto sugiere una mayor reactividad de la Cys34 del Domlys. Adema3s se
realizd un control de DTNB para tener en cuenta la absorbancia basal correspondiente a la
hidrdlisis espontanea del mismo, y uno del Domlys para tener en cuenta la contribucioén a la

absorbancia a 412 nm considerando lo observado en el espectro (Figura 5.6, panel B).
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Figura 5.10. Cuantificacion de tioles con DTNB. Se incubd Domlys (44 uM)
con 2-mercaptoetanol (10 mM), 30 min a temperatura ambiente. Luego se
elimind el exceso de reductor. Se mezclé Domlys reducido (11.5 uM) con
DTNB (200 uM) y se registré la absorbancia a 412 nm. El curso temporal se
ajustd a una ecuacién exponencial mas recta. Ademas se realizé un control de
HSA reducida (10 uM) con DTNB (200 puM), cuyo curso temporal se ajusto a
una ecuacidn exponencial simple. Los ajustes se muestran en rojo. Inserto:
controles correspondientes al Domlys, HSA y DTNB. Todo el experimento se
realizd en amortiguador fosfato de sodio 20 mM pH 7.4.
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En el caso de la HSA, se ajusto el curso temporal a una ecuacion exponencial simple
de la que se obtuvo una constante observada (k.ps). A partir de esta y en condiciones de

pseudoprimer orden se obtiene la constante de reaccion de orden dos (k):
kops = k[DTNB]

La kyss obtenida de esta manera es de 4.6 M™ s? (fosfato de sodio 20 mM, pH7.4 y
25 °C). El valor reportando para la HSA delipidada es de 15.4 M™ s (20, 53). La diferencia
entre estos valores puede explicarse en términos de diferente fuerza idnica puesto que el
reportado se determind en fosfato 100 mM, pH 7.4 y 25 °C (n = 0.26 M). De hecho, en uno
de esos articulos se observd que a mayor fuerza idnica mayor es la constante de reaccién.
Considerando la fuerza iénica del fosfato de sodio 20 MM (1 = 0.052 M), y partir de los datos
presentados en el articulo es posible estimar una kyss de 4 M?ts?t (20), lo cual coincide con

el obtenido en este experimento.

En el caso del Domlys, los datos ajustaron a una ecuacién exponencial mas recta. El
hecho que no ajuste a una ecuacion exponencial simple sugiere que hay una reaccion
posterior, muy lenta, de reducciéon del DTNB. Esta reaccidon podria deberse a la reduccion

del DTNB por componentes del pigmento pero no se explord en profundidad.

Para el cdlculo de la concentracién de tioles, dado que la reaccidén es rapida, se
considerd la amplitud del ajuste y se corrigid por el valor de absorbancia inicial determinada
como la suma de la absorbancia de los dos controles (DTNB y Domlys). Se obtuvo asi un
valor concentracion de tioles de 2.3 uM que corresponden a una relacion SH/Domlys de
0.20. Esto sugiere que la Cys34 no se redujo del todo, en estas condiciones, lo cual se
discutird mas adelante. De hecho, en estas condiciones de reduccidn, para la HSA se

obtienen normalmente valores entre 0.55 y 0.95 (137).

Para la determinacién de la constante de reaccion se registraron cursos temporales a
distintas concentraciones de DTNB, se determinaron las ks y se construyé el grafico de kops
vs [DTNB]. Este se ajustd a una recta para obtener, a partir de la pendiente, la constante de
orden dos, kpoms ms (Figura 5.11). La misma es de 110 M™ st en fosfato 20 mM pH 7.4y 25
°C, y es ~ 24 veces mayor que lo observado para la HSA en iguales condiciones
experimentales (4.6 M™ s'). El intercepto en el eje y del grafico es 0, tal como se espera

para una reaccion irreversible.

65



0.024 Figura 5.11. Grafico secundario de

kops (s™) vs [DTNB] (M) para el
0.020 - Domlys. Del ajuste a la recta se
obtiene kpom ms.
0.016 -
H-& 0.012 -
~<° 0,008 -
0.004 -
0.000 \ \ \ \
0 5x10°  1x10*  2x10*  2x10*

[DTNB] (M)

Con el objetivo de tener un mejor cociente SH/Domlys se evalué otra condicion de
reduccion. En este caso se incubd la proteina (de la misma purificaciéon) con la misma
concentracion de 2-mercaptoetanol (10 mM) pero durante toda la noche a 4 °C (53, 54,
137), y se elimind el exceso de reductor por gel filtracidon. Luego se siguid nuevamente la
reaccién del tiol con DTNB por absorbancia a 412 nm. Dado que el resultado anterior
indicaba que la kpomi ms €s mayor que la kysa, incluso a baja fuerza idnica, para enlentecer la
reaccion se sustituyd la condicién de DTNB 200 uM y por una de 75 uM. Se evalud entonces
la reaccién con 50, 75 y 100 uM DTNB. Se utilizé amortiguador fosfato de sodio 100 mM, pH
7.4 con DTPA 0.1 mM.

Al igual que en el experimento anterior se realizaron los controles correspondientes
y se ajustaron los cursos temporales a una ecuacidon exponencial mas recta para graficar kops
vs [DTNB] y determinar la kpoms ms (Figura 5.12). La relacion SH/Domlys se hallé de la misma
manera que en el experimento anterior ya que nuevamente no hay registro de los primeros

segundos de la reaccidn. También se realizé el control de HSA reducida y DTNB 100 pM.

La relacion SH/Domlys determinada fue de 0.14, por lo que se concluye que la
reduccion no mejora en estas condiciones. En cuanto a la kpomi s, s€ determiné un valor de
229 M* s, mayor al determinado en el experimento anterior (110 M s™). En el caso del
control con HSA reducida, la kuysa hallada fue de 11.5 M™* s, del orden de lo reportado y
mayor que lo hallado en el experimento anterior. Estas diferencias entre experimentos se
adjudican al cambio en la fuerza idnica de trabajo, como se comentd anteriormente. Se
puede ver como tanto para el Domlys como para el control de la HSA, cuando se utilizé el

amortiguador fosfato de sodio 100 mM se obtuvieron constantes de reaccion mayores que
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cuando se utilizo fosfato de sodio 20 mM. Los datos obtenidos para el Domlys se resumen
en la Tabla 5.2.
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Figura 5.12. Cuantificacion de tioles con DTNB y aproximacion a la kpom ms- Se incubé Domly;s (44
UM) con 2-mercaptoetanol (10 mM), toda la noche a 4 °C. Luego se elimind el exceso de reductor. Se
mezclé Domlys reducido (13 uM) con DTNB (50, 75 y 100 uM) y se registro la absorbancia a 412 nm.
El experimento se realizd en amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con DTPA 0.1 mM (A)
Curso temporal de la reaccion del Domlys con DTNB (100 uM) ajustado a una ecuacidn exponencial
mas recta. Ademas se realizdé un control de HSA reducida (10 uM) con DTNB (100 puM), cuyo curso
temporal se ajusté a una exponencial simple. Los ajustes se muestran en rojo. (B) Grafico secundario
de kops (s™) vs [DTNB] (M) para el Domlys. Del ajuste a la recta se obtiene Kpom ws.

Tabla 5.2. Relacién SH/Domly;s y kpom; Obtenidos para las dos condiciones de reduccién con 2-
mercaptoetanol ensayadas.

Reduccién SH/Domlys Koom (M s7)
30 minutos, temperatura ambiente®’ 0.20 110 (fosfato de sodio 20 mM)
16 h, 4 °C° 0.14 229 (fosfato de sodio 100 mM)

% Se incub6 Domlys 44 pM con 2-mercaptoetanol 10 mM durante 30 min a temperatura ambiente. Para la
cuantificacién se mezclé Domlys reducido 11.5 uM con DTNB 50, 100 y 200 uM. Se utilizd6 amortiguador
fosfato de sodio 20 mM pH 7.4. ®Se incubé Domlys 44 UM con 2-mercaptoetanol 10 mM toda la noche (16 h) a
4 °C. Para la cuantificacién se mezclé Domlys reducido 13 uM con DTNB 50, 75 y 100 puM. Se utilizé
amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con DTPA 0.1 mM.

Reportes previos muestran que la kysa para la proteina deslipidada es de 15.4 M s™
(20, 53) mientras que para la HSA lipidada es de 100-115 M™ s, dependiendo del acido
graso utilizado y la proporcion en la que se lipidd (20). Ambas determinaciones fueron

realizadas en fosfato de sodio 100 mM pH 7.4 con DTPA 0.1 mM. Si se comparan estos
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valores con los recién obtenidos para el Domlys (Tabla 5.2), teniendo en cuenta la
concentracion del amortiguador, se observa que los Ultimos son mayores. Esto indica una
mayor reactividad del DTNB con el tiol del Domlys versus el tiol de la HSA. Se proponen las

siguientes hipotesis para explicar dicha observacion:

Aumento de la exposicion del tiol de Cys34 en el Domlys. Esto implicaria un menor
impedimento estérico para el DTNB en solucidn, lo que aceleraria la reaccidn con el tiol. Este
aumento de exposicion puede deberse a un cambio en la estructura terciaria respecto a la
HSA, que puede explicarse por varios factores. Por un lado, puede estar determinado por
una disminucion en el nimero de interacciones no covalentes que ayudan a estabilizar la
estructura, como consecuencia directa de la falta de los Domll y lll. De hecho estd reportado
en experimentos de dicroismo circular, que hay variaciones en los porcentajes de los
distintos tipos de estructura secundaria entre los dominios por separado y la HSA (124). La
exposiciéon al solvente de porciones de la proteina que en la HSA estan protegidas por los
otros dominios, sobre todo tratandose de una proteina monomérica, puede ser causal para
gue adquiera una conformacién y una estabilidad en solucién distinta. Por otro lado, es
posible que el Domlys posea ligandos unidos que generen pequefios cambios en la
estructura, como se comentd anteriormente en la introduccidn. Finalmente, la presencia de
glicosilaciones también podria influir en el plegamiento (123) y por lo tanto en la reactividad
del tiol. En este sentido, se debe destacar que en la secuencia aminoacidica no hay
secuencias consenso para N-glicosilacion. De hecho la HSA sintetizada por el higado es la
Unica proteina plasmatica no glicosilada. En un gel nativo realizado para HSAr y HSA
comercial por Lucia Turell y Rodrigo Lombide se observé que ambas proteinas migran igual
indicando la ausencia de dicha modificacién. Asimismo, en el trabajo de Dockal vy
colaboradores expresan los tres dominios por separado en GS115 y los analizan por
espectrometria de masas de MALDI-TOF, isoelectroenfoque y gel fitracién analitica, vy
concluyen que ninguno de los dominios es glicosilado por la levadura (124). De todas
maneras, no contamos con evidencia experimental directa sobre la ausencia de glicosilacion
del Domlys expresado en este trabajo. Disminucion de las cargas del Domlys respecto a la
HSA. Dada la homologia existente entre los tres dominios de la HSA, el Doml poseerd ~ 1/3
del total de las cargas. De esta manera, la carga neta a pH 7.4 continuara siendo negativa,
pero menor que en el caso de la HSA. El DTNB también presentara carga negativa, dado que
sus grupos carboxilato estdn desprotonados. Por lo tanto es razonable pensar que como
consecuencia de la disminucién de cargas del Doml, la reaccién se vea acelerada, como se
espera de acuerdo a la teoria del estado de transicién en relacion al efecto de la fuerza
idnica (153).
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Reduccion de otras cisteinas. Basados en la experiencia de nuestro grupo en el trabajo con
HSA y en particular en la reactividad de su Unico tiol libre, se espera que la cisteina que se
redujo sea la Cys34 (137). En el caso que se hubiesen reducido puentes disulfuro y que
entonces se tuviese una mezcla de distintas cisteinas reducidas, es de esperar que los
regitros fuesen mas complejos, ajustando a funciones doble o triple exponencial. Ademas,
se podrian obtener relaciones SH/Domlys mayores que uno. Si bien esto no sucede en
nuestros registros (Figuras 5.10 y 5.12), para corroborar que efectivamente solo la Cys34 se
reduce con 2-mercaptoetanol, se recurrirda nuevamente a la espectrometria de masa. Esto

se retomara mas adelante.

Reducciéon con DTT y cuantificacion de tioles con DTNB. Dado que con la reduccién con 2-
mercaptoetanol se obtienen relaciones SH/Domlys bajas (0.14-0.20) se decidié explorar la
reduccidon con DTT. Para poner a punto el tiempo de incubacién, se mezclé Domlys con DTT
y se dejo en agitacion 1 o 2 h a 4 °C. Para cuantificar los tioles se utilizé Domlys 94 o0 53 uM,
para 1y 2 h de incubacion, y una sola concentracién de DTNB (200 uM). En ambos casos los
registros cinéticos resultaron complejos y ajustaron a mas de una exponencial. Ademas, en
la incubacion de 2 h la relacién SH/Domlys fue mayor a 1 (datos no mostrados). Esto indica
la reduccion de disulfuros internos del Domly;s. Este comportamiento ya ha sido evidenciado
para la HSA (17, 137). Por lo tanto, el DTT no resulta un buen reductor si lo que se busca es

reducir Unicamente a la Cys34.

Reducciéon, marcado diferencial y analisis por espectrometria de masa de MALDI-TOF. El
objetivo de este ensayo fue corroborar que la Unica cisteina que se reduce con 2-
mercaptoetanol es la Cys34. Con este objetivo, en primer lugar, se redujo el Domlys con 2-
mercaptoetanol (10 mM), toda la noche a 4 °C. Los tioles reducidos de esta manera se
bloquearon irreversiblemente con iodoacetamida, otro agente alquilante. Luego se hizo una
reduccion mas fuerte con DTT (2 mM durante 2 h a 37 °C), de manera de reducir los puentes
disulfuro del Domlys. Estos nuevos tioles se bloquearon con acido iodoacético. Finalmente
se tripsinizd la muestra para analizar los fragmentos tripticos. La razén por la que se realizd
una segunda reduccion es para que el andlisis de los espectros resulte mas sencillo. Se debe
recordar que el Doml tiene 5 enlaces disulfuro y que en un mismo fragmento triptico
pueden encontrarse una o mas cisteinas que pueden tener su par en otro péptido contiguo.
Esto dificulta en gran medida el analisis de los resultados y las conclusiones que se puedan

extraer.

Es importante tener en cuenta para el andlisis, que la modificacion de un tiol por
iodoacetamida (carbamidometilacidon) o por acido iodoacético (carboximetilacion) genera

un aumento de masa de + 57.05 y + 58.03 Da, respectivamente. Por lo tanto para hacer una
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asignacion de sefales confiable y robusta, es necesario tener una buena calibracién. Para
ello se realizé una calibracién interna con sefiales del propio MS, correspondientes a
péptidos que no poseen residuos de cisteina y por lo tanto no estdn modificados. De esta

manera se logré obtener un error de menos de 0.08 Da.

En el MS (Figura 5.13), se obtuvo una cobertura de secuencia del 90%. Nuevamente
se observd un péptido de m/z 1149.62 que puede corresponder a los primeros 10
aminoacidos o al péptido de los aminoacidos 42-51. Los ultimos 5 aminoacidos no se

observaron en el espectro.
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En el MS se destaca la sefial de m/z = 2490.33 que corresponde al péptido de la
Cys34 (M/Ztesrico = 2433.26, reducido sin alquilar) carbamidometilado (+ 57.05, M/Zsegrico =
2490.31; detacado en rojo en la Figura 5.13). El patréon de distribucion istépica del péptido
(Figura 5.14, panel A) refleja que el marcado es homogéneo, es decir, que no esta
carboximetilado (M/ztesrico = 2491.29). El MS/MS que se obtiene al fragmentar el péptido de
m/z = 2490.33 es consistente con la carbamidometilacion de la Cys34 (Figura 5.14, panel B).
En particular, la presencia de los iones y; e yg+57 es fundamental para poder realizar esa

afirmacion.
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Dado que la relacion SH/Domlys obtenida mediante la reduccion con 2-
mercaptoetanol (en iguales condiciones que en este experimento) fue de 0.14, se esperaba
encontrar en el MS, al péptido de la Cys34 en otros estados de oxidacidn. Como se comentd
en la introduccién, la cisteina en general, puede presentar diferentes modificaciones que
generan cambios de masa caracteristicos por los que se los puede identificar por

espectrometria de masa. En la Tabla 5.3 se detallan dichas modificaciones.
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Tabla 5.3. Posibles modificaciones oxidativas de la cisteina. Se muestra para cada modificacion, el
cambio de masa y el m/Zi4i, calculado en base al Mm/z.4.ico del péptido de la Cys34 con el tiol
reducido (m/Zsesrico = 2433.26).

Nombre Modificacion Amasa (Da) M/ Ze6rico
Acido sulfénico +0 +16.00 2449.26
Acido sulfinico +20 +32.00 2465.26
Acido sulfénico +30 +48.00 2481.26
Sulfenamida -2H -2.01 2431.25
Sulfinamida +20,-2H +13.98 2447 .24
Sulfonamida +30,-2H +29.98 2463.24
Dehidroalanina -S,-2H - 34.08 2399.18
Disulfuro con 2- +4H,+S,+2C,+0 +76.12 2509.38
mercaptoetanol

Sin embargo se constatd la ausencia de cualquiera de estas modificaciones tanto en
este experimento como en el anterior (“Alquilacion reductiva, tripsinizacién y analisis por
espectrometria de masas de MALDI-TOF”), lo cual resulta intrigante. Se considerd incluso la
posibilidad de que se hubiese formado un disulfuro mixto entre la Cys34 y el 2-
mercaptoetanol durante el tiempo de reduccidon, pero tampoco se evidencié dicha
modificacion en el MS. El hecho de no haber encontrado estas sefiales, sugiere que la Cys34
puede estar modificada covalentemente por otros compuestos de identidad desconocida.
Esta modificacion ademas, no seria reducible por 2-mercaptoetanol y DTT, que son los

reductores utilizados en este experimento.

En lo que respecta a la modificacién de otras cisteinas, se observaron varios péptidos
carboximetilados (+ 58.03 Da) (Figura 5.13). Si bien no se cuenta con un MS/MS de cada uno
para confirmar la posicion de la modificacion dentro del péptido, es de esperar que la
misma sea en residuos de cisteina que fueron previamente reducidos por el DTT. De todos
los péptidos que aparecen modificados por iodoacético, solo uno se identificd6 como
probablemente modificado por iodoacetamida. Se trata de una sefial de m/z = 2666.33, que
puede corresponder al péptido de la Cys124 (M/Ziesrico = 2593.24) carbamidometilado (+

57.05 Da) y con la metionina oxidada (+ 16 Da). En ese caso se trataria de una doble
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modificacion y por lo tanto para confirmarla se necesita el MS/MS del péptido
correspondiente. Ademas, si la Cysl24 se hubiese reducido con 2-mercaptoetanol vy
estuviera carbamidometilada, se esperaria encontrar a la cisteina con la que normalmente
forma el disulfuro (Cys168) también carbamidometilada. Sin embargo dicha cisteina se
observd Unicamente caboximetilada, indicando su reduccién por DTT y no por 2-

mercaptoetanol.

Por ultimo se buscaron nuevamente péptidos que pudieran indicar la presencia del
prepéptido en la proteina. Estos péptidos buscados corresponden a los esperados para el
pre-Doml tripsinizado, considerando que la enzima se saltee hasta 2 sitios de corte. Se trata
de los mismos péptidos que se buscaron en el experimento de alquilacién reductiva del
Domlys. Los m/Z:esrico de los mismos son: 2332.20, 2591.33, 3011.54, 3270.67, 3286.70. Se
confirmé la ausencia de dichas sefiales en el MS lo que apoya una vez mas, que la levadura

corta el prepéptido antes de la secrecion del Doml.

En suma, los resultados obtenidos de los ensayos cinéticos de Domlys reducido y
DTNB, y del presente experimento, apuntan a que tras el tratamiento del Domlys con 2-
mercaptoetanol 10 mM durante toda la noche a 4 °C, se reduce Unicamente la Cys34. Queda
por dilucidar en qué forma se encuentra el resto de la Cys34 que no se redujo en dichas

condiciones.

5.2.2 Dominio | de la secuencia de referencia (Domisg)

Hasta ahora se presentaron resultados obtenidos con el Domlys cuya construccion
se realizd a partir de la secuencia obtenida para la HSAr. Este constructo presentaba dos
mutaciones sindbnimas en la secuencia codificante del Doml (Domlys) y fue lo que se utilizd
para poner a punto la purificacidon y reduccién de la proteina. En la Tabla 5.4 se detalla la

informacién de cada mutacion.

Tabla 5.4. Mutaciones sindnimas presentes en el ADNc del Domly;s y el uso de dichos codones en
P. pastoris. Las frecuencias fueron tomadas de la pagina de GenScript®.

Mutacion Cambio en el Frecuencia/1000 Aminoacido en el
codon Doml maduro

T361C TTG vs. CTG 0.33vs.0.16 Leul03

T577C GCT vs. GCC 0.45 vs. 0.25 Alal75

En el marco de una conversacién con una colega, surgié la duda de si esas
mutaciones podrian influir de alguna manera en el plegamiento de la proteina. Intrigados

por la importancia que pudiesen tener esas mutaciones para la velocidad de traduccion y de
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plegamiento, y por lo tanto para el plegamiento adoptado por la proteina (154), se decidio
comenzar nuevamente con una secuencia sin mutaciones. En el caso del Doml en particular,
un plegamiento incorrecto podria implicar una mayor o menor exposicién de la Cys34,

afectando la reactividad de la misma.

Transformacion de GS115. Se obtuvo el plasmido pPICZA conteniendo la secuencia
codificante para el pre-Domlsg (GenScript®). Mediante secuenciacién, se corrobord que no
hubiesen mutaciones u otros errores en la secuencia codificante del Domlsz. Para ello se
utilizaron tres cebadores. Dos de ellos, uno directo y uno reverso, hibridan por fuera de la
secuencia del Doml (AOX-5"y AOX-3"). El tercero, reverso, hibrida dentro de dicha secuencia
(SgR1). Tanto con el cebador AOX-5" como con el AOX-3" se obtuvo la secuencia completa
del Doml que coincidié con lo esperado. Luego se transformaron bacterias XL1 de E. coli
para la propagacién del mismo y se realizé la extraccién del ADN plasmidico. Posteriormente
se linealizé dicho ADN con la enzima de restriccion Pmel que posee un solo sitio de corte en
la regién AOX y no corta en la secuencia codificante para el Domlisg. La linealizacién se
verificd mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 5.15, panel A). El nimero de pares
de bases esperado para el producto de digestién es de aprox. 3.9 kb si se considera que el
tamario del pPICZA y de la secuencia codificante del Domlsg por separado, es de 3.3 kb y 642
pb, respectivamente. Se concluyd entonces que la migracion del producto de linealizaciéon
en el gel es consistente con el tamafio esperado. En siguiente lugar se purificd el ADN lineal

y se obtuvo una concentracién de 1075 ng/uL que corresponden a 8.6 ug de ADN.

A B

! -—
4000pb —y ==
3000pb =

Figura 5.15. Linealizacion del plasmido y seleccion de transformantes multicopia (A) Gel de agarosa
al 1%. Carril 1: MPM 1 kb plus DNA ladder; 2: vector pPICZA-Domls sin digerir; 3: producto de
digestion. (B) Seleccidn de transformantes multicopia. Se plaguearon 23 colonias aisladas en YPDS
agar con zeocina 700 pg/mL. Se seleccionaron 5 clones para la preparacion de crioindculos. Estos
corresponden a las posiciones 1, 9, 28, 32 y 45.
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La totalidad del ADN se utilizé6 para transformar células GS115 His™ Mut® de P.
pastoris por electroporacion. Luego de la transformacién se plaquearon diferentes
volumenes de la mezcla en YPDS con zeocina 100 pg/mlL, antibidtico al que confiere
resistencia el plasmido utilizado. De las colonias que crecieron y que por lo tanto
incorporaron el plasmido, se utilizaron 23 para estriar una placa de YPDS con zeocina 700
ug/mL. Como se comentd previamente, P. pastoris es capaz de integrar multiples copias de
pldsmido a su ADN gendmico mediante recombinacion homdloga. Por lo tanto se espera
qgue aquellas células que crezcan a altas concentraciones de antibidtico sean las que
incorporaron mas copias de plasmido. Todas las colonias plagueadas crecieron en presencia
de zeocina 700 pg/mL (Figura 5.15, panel B). Se seleccionaron las 5 que presentaron mayor

crecimiento y se prepararon crioinéculos.

Expresion del nuevo Domlsg. Para evaluar la expresién de los clones se crecieron precultivos
en YPD a partir de colonias aisladas de cada uno, luego se escalaron los cultivos en medio
BMGY y se realizé la induccién en el medio BMMY que posee metanol. Todo el
procedimiento se realizé de la misma manera que para la expresion del Domlys. La
expresion se evalud por SDS-PAGE observandose en todos los casos una banda que aumenta
en intensidad conforme transcurre el tiempo de induccidn y que ademds presenta una
migracion consistente con el tamano esperado para el Doml (22371.39 Da). En la Figura
5.16, se muestra el resultado para uno de los clones. Para cada clon se realizé

espectrometria de masas a partir de la banda del gel y se confirmd que correspondia al

Doml.
Figura 5.16. Expresion del Domlgg. SDS-PAGE
kDa 1 2 3 4 5 6 & P *
. reductor de la expresion de uno de los clones,
97.0 carril 1: MPM; 2-6: sobrenadantes del medio de
66.0 cultivo at =0, 24, 48, 72 y 96 h de induccién.
450
300 -
201 | 4
14.4 .

75



Durante la expresién de la proteina se evalud la presencia de otros microorganismos
contaminantes en el medio de cultivo como posibles responsables de la produccién del
pigmento marrén. Se constatd a nivel macroscépico, la ausencia de contaminacién por otros
microorganismos (datos no mostrados). Esto sumado a que la presencia del pigmento ha
sido sistemdtica y que ha sido reportada en la literatura (147-150), sugiere que P. pastoris

es el microorganismo responsable de la produccion del pigmento.

Purificacion. Nuevamente el primer paso de purificacién consistio en la centrifugacién del
cultivo y posterior precipitacion del sobrenadante con sulfato de amonio, observandose
nuevamente el pigmento marrén. Luego de removido el sulfato de amonio por dialisis, se

recurrid a la cromatografia de intercambio catidnico puesta a punto anteriormente.

Cromatografia de intercambio catidnico

Al igual que con el Domlys, con esta cromatografia se logrd eliminar la mayor parte
del pigmento asi como también proteinas contaminantes (Figura 5.17). Sin embargo, a
diferencia de oportunidades anteriores, se observd la presencia de una proteina
contaminante con peso molecular mayor a 66 kDa en la fraccidon purificada (Figura 5.17,
panel B, carril 4). Su analisis por espectrometria de masas a partir de la banda del gel indicé
gue se trataba de una proteina de funcidn desconocida, similar a una familia de proteinas de
la cepa GS115 de P. pastoris especializada en la unidn a esteroles. Para tratar de eliminar

dicha contaminacidn se recurrié a una cromatografia de afinidad.

A B
12 FNU 100 kba 1 2 3 4
80
B T 180
S 60 2 97.0
) ‘g 66.0
S = %0 45.0
o g 0
S 40 J © 30.0
< S 40 °
2 ]
o) 5 20.1
3 205 5
< o
O 14.4
0 10
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Figura 5.17. Purificacion del Domls; por cromatografia de intercambio catiénico, CM sefarosa. (A)
Cromatograma. Amortiguador de inicio acetato de sodio 20 mM pH 5.0; la elucién se realizdé con un
salto en la concentracion de NaCl de 0 a 1 M; flujo 3 mL/min. Se destacan la FNU y FU. (B) SDS-PAGE
reductor del dializado, siembra y fracciones obtenidas en la cromatografia, carril 1: MPM; 2:
dializado; 3: FNU; 4: FU.
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Cromatografia de afinidad

Para tratar de purificar al Domlsg de la proteina contaminante, se utilizé una resina

Blue sepharose derivatizada con grupos Cibacron blue F3G-A, que interaccionan con sitios

especificos de la albumina. Esta resina se utiliza normalmente como método de purificacion

de HSA plasmatica y de HSAr (121, 123, 126). Segun lo reportado, la interacciéon de los

grupos cibacrén con la albumina ocurre a nivel de los bolsillos hidrofébicos ubicados el

subdominio lIA y IlIA (17, 124). Aln asi existe un reporte que muestra que el Doml aislado

también es capaz de unirse a la resina (124). Dadas las caracteristicas de los grupos Cibacron

blue F3G-A, esta resina puede unir otras proteinas ademds de albumina. Por ejemplo,

interferén, factores de la coagulacién, y enzimas que utilicen NAD" y NADP® como

coenzimas.
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Figura 5.18. Cromatografia de
afinidad con resina de Blue
sepharose, del Domlg. (A)
Cromatograma. Amortiguador
fosfato de sodio 20 mM pH 7.0; la
elucidn se realizd con un salto en
la concentracion de NaCl de 0 a 2
M; flujo 1 mL/min. Se destacan las
fracciones obtenidas, FNU y FU.
(B) SDS-PAGE reductor, carril 1:
MPM; 2: vacio; 3: FNU; 4: vacio; 5:
FU; 6: vacio; 7: dializado.

Para la cromatografia se utiliz6 Domlsg purificado por intercambio catidnico, que

ademas de presentar menos proteinas contaminantes, posee menor cantidad de pigmento.

En el cromatograma se puede observar un pico correspondiente a la FNU y otro que eluye al

aumentar la fuerza idnica, correspondiente a la FU (Figura 5.18, panel A). Mediante SDS-
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PAGE se evidencié que el Domlsg se encontraba principalmente en la FNU mientras que una
parte de la proteina contaminate eluye en la FU y otra parte en la FNU (Figura 5.18, panel
B). Esto indica que el Domlsg no interaccion con los grupos cibacrén, al menos en las
condiciones utilizadas en la cromatografia. Si bien el resultado de la cromatografia fue

opuesto al esperado, sirvié para aumentar la pureza de la muestra.

Reduccion con 2-mercaptoetanol y cuantificacion de tioles con DTNB. Para reducir al
Domlsg se tomaron como punto de partida los resultados obtenidos para el Domly;s. Por este
motivo, la condicién de reduccion utilizada fue aquella en la que se corroboré mediante
registros cinéticos y por espectrometria de masa de MALDI-TOF, que se reducia Unicamente
la Cys34. Se incubd entonces, Domlsg con 2-mercaptoetanol (10 mM), toda la noche a 4 °C.
A continuacidon se elimind el exceso de reductor mediante gel filtracién. Para la
cuantificacion de tioles se mezclé Domlsg reducido (16.5 uM) con DTNB (100 uM) y se siguio

absorbanciaa 412 nm.

Si se considera el cambio de absorbancia a lo largo de todo el registro temporal, se
obtiene una relacion SH/Domlsg de 1.15, lo que podria indicar que se produjo la reduccién
de disulfuros internos o que no habia logrado eliminarse todo el 2-mercaptoetanol. Por otro
lado, el curso temporal de la reaccién ajusta a una funcién doble exponencial mas recta de
la que se obtienen dos kops (kobs: Y Kobs2), dos amplitudes (amp; y amp,) y una pendiente
(Figura 5.19). La kops; corresponde al proceso mds rapido y dividiendo entre la concentracion
de DTNB se obtiene una k; de 1097 M™* s™. Esta fase tiene una amp; pequefia (0.047), de
hecho se puede observar que no hay registro de los primeros segundos. En cambio, para el
segundo proceso, del cual se tiene un registro mas completo, se puede calcular una k, de
253 M™ s Esta es similar a la observada para el Domlys en este mismo amortiguador lo
gue sugiere, teniendo en cuenta que se trata de una primera aproximacion, que k;
corresponde a la reaccion de la Cys34 con DTNB. Ademas, si se calcula la relacion SH/Domlsg
a partir de la amp; (0.14), se obtiene un valor de 0.45 que seria consistente con la reduccion

Unicamente de dicha cisteina.
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Figura 5.19. Cuantificacion de tioles
0.45 con DTNB. Se incubé Domlsz (43 uM)
con 2-mercaptoetanol (10 mM), toda la

0.40 noche a 4 °C. Luego se elimind el exceso
de reductor. Se mezclé Domls; reducido
(21.5 pM) con DTNB (100 uM) en
0.35+ amortiguador fosfato de sodio 100 mM,
pH 7.4 con DTPA 0.1 mM, y se registro

030 la absorbancia a 412 nm. Se muestra el

Absorbancia (412 nm)

curso temporal de dicha reaccion
ajustado a una ecuacién doble

0. 25 T T T T T T 1
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exponencial mas recta. El ajuste se
muestra en rojo.

Por otro lado, por su valor, la k; corresponde a un proceso ~ 4 veces mas rapido que
la reaccién de la Cys34 con DTNB. El proceso asociado a esta k; podria corresponder a la
reduccion de disulfuros internos durante el tratamiento con 2-mercaptoetanol 10 mM y la
posterior reaccién de los tioles formados con DTNB. Alternativamente, la k; podria deberse
a la reaccién de 2-mercaptoetanol remanente con DTNB, pues a pesar que la proteina habia
sido gel filtrada luego del tratamiento, es posible que hubiera quedado reductor. De hecho,
la constante de velocidad entre 2-mercaptoetanol y DTNB, independiente del pH (la que se
determinaria si todo el 2-mercaptoetanol estuviera como tiolato), es de 1.5 x 10’ M™ min™
(2.5 x 10° M s%) (155). Teniendo en cuenta que el pK, del 2-mercaptoetanol es de 9.6
(156), la constante aparente a pH 7.4 es de 1567 M s™*. Este valor es comparable al valor de
1097 M s obtenido a partir de nuestro experimento. Por lo tanto, se puede inferir que el
reductor no fue eliminado correctamente de la muestra. De los valores de amplitud y de
controles con DTNB o Domlsg solos, la concentracidon de 2-mercaptoetanol remanente se

estima en 14 pM, o sea 0.14% del existente antes de la gel filtracion.

En suma, este experimento sugiere que el Domlsg reacciona de manera similar con
DTNB y que por lo tanto no habria diferencias estructurales significativas en el entorno de la

Cys34.

Reduccion, marcado diferencial y analisis por espectrometria de masa de MALDI-TOF. El
objetivo de este ensayo de reduccién y marcado diferencial de cisteinas era evidenciar qué
cisteinas se reducian mediante el tratamiento con 2-mercaptoetanol 10 mM durante toda la
noche a 4 °C. Para ello, el procedimiento fue el mismo que el utilizado con el Domlys. Luego
de reducir con 2-mercaptoetanol se tratd con iodoacetamida para alquilar los tioles, se

incubd con DTT para reducir todos los disulfuros que no se hubiesen reducido
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anteriormente y se tratd con dacido iodoacético. Finalmente se tripsinizé la proteina y se

analizoé por espectrometria de masa de MALDI-TOF.
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Figura 5.20. Espectrometria de masa del Domlsz. Se muestra
el MS/MS del péptido de m/z 1149.57 correspondiente a los 10
primeros aminodcidos de la proteina. Se destacan en el

espectro todos los iones b e y observados.

Algunas dificultades
técnicas que incluyeron Ila
poca cantidad de proteina
utilizada no  permitieron
obtener un buen espectro de
masa. No obstante, en los
espectros obtenidos se
destaca la presencia de una
sefial de m/z 1149.57 cuyo
MS/MS corresponde al patrén
de fragmentacién del péptido
amino terminal (Figura 5.20).
Se trata de los primeros 10
aminodacidos de la proteina y
muestra claramente la

ausencia del prepéptido.

Como conclusion de esta parte, se destaca la confirmaciéon de péptido amino

terminal del Doml maduro, indicando una vez mas la ausencia del prepéptido. En lo que

respecta a la evaluacidn de la reduccidn de las cisteinas del Domlsg mediante incubacién con

2-mercaptoetanol (toda la noche a 4 °C), se debe repetir el experimento ya que debido a

distintas complicaciones no se logré obtener un buen MS. Una posible mejora consistiria en

aumentar la cantidad de proteina de manera de obtener seflales menos ruidosas y mas

intensas.
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6 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Dentro de los objetivos propuestos en este trabajo, se han logrado avances a nivel
del analisis de muestras por cromatoenfoque asi como también de la expresion, purificacion

y caracterizacién del Doml.

Se analizé plasma de donantes sanos por cromatoenfoque. Para ello se establecieron
las condiciones de preparacion de la muestra y luego se puso a punto la cantidad de HSA a
inyectar para tener una buena separaciéon de picos. El siguiente paso serd el analisis de
muestras de plasma de personas sépticas y su comparacion con muestras de personas
sanas. Debido a varias dificultades que se presentaron en el desarrollo de esta parte del
trabajo, que incluyeron la rotura del detector de fluorescencia, se decidié no continuar este
analisis en el marco de esta maestria y avanzar por lo tanto con la expresion, purificacién y
caracterizacion del Doml. Actualmente nos encontramos en condiciones de retomar el
cromatoenfoque para abordar dicho analisis de plasma de personas con sepsis. En este
sentido, evaluaremos la posibilidad de realizar un tratamiento de plasma con HgCl,, previo a

la inyeccién en la columna, para poder cuantificar mas isoformas.

En cuanto al segundo objetivo, se logré expresar el Doml en P. pastoris a partir de la
secuencia del Doml con dos mutaciones sindnimas (Domlys). También se expresé el Doml
utilizando una secuencia codificante sin mutaciones, generada a partir de la secuencia de
referencia de la HSA (Domlsg). Ambos Doml se expresaron y secretaron correctamente hacia

el medio de cultivo, y mostraron la presencia de un pigmento marron.

Respecto a la purificacidon se evaluaron varias condiciones. En todos los casos el
primer paso implicé la precipitacion con sulfato de amonio del sobrenadante del cultivo. A
continuacion se evaluaron varias cromatografias, obteniéndose resultados satisfactorios con
una cromatografia de intercambio catidnico a pH 5.0 y elucion con NaCl 1M. La proteina se
cuantificé por el método de Bradford. Se realiz6 ademas un control de calidad del Domlys
purificado, por espectrometria de masa, obteniéndose una buena cobertura de secuencia y
confirmando en primera instancia la capacidad de la Cys34 de reducirse en condiciones de
alquilacion reductiva. El hecho de que el tiol no estuviese irreversiblemente oxidado fue un
hallazgo importante para este trabajo. Se logré reducir la Cys34 utilizando 2-mercaptoetanol
10 mM vy se determind la constante de reaccion con DTNB. Por espectrometria de masa se

confirmé que la Cys34 fuera la Unica cisteina reducida en dichas condiciones.
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En lo que respecta al trabajo con el Domlsg, se transformaron con éxito células de Ia
cepa GS115 His” Mut® de P. pastoris. Se seleccionaron los transformantes multicopia y se
logré expresar el Domlsg en mds de un clon. La proteina se purificé y se cuantificd segun lo
puesto a punto con el Domlys, incluyendo un paso de purificacién adicional por
cromatografia de afinidad. A futuro se evaluara la necesidad de realizar esta cromatografia
de afinidad o de incluir un paso de exlusién molecular como etapa final de la purificacién.
Finalmente, se realizd el primer ensayo de reduccidn con 2-mercaptoetanol, buscando
reducir selectivamente a la Cys34. El resultado del mismo sugiere que la Cys34 del Domlsg se
reduce en dichas condiciones (2-mercaptoetanol 10 mM, toda la noche a 4 °C) y reacciona
con DTNB de manera similar a la de Domlys, lo cual indicaria que no hay diferencias
estructurales significativas en el entorno de la Cys34 entre el Domlys y el Domlsg.
Proximamente se repetird el ensayo de reduccién y el de espectrometria de masa del
Domlsg para tener resultados mds robustos respecto a la selectividad de la reduccién con 2-

mercaptoetanol y en cuanto a la reactividad de la Cys34 con DTNB.

Los valores obtenidos para la constante de reaccion con DTNB (229 mts? para el
Domlys y 253 M™ s para el Domlg) resultaron ~ 15 veces mayores que el obtenido para la
HSA en esas mismas condiciones (15.4 M s™). Esto sugiere una mayor reactividad de la
Cys34 en el contexto del Doml que en el contexto de la proteina entera. Resta evaluar
mediante estudios estructurales como dicroismo circular, la conformacién de la proteina y
compararla con la del Doml en la HSA. Incluso se prevé hacer un analisis del estado
oligomérico del Doml producido mediante, por ejemplo, cromatografia de excusién

molecular analitica.

En suma, se ha avanzado respecto a los objetivos propuestos para el presente
trabajo si bien se han presentado en el camino, distintas complicaciones. Esperamos poder
seguir trabajando, tanto en el andlisis de muestras de plasma como en la caracterizacion del
Doml de la HSA y sus derivados oxidados, para asi continuar caracterizando las propiedades

estructurales y la reactividad de este tiol, que es el mas abundante en el plasma.
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8 ANEXO

Secuencia de ADN del Doml

La misma se diseiid a partir de la secuencia de referencia de la HSA (NM_000477.6
Homo sapiens albumin (ALB), mRNA). Se muestra en celeste la secuencia del prepéptido y
en gris el codén de terminacion de la transcripcidn. En verde se resaltan los codones que
estaban mutados en la secuencia generada por retrotranscripcién del ARN de células HepG2
(Domlys), y en rojo particularmente la base mutada dentro del codén. En amarillo se resalta
el codén que codifica para la Cys34.

ATGAAGTGGGTAACCTTTATTTCCCTTCTTTTTCTCTTTAGCTCGGCTTATTCCGATGCACACAAGAGTGAGGTT
GCTCATCGGTTTAAAGATTTGGGAGAAGAAAATTTCAAAGCCTTGGTGTTGATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCA
GCAGTGTCCATTTGAAGATCATGTAAAATTAGTGAATGAAGTAACTGAATTTGCAAAAACATGTGTTGCTGAT

GAGTCAGCTGAAAATTGTGACAAATCACTTCATACCCTTTTTGGAGACAAATTATGCACAGTTGCAACTCTTCG
TGAAACCTATGGTGAAATGGCTGACTGCTGTGCAAAACAAGAACCTGAGAGAAATGAATGCTTCITGCAACA

CAAAGATGACAACCCAAACCTCCCCCGATTGGTGAGACCAGAGGTTGATGTGATGTGCACTGCTTTTCATGAC
AATGAAGAGACATTTTTGAAAAAATACTTATATGAAATTGCCAGAAGACATCCTTACTTTTATGCCCCGGAACT
CCTTTTCTTTGCTAAAAGGTATAAAGCTGCTTTTACAGAATGTTGCCAAGCTGCTGATAAAGCTGCCTGCCTGT

TGCCAAAGCICGATGAACTTCGGGATGAAGGGAAGGCTTCGTCTGCCAAATAA

Secuencia de aminoacidos pre-Doml
Se resalta en celeste el prepéptido (18 aa al comienzo) y el amarillo la Cys34.
MKWVTFISLLFLFSSAYSDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESA

ENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETF
LKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAK
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