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Abreviaturas

e HSA —albumina sérica humana

e rHSA —albumina sérica humana recombinante

e HSA-SH —albumina con el tiol reducido

e HSA-SOH —albumina con el tiol oxidado a sulfénico

e HSA-SSR —albumina con el tiol oxidado a disulfuro mixto
e HSA-SO,H — albumina con el tiol oxidado a acido sulfinico
e HSA-SOsH- albimina con el tiol oxidado a acido sulfénico RSOH — acido sulfénico
e RSO,H — acido sulfinico

e RSO;3H — &cido sulfénico

e RSNHR —sulfenamida

e RS(O)SR - tiosulfinato

e GSH —glutatién

e TNB —tionitrobenzoato

e HSA-STNB —disulfuro mixto entre HSA y TNB



1 Resumen

La albimina sérica humana (HSA) es sintetizada por lo hepatocitos en forma de
prepropéptido. Constituye el 60 % de las proteinas plasmaticas Entre sus 585 aminodcidos (65
kDa), cuenta con 35 residuos de cisteina, 34 de los cuales se encuentran conformando puentes
disulfuro, quedando Unicamente un tiol libre correspondiente a la cisteina 34 (Cys34). Este tiol
en particular ha cobrado interés en los ultimos afios, dado que se lo ha considerado como un
importante blanco de especies electréfilas. La Cys34, y el derivado sulfénico en particular, ha
sido objeto de estudio por nuestro grupo en los ultimos afios. Es por eso que para poder
continuar con dicha caracterizacion, en este trabajo nos planteamos expresar en forma
recombinante la proteina, de manera de contar gracias a las distintas herramientas de la
biologia molecular, con la posibilidad de generar tanto mutantes en residuos que puedan
considerarse claves para la reactividad y estabilidad del tiol de la Cys34, como de formas
truncas de la HSA.

En el marco de este trabajo, partiendo de un pldasmido previamente transformado con la
secuencia codificante a la preproalbimina, se logré expresar HSA recombinante (rHSA) como
proteina de secrecion mediante la utilizacidn de la levadura metilotréfica Pichia pastoris como
vector de expresién con buenos rendimientos (~4 mg por cada 100 ml de medio de cultivo). Se
evaluaron distintos métodos de purificacidn de la proteina lograndose obtener una purificacion
parcial de la misma. Asimismo, se evalud el efecto del prepéptido, creyendo que el mismo
pudiera estar interfiriendo con los métodos de purificacién dado que no tenemos la certeza que
el mismo fuese escindido por la levadura al momento de secretar la proteina al medio de
cultivo. Para ello se elimind directamente del vector pPICZA-HSAwt, la secuencia que codifica
para el propéptido mediante una PCR con cebadores especificamente disefiados. Se volvié a
transformar la cepa GS115 de Pichia pastoris, y nuevamente se obtuvieron buenos niveles de

expresion de la proteina.

Nos encontramos en este momento trabajando en la puesta a punto de una técnica que nos

permita mejorar los niveles de pureza obtenidos hasta el momento.



2 Introduccion

2.1 Albumina sérica humana (HSA)

2.1.1 Generalidades y estructura

Figura 2.1 Estructura tridimensional de la HSA. Se
muestran, en azul el dominio I, en rojo el domino Il y en
verde el dominio Ill. Se destaca la Cys34 en amarillo.
Estructura extraida de Protein Data Bank, cddigo de acceso
4EMX (60). La figura se generd utilizando Accelerys
Discovery Studio 4.0. (1)

La albumina sérica humana (HSA) es la
proteina mds abundante en plasma
constituyendo el 60% de las proteinas
totales y alcanzando una concentracién de
~42 gfl. Estd compuesta por 585
aminodacidos (66.5 kDa) entre los que
presenta un unico residuo de triptofano
en la posicion 214 y 35 residuos de
cisteina. Estos ultimos forman 17 puentes
disulfuro, quedando un unico tiol libre
presente en la cisteina 34 (Cys34).
Presenta ademds en su estructura gran
cantidad de aminoacidos cargados en su
mayoria acidos (62 glutamatos, 59 lisinas,
36 aspartatos y 24 argininas) lo que le

confiere una gran solubilidad. A pH

fisioldgico la proteina presenta ~19 cargas negativas (2).

Su estructura cristalografica ya fue resuelta, y la muestra como una proteina monomérica

globular compuesta en un 67 % por estructuras a-hélice sin presentar estructuras de hoja B-

plegada. Presenta tres dominios homologos |, Il y lll, cada uno dividido en 2 subdominios Ay B

(Figura 2.1). A pesar de existir gran homologia entre los tres dominios, su disposicion es

claramente asimétrica. Los dominios | y Il se disponen en forma casi perpendicular entre si,
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mientras que el dominio Ill se desprende del Il en un dngulo de 45°, ddndole a la proteina forma
de corazén (1). La gran homologia que presentan los tres dominios entre si, no solo en su
estructura primaria sino también en la terciaria, puede explicarse por la teoria existente que
sugiere que la estructura tal cual se conoce hoy en dia deriva de un Unico dominio primordial

gue se triplicé en su secuencia (3).

2.1.2 Metabolismo y distribucion

La HSA es sintetizada en el higado por los hepatocitos, siguiendo la regla de “un gen — una
proteina” y, por tratarse de una proteina monomérica, la misma no requiere de ensamblaje de
cadenas. El plegamiento de la HSA se da en forma cotraduccional, esto es posible debido a que
los enlaces disulfuro se forman de forma secuencial a partir del segundo residuo de cisteina.
AUn no es claro porqué la Cys34 no participa de la formacién de enlaces disulfuro. Esta HSA
recién sintetizada posee en su extremo amino terminal un péptido sefial de secrecidon
(prepéptido) de 18 aminoacidos seguido de un propéptido de 6 aminoacidos sin funcion
conocida. A esta secuencia recién sintetizada se la denomina preproHSA. Tanto el prepéptido
como el propéptido son escindidos al momento de secretar la proteina por la enzima
convertasa, siendo uno de los ultimos pasos de maduracién de la HSA antes de pasar del

hepatocito al torrente sanguineo (2).

Una vez sintetizada, la HSA es secretada inmediatamente al torrente sanguineo sin
almacenarse en las células. A su vez, se ha determinado que solamente el 40 % de la albumina
permanece en el compartimiento intravascular. El 60 % restante pasa al medio extravascular
por intermedio de los vasos linfaticos y tiene una amplia distribucion, encontrandose

principalmente en piel, mdsculo y en menor medida en el intestino (2).

Con una vida media estimada de 27 dias, la HSA tiene una tasa de degradacion de 3.7%
diaria. El proceso de degradacién tiene lugar mayoritariamente en higado, rifién, musculo y
piel. Se ha visto que la degradacién es mas eficiente cuando la proteina se encuentra

modificada de alguna forma. Existen dos receptores de membrana en las células endoteliales



denominados gp18 y gp30 que captan las moléculas de HSA modificadas. Una vez captadas, las
mismas son internalizadas en vesiculas por endocitocis las cuales se fusionan con los lisosomas
dando lugar a la degradacién de la proteina (2,4). Sin embargo, esto no ocurre con la HSA
nativa. En este caso existe un receptor de membrana llamado albondina o gp60 que participa
en el pasaje de la albumina a través del endotelio pero no hay evidencia de que entre en el

sistema de degradacion lisosomal (1,5).

2.1.3 Funciones

La HSA cumple varias funciones en el compartimento intravascular. Lo primero que hay que
destacar es que, por tratarse de una proteina plasmatica, tiene una gran importancia en la
estabilizacién del ambiente fisico de sangre. Sin embargo, se le reconocen ademads algunas
caracteristicas como la de “esponja molecular” dada la capacidad que posee de transportar
gran variedad de moléculas tanto enddgenas como exdégenas, su caracter de agente protector,

y su participacion en el metabolismo lipidico (2).

Funciones en la circulacidn. Siendo la proteina mayoritaria en plasma, la albumina tiene un

importante rol manteniendo la presién coloidosmética en el torrente sanguineo, contribuyendo
con el 80% del total de la misma. Por otra parte, dada la gran cantidad de grupos ionizables y su
bajo punto isoeléctrico, es el primer anién macromolecular en plasma a pH fisioldgico (~19
cargas negativas). La cantidad de grupos ionizables a pH cercanos al fisiolégico, hacen que la
HSA posea la mayor capacidad amortiguadora en plasma (en sangre es ampliamente superado

por la hemoglobina) (2).

Transporte de metabolitos. La HSA tiene una gran capacidad de unién frente una amplia

gama de moléculas de bajo peso molecular enddgenas y exégenas. Ademas, es capaz de unir
péptidos y proteinas. Esta caracteristica le ha otorgado a la HSA un importante interés en
investigaciones de caracter farmacoldgico, clinico y nutricional. Entre las principales moléculas
transportadas por la HSA se destacan los acidos grasos de cadena media y larga (100-600 Da),

bilirrubina, iones metalicos y otros compuestos de bajo peso molecular como hemina,



hormonas y vitaminas. Para varios de estos metabolitos, la HSA provee un depdsito

ampliamente mayor a la solubilidad que los mismos tendrian en plasma en forma libre, y

protege de la eventual toxicidad de algunas moléculas transportandolas a los sitios especificos

para su eliminacion (1,5).

Acidos grasos. La HSA transporta los acidos grasos desde el intestino hasta el higado,
desde el higado hacia los musculos, y desde y hacia el tejido adiposo. Los acidos grasos
son moléculas altamente insolubles con una velocidad de recambio metabdlica de
aproximadamente 2 minutos (2). En condiciones fisioldgicas la HSA transporta entre 0.3
y 1 molécula de acidos grasos unidos (7), este nimero puede verse incrementado a
causa de estimulaciones adrenérgicas o ejercicio intenso llegando a unir entre 4 y 6
moléculas (1,7). Estudios estructurales y biofisicos de la proteina dilucidaron 7 sitios de
union para acidos grasos de cadena larga distribuidos asimétricamente entre los tres
dominios. Los sitios de mayor afinidad son los sitios 2, 4 y 5, mientras que los sitios 1, 3,
6 y 7 son considerados sitios secundarios con una afinidad 5 a 10 veces menor. Si bien
los sitios presentan afinidades distintas, en general todos presentan una estructura
similar (8,9). Se trata de un bolsillo hidrofébico que interacciona con la cadena alifatica
de los acidos grasos y un residuo basico estabilizando la carga negativa del carboxilato
(8,10). Existen ademads 2 sitios complementarios (sitios 8 y 9) que son ocupados por
acidos grasos de cadena media y corta, mas solubles que los de cadena larga pero casi
indetectables fuera de las células (11).

Bilirrubina. La bilirrubina se forma predominantemente en el bazo como consecuencia
de la degradacién de los grupos hemo. Si bien en su estructura presenta dos grupos
carboxilato y otros grupos hidrofilicos, la estructura que adopta en forma de cresta
internaliza los grupos polares impidiendo asi su solubilizacién. Es por eso que este
compuesto requiere de un transportador para trasladarse desde el bazo hasta el higado,
donde sera conjugado y volcado, junto al liquido biliar, al intestino para ser final
finalmente excretado. El sitio de unién de la bilirrubina a la HSA no esta definido. Si bien

durante muchos afios se lo ha ubicado en el subdominio IIA en el denominado sitio de
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“Sudlow 1” (2), existen publicaciones recientes que sugieren que el mismo se ubica en el
dominio IB (12).

lones metadlicos. Hasta el momento, la HSA posee cuatro sitios principales de unién
descriptos para iones metalicos. Entre estos iones se destacan, Cu(l/Il), Zn(ll), Ca(ll),
Mg(11), Ni(l1), AI(I11) Mn(I1), Cd(11), Co(l1/11), Pt(ll) y Au(l/ll). La presencia de estos sitios de
union postulan a la HSA como una importante reguladora del transporte de iones
fisiolégicos como el Cu(ll) y el Zn(ll) asi como también de la toxicidad mediada por Ni(ll)
y Cd(ll) entre otros. Le otorga también un interés biomédico por su capacidad de unir
farmacos acomplejados con metales de transicion como Pt(Il) y Au(l). Uno de los sitios
de union descriptos se trata del tiol libre de la Cys34, capaz de unir Au(l), Hg(ll) y Pt(ll)
(2,13).

Péptidos y proteinas. Entre los derivados aminoacidicos y péptidos que se unen a la HSA
se destacan hormonas como melatonina, gastrina y corticotropina entre otras. Se han
detectado hasta el momento 35 proteinas que se unen a la HSA en plasma, entre ellas
se encuentran las apolipoproteinas, angiotensinégeno, transferrina y protrombina.
Ademas, se ha observado la unién de proteinas de patdgenos que se unen a la HSA
como estrategia evasiva ante el sistema inmune. Entre ellas se encuentran la proteina G
de membrana de Streptococcus o un fragmento de la proteina gp41 del virus de
inmunodeficiencia humana VIH (2,6). La diversidad de proteinas y péptidos que
interaccionan con la HSA s revela por estudios de protedmica que han llevado a definir

la fraccion de proteinas y péptidos que se unen a la HSA como “albuminoma” (2,6).

Funciones de proteccién. Algunas de las propiedades antioxidantes de la HSA incluyen la

capacidad de secuestrar moléculas prooxidantes como metales redox activos modulando de

esta manera procesos como la quimica de Fenton (2). Por otro lado, une antioxidantes tales

como la bilirrubina la cual es capaz de atrapar radicales peroxilo (LOO-) (14). Se ha determinado

en los ultimos anos que el tiol de la Cys34 de la HSA es un importante blanco de especies

reactivas de oxigeno en plasma provenientes del metabolismo aerdbico tales como el anion

superéxido, perdxido de hidrégeno, radical hidroxilo, peroxinitrito, radicales carbonatos y

didxido de nitrégeno. Siendo que es la proteina mayoritaria del plasma, y que el tiol libre de la
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Cys34 constituye aproximadamente el 80% de los tioles totales de plasma, se le ha otorgado un
rol antioxidante (15). No obstante para racionalizar este rol propuesta para el tiol como
atrapador de especies oxidantes, es importante tener en cuenta no solo aspectos de
reactividad sino también de difusién y compartimentalizacién. Asi, si consideramos el
compartimento intravascular en su totalidad, incluyendo los eritrocitos, el sistema se vuelve
bastante mdas complejo. La distancia entre un eritrocito y otro es de ~3 um, distancia
significativamente menor a la recorrida por una molécula por ejemplo, de perdxido de
hidrégeno durante su vida media (~1200 um). Esto implica que mucho antes de poder
reaccionar con una molécula de HSA, el peréxido de hidrégeno sera internalizado por un
eritrocito y consumido por la peroxirredoxina 2. A esto se le suma un analisis con los radicales
libres, por ejemplo con el radical carbonato (COs™). Este es producido mayoritariamente como
producto de la reaccidn del peroxinitrito con didxido de carbono. Esta especie es altamente
reactiva y reaccionara inespecificamente con moléculas de bajo peso molecular y residuos
proteicos. Dada la alta concentracién de HSA en plasma y que el carbonato radical reacciona
mas rapido con cisteinas que con la mayoria de los residuos aminoacidicos, es posible concluir
que la HSA, y particularmente la Cys34 constituyen un blanco preferente para esta especie
radicalar. Existen otras especies oxidantes que también podrian contribuir a los distintos niveles
de oxidacidn del tiol de la Cys34 en plasma. Estas especies seria los hidroperdxidos (ROOH) y los
radicales peroxilo (ROO’). Mads alld de todas estas consideraciones el rol atrapador de especies
reactivas por parte de la HSA pareceria evidente dada la existencia de formas oxidadas in vivo

observadas en plasma, y su incremento en diversas patologias (16,17).

2.2 Tiol de la HSA

2.2.1 Tioles bioldgicos y su reactividad

En condiciones normales, como consecuencia del metabolismo aerdbico se generan
especies oxidantes dentro de las células, que en condiciones fisiopatoldgicas pueden verse

incrementadas generando un desbalance entre éstas y las especies antioxidantes presentes a
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favor de las primeras denominado “estrés oxidativo” (16,17). Sin embargo, de un tiempo a esta
parte se ha propuesto que estas especies reactivas poseen un importante rol en la transmisién

|H

de seiales, lo que ha llevado a una redefinicion del “estrés oxidativo” en términos de una
interrupcion de la sefializacion redox (20). El exceso de especies oxidantes puede generar dafio
a nivel celular o tisular. Es por esto que un estricto control del ambiente redox intracelular
resulta esencial para el correcto funcionamiento de las células. El estrés oxidativo es
contrarrestado por la accion de antioxidantes que colaboran con el mantenimiento del
ambiente redox intracelular. Estos antioxidantes son principalmente tioles, compuestos
organosulfurados que contienen un grupo sulfhidrilo unido a un 4tomo de carbono (RSH). En los

sistemas bioldgicos existen tioles proteicos presentes en los residuos de cisteina, y tioles de

bajo peso molecular, como por ejemplo el glutatién (GSH) (21,22).

Los tioles son blancos preferenciales para una amplia gama de especies radicalares y no
radicalares dando lugar a una gran diversidad de productos (Figura 2.2). Con potenciales de
reduccién de E’2 (RS'/RSH) = 0.92 V y E"2 (RSSR/2RSH) = -0.24 V para uno y dos electrones
respectivamente, los tioles de los residuos de cisteina poseen una reactividad varios érdenes
mayor que el resto de los aminoacidos. Entre los posibles productos de oxidacion de los tioles,
el acido sulfénico (RSOH) ha atraido gran interés ya que se ha determinado en una larga lista de

proteinas y se le han atribuido funciones cataliticas y regulatorias (15,20).

13



RISS\R’ —}R'S_
POOH R > RSSR

PO- b

H,0 R'SOH
RS(O)SR' «—~——="_RSOH ,-
‘NO

AH
RINH ~
H,0 < RSO RS — M > RSNO

O,

[O]X P R'S"
RSNHR' Rs.| [ RSOO"
H

OH- KA RS RssR-
A o,
RSSR' RSO,H 0,*
[C] i RSSR'
RSO,H

Figura 2.2 Vias de oxidacion del tiol por 1y 2 electrones. Figura tomada de (17).

2.2.2 Heterogeneidad del tiol de la HSA

La HSA tiene en su estructura 35 residuos de cisteina, entre los cuales conforma 17 puentes
disulfuro, quedando un Unico tiol libre (Cys34) presente en el dominio I. La HSA en plasma es
heterogénea respecto al estado de oxidacién de la Cys34. Un ~70 % se encuentra en forma
reducida o mercaptoalbumina (HSA-SH), mientras que en la fraccién no-mercaptoalbumina
aproximadamente un 29 % se encuentra formando disulfuros mixtos (HSA-SSR) con cisteina,
cisteinglicina, homocisteina y glutation, y una fraccién menor ~1 % se encuentra en estados de
oxidacion superiores no reducibles como acido sulfinico (HSA-SO,H) y sulfénico (HSA-SOsH)

(11).

Para el caso de las albuminas comerciales la situacidon es aun mas compleja. La diferencia
entre los fabricantes y la variabilidad entre los lotes de donde provienen las muestras aporta

una mayor heterogeneidad en el estado de oxidacién de la Cys34. Diversos analisis mediante

14



cromatografia y espectrometria de masas han demostrado que la fracciébn de no-
mercaptoalbumina se ve incrementada en la albumina comercial alcanzando a comprender el

57% de la albumina total (24,25).

2.2.3 Reactividad del tiol de la Cys34

Como es caracteristico de tioles en general, en un tubo de ensayo el tiol de la Cys34
reacciona contra la mayoria de los oxidantes tanto radicalares como no radicalares. En plasma,
la existencia de estas reacciones con oxidantes se evidencia al detectar isoformas de la HSA con
distintos niveles de oxidacién respecto a su tiol libre, y que ademas se ven incrementados en
condiciones de estrés oxidativo. El tiol de la HSA reacciona contra perdxido de hidrégeno con
constantes de reaccién de 2.2 - 2.3 x10° M*s? y con peroxinitrito con constantes de reaccién
de 3.8 x 10° M s™, a pH 7.4 y 37°C, valores cercanos a los de la cisteina libre y glutation (17).
Sin embargo, la reactividad de la Cys34 es mas compleja de analizar, ya que acorde al modelo
de Christodoulou et. al. (1994) la Cys34, ubicada en una hendidura de 9.5 A en el dominio | de la
proteina, se encuentra en dos conformaciones distintas dependiendo del estado de oxidacidn
del tiol. En su estado reducido se encuentra mayormente enterrado en la hendidura que la
contiene, cercana a aminodcidos con grupos ionizables tales como la His39, la Tyr84 y el Asp38
y orientada de forma tal que un puente de hidrégeno puede formarse facilmente con el atomo
de oxigeno del grupo fendlico de la Tyr84 estabilizando esta conformacién. Sin embargo, ante
una eventual oxidacion del tiol, esta conformacién cambia, quedando mas expuesto. De la
misma forma, cabe la posibilidad que la isomerizacidn cis-trans del residuo de prolina contiguo
a la Cys34 (Pro35) también puede mediar un cambio conformacional en la regién implicada
exponiendo asi al tiol. Diversos estudios han demostrado que los residuos de His39 y Tyr84 en
menor y mayor medida respectivamente afectan tanto la accesibilidad como la reactividad del

tiol de la Cys34 (27,28).

La constante de acidez (pK,) del tiol de la HSA es controversial. Si bien existen reportes que
indican que la misma se ubica en valores menores a 7 e incluso menores a 5, distintos trabajos

de nuestro grupo lo ubican en un valor de alrededor de 8, similar al de la cisteina libre en
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solucion (8). Dos factores contribuyen a la complejidad de dicha determinacién. En primer lugar
y como ya se menciond, el tiol se presenta en dos conformaciones distintas que varian la
reactividad del mismo. Por otra parte, la interacciéon con distintos ligandos afecta al pK; de la

Cys34 (7,26).

2.2.4 Acido sulfénico en HSA

El acido sulfénico en proteinas tiene diversas funciones. Entre ellas pueden destacarse
funciones cataliticas como en el caso de las enzimas capaces de reducir hidroperdxidos
(peroxirredoxinas, glutation peroxidasas entre otras) (23,31). Los derivados sulfénicos de las
cisteinas se han visto involucrados también en transmision de sefales. Por citar algunos
ejemplos, se ha determinado que el factor de transcripcion de Ohr (OhrR), proteina
peroxidatica dependiente de cisteina de Bacillus subtilis, provoca una desrepresiéon en la
expresion de Ohr cuando el residuo de cisteina es oxidado a acido sulfénico, y posiblemente
estados de oxidacién superiores (32). Otro ejemplo es la regulacidn de las fosfatasas de tirosina
gue hidrolizan las fosfotirosinas de proteinas transductoras de sefiales (33). Finalmente, se ha
demostrado que determinadas condiciones el acido sulfénico es un precursor de enlaces
disulfuro en el proceso de plegamiento protéico in vitro. La electrofilia del sulfénico, y el buen

cardacter nucleofilico del tiolato hacen que esto sea posible (34).

La formacién de acido sulfénico en HSA (HSA-SOH) fue observada por primera vez hace ya
mas de 60 afos. Sin embargo, para una mayor comprension de la reactividad y estabilidad del
acido sulfénico formado en la HSA nuestro grupo desarrollé una estrategia para cuantificar
HSA-SOH formado al exponer la HSA a peréxido de hidrégeno. Una vez formado el HSA-SOH, se
lo puso a reaccionar con tionitrobenzoato (TNB) formando un disulfuro (HSA-STNB), reaccion
gue se puede seguir por un decaimiento en la absorbancia a 412 nm del reactivo TNB. Una vez
formado el HSA-SOH puede seguir tres rutas. En primer lugar, ante un exceso de oxidante, el

HSA-SOH esto puede continuar oxidandose a HSA-SO,H, producto que se confirmdé mediante
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espectrometria de masa tanto para la proteina tripsinizada como para la proteina entera. Por
otra parte, HSA-SOH puede reaccionar con tioles de bajo peso molecular formando HSA-SSR.
Mediante ensayos de competencia se determinaron las constantes de reaccién del HSA-SOH
con distintos tioles de bajo peso molecular presentes en plasma. El HSA-SOH reacciona con
cisteina, cisteinilglicina, homocisteina y glutation con constantes de 21.6, 55, 9.3 y 2.9 Mt
respectivamente a 25 °C y pH 7.4. Y en tercer lugar, se ha visto que el HSA-SOH decae
espontaneamente en solucién con una constante de primer orden a pH 7.4 de 1.7 x 10 y 5.6 x
10* st a 37 y 25 °C respectivamente a un producto que aun no se ha determinado y al que
denominamos HSA-SX. Considerando las concentraciones plasmaticas, es facil concluir que la
principal via a seguir por el HSA-SOH formado in vivo es la formacién de disulfuros mixtos.
Cuando se compara al HSA-SOH con los acidos sulfénicos formados en otras proteinas como por
ejemplo las peroxirredoxinas, este resulta considerablemente mds estable. Esta estabilidad
caracteristica del HSA-SOH es principalmente atribuida a la ausencia de un tiol cercano con el
cual reaccionar, y la ubicacion de la Cys34, en una hendidura que impide interacciones
intermoleculares (17,35). La unién de ligandos a la HSA puede afectar la reactividad del acido
sulfénico formado. Por ejemplo, estudios realizados en nuestro grupo de trabajo han
demostrado que la uniéon de acidos grasos a la HSA incrementa la reactividad del acido
sulfénico. Esto puede atribuirse a que la unién de los acidos grasos promueven un cambio
conformacional que por un lado expone al acido sulfénico para la reaccion con otras moléculas,
y ademas disminuye también las restricciones estéricas existentes en su conformacién libre de

acidos grasos donde se encuentra enterrado en una hendidura (8).

2.2.5 HSAy patologias

Se han detectado hasta el momento 77 mutaciones en el gen que codifica para la HSA,
algunas de las cuales producen enfermedades como la analbuminemia, definida como la
condicidn en la que la concentracion de HSA en sangre se encuentra en niveles por debajo de 1
g/l. Dicha condiciéon da lugar a diversos sintomas tales como hipotensién, edema, fatiga,

hipercolesterolemia e hiperlipidemia (2,36).
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Existe gran cantidad de enfermedades crénicas que conducen a condiciones de estrés
oxidativo. Como se menciond antes, la HSA es susceptible a dichos estados de estrés oxidativo
dado que su Cys34 es un importante blanco de especies reactivas en plasma. Por lo tanto, es de
esperar que en pacientes que padezcan dichas condiciones, haya variaciones en el estado redox
de la HSA circulante aumentando la fraccién de no-mercaptoalbimina. Mas precisamente, la
HSA cisteinilada (HSA-S-Cys) por ser la especie mayoritaria en la fraccion de no-
mercaptoalbimina, y por ser una modificacién postraduccional que no se encuentra en la HSA
al momento de ser secretada por el higado, se ha postulado como un marcador de estrés

oxidativo (37).

Desde el punto de vista del uso clinico de la albimina, la administracién a pacientes que
sufren hipovolemia, shock, quemaduras, hipoproteinemia y hemodialisis entre otras, ha sido
considerada a lo largo de los ultimos 50 anos. No obstante, la terapia con albimina, es
relativamente costosa, controversial, y las ventajas de la albumina sobre fluidos alternativos,
menos costosos, es objeto de debate y de distintos estudios (38,39). Mas alla de estos usos, la
albumina también presenta interés farmacoldgico como transportadora de drogas, a través de
diferentes tecnologias que incluyen los conjugados y las nanoparticulas. La albumina para
administrar a pacientes suele obtenerse a partir de plasma de donantes, con el consecuente
riesgo biolégico. Es posible obtener albimina recombinante utilizando distintos sistemas de

expresion, entre los que se destaca la levadura Pichia pastoris (40).
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2.3 Produccion de proteinas recombinantes en Pichia pastoris

2.3.1 Pichia pastoris

Durante las ultimas décadas, la levadura Pichia pastoris ha adquirido popularidad como
sistema de expresidon para una gran variedad de proteinas. La creciente popularidad puede
atribuirse a una serie de factores tales como: [1] simplicidad de las técnicas requeridas para la
manipulacion genética de la levadura y la similitud con las requeridas para trabajar con
Saccharomyces cerevisiae, uno de los sistemas mejor caracterizados de la biologia moderna, [2]
la capacidad de producir grandes cantidades de proteinas intra y extracelularmente, [3] la
capacidad de introducir diversas modificaciones postraduccionales caracteristicas de eucariotas
tales como glicosilaciones, formacién de enlaces disulfuro y procesamiento proteolitico vy, [4] la

disponibilidad comercial del sistema de expresiéon (37,38).

P. pastoris es una levadura capaz de crecer en un medio con metanol como Unica fuente de
carbono. Las enzimas necesarias para metabolizar el metanol solo estdn presentes en presencia
del mismo. La alcohol oxidasa (AOX) es la enzima encargada de llevar a cabo el primer paso en
el metabolismo del metanol, oxiddndolo a formaldehido y perdxido de hidrégeno. La AOX estd
compartimentalizada en el peroxisoma junto a la enzima catalasa que descompone al peréxido
de hidrégeno en agua y oxigeno. Dicha compartimentalizaciéon puede ser importante para
evitar asi la toxicidad mediada por el peréxido de hidrégeno. Parte del formaldehido escapa del
peroxisoma y es oxidado a formiato y didxido de carbono por dos deshidrogenasas
citoplasmaticas, que seran fuentes de energia para el crecimiento en metanol de la célula. El
formaldehido restante es asimilado para dar lugar a componentes celulares en una via ciclica

gue comienza con la condensacion del mismo con xilulosa 5-monofosfato (Figura 2.3)
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Figura 2.3. Metabolismo de metanol en P. pastoris. 1, alcohol oxidasa; 2, catalasa; 3, formaldehido
deshidrogenasa; 4, formiato deshidrogenasa; 5, dihidroxiacetona sintasa; 6, dihidroxiacetona quinasa;

7,fructosa 1,6-bisfosfato aldolasa; 8, fructosa 1,6-bisfosfatasa. Figura tomada de (41).

Existen dos genes codificantes para la alcohol oxidasa en el genoma de la levadura, AOX1y
AOX2. AOX1 es el responsable de la mayor parte de la actividad alcohol oxidasa en la levadura,
y su expresion es controlada a nivel de su transcripcion. En presencia de metanol, ~“5% del ARN
poli(A)+ presente en la levadura corresponde a AOX1 mientras que es casi indetectable en
presencia de otras fuentes de carbono. Por su parte el 30 % de las proteinas solubles es alcohol

oxidasa, lo que destaca aun mas la potencia de este promotor (41).

2.3.2 Vectores de expresion

La expresién de proteinas exdgenas en P. pastoris requiere de tres pasos bdasicos: [1] la

insercion del gen en un vector de expresion, [2] la integracion del vector de expresion con el
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genoma de la levadura y [3] la correcta eleccidn de la cepa a utilizar para expresar la proteina

de interés (43).

El principal vector utilizado para P. pastoris es un cassette compuesto de una secuencia
promotora (generalmente AOX1), seguido por el sitio de clonado del gen exdgeno, y a
continuacion una secuencia de terminacidn transcripcional derivada de AOX1 que asegure un
correcto procesamiento del extremo 3" y la poliadenilacién del ARN mensajero resultante. La
insercién del gen foraneo, es llevada a cabo generalmente in vitro y propagado en Escherichia
coli, es por eso que todos los vectores de expresién disefiados para P. pastoris sirven también
para transformar E. coli. Para obtener las proteinas de interés como proteinas de secrecién y
obtenerlas del medio de cultivo, algunos vectores poseen una secuencia sefial de secrecién a
de Saccharomyces cerevisiae al inicio del sitio de clonado que es reconocido por la levadura y
escindido al momento de la secrecién (43). Como alternativa, si se trata de una proteina que es

de secrecidn, puede utilizarse su sefial nativa. Este ultimo es el caso de la HSA.

Si bien todo indica que los promotores implicados en el metabolismo del metanol AOX1
(principalmente) y AOX2 son los mas indicados para inducir la expresién de proteinas
recombinantes, no son los Unicos. Existen publicaciones que indican que otros promotores,
como el promotor GAP (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), pueden ser utilizados para
expresar proteinas obteniéndose buenos niveles de expresiéon. Otro ejemplo es el promotor
FLD1 (formaldehido deshidrogenasa) que si bien promueve la expresién de una enzima clave
para el metabolismo del metanol, también estd involucrada en la proteccién de la citotoxicidad
causada por el formaldehido en el metabolismo de metilamina. Por lo tanto, en este caso la
induccion puede realizarse por el agregado de metilamina en lugar de metanol, manteniendo la
glucosa o el glicerol como fuentes de carbono. Se ha visto también que los promotores se
pueden combinar. Por ejemplo, se ha observado que al combinar los promotores AOX 1y GAP
para la expresion de un factor de estimulacion de colonias de macréfagos-granulocitos humano

(hGM-CSF) los niveles de expresion se duplicaron (39,40).

El vector mas comiunmente utilizado para la expresidn en Pichia pastoris es el vector pPICZ

del cual existen distintas variantes (pPICZ a A, B o C) dependiendo de la combinaciéon de
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enzimas de restriccion que contengan, y de contener o no la secuencia a de secrecién de

Saccharomyces cerevisiae como puede observarse en la figura 2.4.
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Figura 2.4. Mapa del vector pPICZa A, By C. Se destacan en el mapa: [1] promotor 5°’A0X1, [2] sitio
de policlonado, [3] secuencia sefial de terminacidn de transcripcién AOX1, [4] promotores TEF1 y EM7,
[5] gen de resistencia a la Zeocina, [6] secuencia sefial de terminacidon de trascripcion CYCITT y [7]

Origen pUC. Figura tomada de (43).

2.3.3 Integracion, transformacién y seleccién

Existen tres cepas diferentes de P. pastoris que difieren en la capacidad de utilizar metanol
como fuente de carbono. La cepa mas utilizada es la GS115 (his4), que a diferencia de otras
como KM71 (his4 argd aox1A: SARG4) y MC100-3 (his4 argd aox1A: SARG4 aox2A: Phis4), es
salvaje respecto de sus genes AOX1y AOX2.
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No se han disefiado hasta el momento vectores de expresidon episomales para P. pastoris, es
por eso que para expresar proteinas recombinantes el cassette de expresion debe insertarse en
el genoma de la levadura. Existen distintos métodos para lograr la inserciéon del cassette en el
genoma de la levadura. El mas sencillo, que fue el que se utilizé en este trabajo, consiste en
digerir el vector mediante una enzima de restriccion a nivel del promotor 5°’A0X1 cuidando que
la enzima de restriccion seleccionada no tenga ademas sitios de corte en la secuencia
codificante para la proteina de interés. Una vez obtenido el vector en forma lineal, se
transforma la cepa auxétrofa his4 GS115 de P. pastoris. Luego de la transformacion, el vector
recombinara con la secuencia del promotor 5’A0X1 del genoma de la levadura. Dado que la
secuencia 5°A0X1 del vector linealizado se encuentra en el extremo del cassette, la
recombinacidn se lleva a cabo mediante un Unico evento de entrecruzamiento, lograndose una
mayor eficiencia en el proceso (50-80 % de transformantes His®). Existen otros métodos mas
complejos de insercién del vector al genoma de la levadura, pero que implican, ademas de una
menor eficiencia en el proceso de recombinacidn, (20%) una interrupcién en el gen de la AOX1,
recayendo asi la transcripcidon al gen mucho menos eficiente AOX2 para crecer en metanol.
Cualquiera sea el método seleccionado para insertar el cassette de expresion en el genoma de
la levadura, este puede insertarse en mds de una copia (Figura 2.5) generandose asi los
llamados transformantes multicopia, que seran mas eficientes a la hora de expresar la proteina

de interés (43).
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Figura 2.5. Mapa de insercion del cassette de expresion al genoma de P. pastoris. [a] Insercion

de una sola copia. [b] Insercién de multiples copias. Figura tomada de (43).
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La seleccidon de transformantes suele realizarse por la resistencia al antibiético Zeocina
(Invitrogen). La Zeocina es una antibiético de la familia de la bleomicina, que actua generando
complejos con iones metalicos tales como cobre o hierro para luego unirse al ADN
intercalandose y catalizando la reduccién de oxigeno molecular a radicales de oxigeno que
generan la ruptura de ADN doble y simple hebra resultando en la muerte celular. Este método
de accién la vuelve altamente tdxica para gran variedad de organismos, desde bacterias,
pasando por los hongos y levaduras, hasta plantas y lineas celulares de mamiferos. Es por esto
gue la Zeocina puede utilizarse como marcador tanto para sistemas de expresion bacterianos
como para levaduras (45). El vector pPICZA codifica para la expresion de una proteina
denominada Sh Ble, que se une a la Zeocina impidiendo asi que esta corte la molécula de ADN

(46,47).

Por ultimo, una gran ventaja que posee la levadura Pichia pastoris sobre otros vectores de
expresion, es que esta levadura reconoce la sefial de secrecidon a de Saccharomyces cerevisiae,
y en algunos casos incluso la sefial de secrecién nativa de la proteina que se quiera expresar.
Por lo tanto, esto, sumado a que la levadura en si misma tiene pocas proteinas de secrecidn,
permitiria recoger luego la proteina recombinante del medio de cultivo con bajo nivel de

contaminantes, en lugar de tener que realizar una lisis celular.

2.4 HSA recombinante

2.4.1 Sistemas de expresion

La HSA es actualmente utilizada con diversos fines terapéuticos. Por ejemplo, la HSA es
utilizada en tratamientos contra la hipoproteinemia, eritroblastosis fetal, pérdida de fluidos por
guemaduras o shock hemorrdgico, entre otros. En las Ultimas décadas el interés por la HSA en
el mercado se ha incrementado en forma notable dada la gran variedad de aplicaciones que
tiene la HSA en el ambito clinico. La HSA comercial es mayoritariamente obtenida de
fraccionamiento de plasma de pacientes lo cual se encuentra limitado por las donaciones de
sangre de pacientes provenientes de paises como India, China o Brasil. Por otra parte, la
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manipulacion de plasma de pacientes conlleva ciertos riesgos bioldgicos por la posible
presencia de patdgenos sanguineos como el virus de hepatitis B, o de inmunodeficiencia
adquirida. Estos factores sumados han impulsado al desarrollo de técnicas que permitan

obtener HSA en forma recombinante (rHSA) (40).

Por tratarse de una proteina no glicosilada se han ensayado varios sistemas de expresién
para la produccién de rHSA. Por un lado se probaron sistemas de microorganismos procariotas
y eucariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Hansenula
polymorpha, Kluyveromyces lactis y Pichia pastoris. Sin embargo, la presencia de 17 puentes
disulfuro limita la eleccién a sistemas eucariotas que aseguren la correcta formacién de los
mismos, y por tanto un correcto plegamiento de la proteina (40,48). Por otra parte, se han
realizado también ensayos con animales y plantas transgénicas, obteniéndose en el ultimo caso
buenos resultados en trabajos con semillas de arroz debido a su gran capacidad de
almacenamiento de proteinas en vacuolas. En este caso, las lineas de plantas de arroz se
transforman con un cassette previamente propagado en Agrobacterium tumefaciens, y
utilizando como marcador de seleccién la resistencia a los glifosato haciendo a estas lineas de
plantas resistentes a estos herbicidas (43,44). En suma, de todos los sistemas evaluados los que

resultaron mas adecuados fueron la levadura metilotréfica P. pastoris y las semillas de arroz.

2.4.2 Propiedades de la HSA recombinante

Diversos estudios realizados en la caracterizaciéon de la rHSA han demostrado que no
existen diferencias apreciables tanto a nivel estructural como funcional entre la rHSA producida
en P. pastoris y la HSA obtenida de plasma. Andlisis estructurales mostraron que tanto la
estructura secundaria como la terciaria y la posicion de los 17 puentes disulfuro existentes en la
proteina se presentan de forma idéntica respecto de la proteina aislada de plasma. De igual
forma, se llevaron a cabo estudios in vivo utilizando ratas como modelos bioldgicos para
comprar otros parametros tales como la vida media, distribucidon en los tejidos y excrecion
entre otros resultando todos comparables a los determinados para la proteina obtenida de

plasma (45,46).
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La utilizaciéon de la rHSA fue aprobada en el aio 2007, y apenas un afio después comenzd a
utilizarse con fines terapéuticos en Japdn, y ha sido utilizada con éxito en pacientes con cirrosis
hepatica, shock hemorragico y sindrome nefrético entre otras (46,47,48). Por otra parte, dada
la gran capacidad de unién a diversas moléculas que presenta la HSA, ésta ha sido objeto de
estudio para el desarrollo de aplicaciones farmacéuticas como productos de fusion con diversas
proteinas bioactivas (citoquinas, interleuquina 2, factor estimulante de granulocitos entre
otras), o drogas. La acumulacién de HSA en los tumores sélidos indicaria que seria razonable la
utilizacién de la rHSA para el desarrollo de un sistema de transporte de drogas antitumorales

(54).

La produccién de rHSA también ofrece varias ventajas en cuanto a los trabajos de
investigacion en el laboratorio. En primer lugar, estas ventajas se ven directamente reflejadas
en los costos, ya que una vez puesta a punto la expresion y purificacion de la rHSA esto
significaria una fuente inagotable de proteina. Por otra parte, como ya mencionamos la HSA
obtenida de plasma presenta una importante heterogeneidad en cuanto a las modificaciones
postraduccionales dado que se obtiene de plasma de distintos pacientes. Y por ultimo, pero no
menos importante a la hora de caracterizar y analizar las distintas propiedades de la HSA, las
técnicas de biologia molecular dan lugar a la generacion de mutantes, ya sean modificaciones
puntuales en determinados aminodcidos que sean de interés, o por ejemplo, la expresidn de un
Unico dominio de la proteina por separado. Por todo esto, y sin perder el foco en nuestro
interés en caracterizar las propiedades del tiol y sus derivados oxidados, fue que en el marco de

este trabajo nos planteamos generar el sistema recombinante en la levadura Pichia pastoris.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

En el presente trabajo se plantea expresar y purificar albimina humana recombinante

(rHSA) utilizando como sistema de expresion la levadura metilotréfica Pichia pastoris.
3.2 Objetivos especificos

1. Optimizar las condiciones de expresidon de HSA recombinante en el sistema de expresion

Pichia pastoris.

2. Poner a punto un método que permita purificar la HSA recombinante.
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4 Materiales y métodos

4.1 Materiales y soluciones

Materiales. Inicialmente en los ensayos de expresion se comenzé utilizando la cepa de
Pichia pastoris GS115-HSAwt previamente transformada por Lucia Turell. Como HSA control se
utilizé HSA Sigma (fraccion V obtenida de plasma). Para los distintos ensayos de purificacion se
utilizaron una columna de intercambio idénico Hi Prep DEAE 26/10 (GE-Healthcare), una
columna de HiTrap blue (GE-Healthcare) y una columna de exclusién molecular Hi Prep 16/60

Sephacryl S-200 HR (GE-Healthcare).

Medios de cultivo. BMGY 1% extracto de levadura, 2% peptona, 100 mM fosfato de potasio
pH 6.0, 1.34% base de nitrégeno de levadura, 4x10°% biotina, 1% glicerol. BMMY 1% extracto
de levadura, 2% peptona, 100 mM fosfato de potasio pH 6.0, 1.34% base de nitrégeno de
levadura, 4x10°% biotina, 0.5% metanol. YPD 1% extracto de levadura, 2% peptona, 2%
dextrosa (glucosa). YPD agar idéntica composicion al YPD con 20 g/l de agar. YPDS agar 1 %

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

Equipos utilizados. Las medidas espectrofotométricas fueron realizadas en un
espectrofotdmetro Varian Cary 50 UV-visible. Para los distintos ensayos cromatogréficos, se
utilizé el FPLC AKTA — prime plus GE Healthcare. Por ultimo, para transformar las levaduras se

utilizé un electroporador Gene Pulser XCell de Biorad.
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4.2 Expresion de HSA recombinante

4.2.1 Trabajo previo

Previo a comenzar el trabajo presentado en esta tesis, la secuencia codificante para la HSA
fue obtenida de un cultivo de hepatocarcinoma humano (HepG2). Se realizé la extraccién de
ARN total y mediante retrotranscripcién con cebadores especificos se obtuvo el ADNcopia
(ADNc) para la HSA. El ADNc fue en primera instancia introducido al vector pGEM-T y
propagado en Escherichia coli, para luego ser escindido e insertado en el vector de expresion
pPICZA con el que finalmente por electroporacion se transformé la cepa GS115 de Pichia
pastoris. De esta transformacion se seleccionaron los clones 9 y 16 por presentar mayor

resistencia a Zeocina (16).

4.2.2 Puesta a punto de la expresion

En este trabajo se comenzd inoculando 25 ml de medio BMGY con los crioinéculos
previamente obtenidos el cual se incubd en agitacién a 30 °C hasta alcanzar una absorbancia a
600 nm de 2-6. Una vez alcanzada, se centrifugd el medio y las levaduras se resuspendendieron
en 100 ml de medio BMMY que contiene 0.5 % de metanol en lugar de glicerol dando lugar al
comienzo de la induccién que luego se mantuvo durante 96 h agregando metanol 0.5 % cada 24
h. Los niveles de expresién fueron evaluados en el sobrenadante del medio de cultivo por SDS-

PAGE.

En ensayos posteriores nos propusimos tener un control mas estricto del crecimiento
celular en las distintas etapas de la expresion, disminuyendo asi la lisis celular y por
consiguiente disminuyendo también los niveles de contaminacién del sobrenadante. Con este
fin se agregaron dos pasos previos. En primera instancia partiendo de los crioindculos se
sembraron placas de YPD agar con 100 pg/ul de Zeocina y se incubaron a 30 °C durante 48 h.

Luego con las colonias obtenidas se inocularon 5 ml de medio liquido de YPD y se incubaron
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durante 6-7 h a 30 °C. Posteriormente se inocularon los medios BMGY con el volumen
necesario para obtener una absorbancia inicial a 600 nm de 0.031. Este valor se desprende de
calculos realizados con el tiempo de duplicacién observado de 2.5 h en las condiciones de
incubacién establecidas, de forma que al incubar el medio toda la noche, a primera hora del dia
siguiente (aproximadamente 17 h de incubacion — 7 tiempos de duplicacion) los mismos tengan
una absorbancia aproximada a 600 nm de 4 UA, valor recomendado por la bibliografia (46). Por
otra parte, de esta manera nos aseguramos también que todos los medios BMGY partieran con
la misma cantidad de células, y que se encontraran en fase de crecimiento exponencial. Una vez
alcanzada dicha absorbancia, se procedid a cambiar el medio a BMMY como se realizd

anteriormente.

4.3 Purificacion

En todos los casos, cumplidas las 96 h de expresion los medios de cultivos fueron
centrifugados por 5 minutos a 3.000 g precipitando las células y obteniendo entonces el medio
de cultivo donde se esperaba encontrar la rHSA expresada. A excepcion del ensayo de
purificacién por sulfato de amonio, en el resto de los casos al sobrenadante obtenido se lo llevd
a 60% de saturacion de sulfato de amonio para luego centrifugarlo durante 30 minutos a 12.000

gy 4 °C para eliminar asi algunos componentes del medio.

4.3.1 Precipitacion con sulfato de amonio

Una vez centrifugado el medio de cultivo (~300 ml), el sobrenadante se llevo a 40 % de
saturacion de sulfato de amonio y se centrifugd por 30 minutos a 9.300 g y 4 °C. Al precipitado
se lo resuspendié en agua destilada y se conservd para luego correr un SDS-PAGE. Al
sobrenadante se lo llevd a 60 % de saturacion de sulfato de amonio, se colocd en bafio de hielo
y se ajustd el pH a 4.4 minimizando asi las cargas de la proteina para luego centrifugarlo
durante 30 minutos a 12.000 g y 4 °C (50). Finalmente el precipitado se resuspendid en la

menor cantidad posible de agua destilada (aproximadamente 30 ml) y se realizd una
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electroforesis SDS-PAGE con las distintas fracciones obtenidas en los distintos pasos. Las
alicuotas correspondientes a los sobrenadantes de ambas precipitaciones se pasaron dos veces
previo a la electroforesis por micro columnas de gel filtracion (Sephadex G-25, GE Healthcare)

previamente equilibradas con agua destilada para eliminar el sulfato de amonio.

4.3.2 Cromatografia de intercambio idnico

Al precipitado obtenido anteriormente en la precipitacién a 60 % de saturacion de sulfato
de amonio se agregaron 75 ml de amortiguador Tris 20 mM, pH 7.2, llegando a un volumen
final de aproximadamente 100 ml. La muestra se aplicé en una columna Hi Prep DEAE (GE-
Healthcare) previamente equilibrada con el mismo amortiguador utilizando una bomba
peristaltica. Luego la columna fue conectada al AKTA y se lavé con 200 ml de amortiguador a un
flujo de 5 ml/min. Luego se realizé un gradiente de 0 a 100 % de amortiguador Tris 20 mM, pH
7.2, 1 M NaCl en 40 min recogiendo el eluido en fracciones de 1 ml que se analizaron luego por

SDS-PAGE.

4.3.3 Cromatografia de afinidad

El precipitado obtenido en la precipitacion a 60 % de saturacion de sulfato de amonio se
resuspendid en la menor cantidad de agua destilada posible (aproximadamente 30 ml) y se
dializé 48 h contra agua y 24 h contra amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.2. La muestra luego se
concentré mediante la utilizacidn de centricones con un paso limite de 10kDa hasta obtener un
volumen menor o igual a 5 ml para facilitar el sembrado en la columna. Una vez concentrada, se
aplicé en una columna HiTrap blue (GE-Healthcare) previamente equilibrada con el mismo
amortiguador y se lavé durante 40 minutos con el mismo amortiguador a un flujo de 1 ml/min.
La elucion se llevd a cabo mediante un salto a 66 % de amortiguador fosfato 20 mM, pH 7.2, 3

M NaCl recogiendo el eluido en fracciones de 1 ml que se analizaron luego por SDS-PAGE.
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4.3.4 Cromatografia de exclusién molecular

En este caso en particular se analizd la fraccion no unida (FNU) de la cromatografia de
afinidad. La muestra se concentrd previamente hasta reducirla a un volumen de 1 mly se aplicé
en una columna Hi Prep 16/60 Sephacryl S-200 HR previamente equilibrada con amortiguador
fosfato 50 mM, pH 7.2, 0.15 M NaCl. La corrida continud luego con el mismo amortiguador a un
flujo de 1 ml/min durante 2 h recogiendo el eluido en fracciones de 1 ml que se analizaron

luego por SDS-PAGE.

4.4 Eliminacion del propéptido y transformacion de la cepa

GS115 con el plasmido pPICZA-HSAApp

Para la eliminacion de la secuencia aminoacidica que codifica para el propéptido se
disefiaron los cebadores, (Tabla 5.13) uno complementario a la primera porcién de la secuencia
codificante para la HSA madura (DelF — cebador directo) y el otro complementario e inverso a la
secuencia codificante para el prepéptido de secrecidon (DelR — cebador reverso) de manera de
flanquear la secuencia que codifica al propéptido y amplificar asi la totalidad del vector

excluyendo Unicamente esa region.

La eliminacién del propéptido se realizd mediante un ensayo de reacciéon en cadena de
polimerasa (PCR) utilizando 42.5 ng de ADN (pPICZA-HSAwt), 1 ul de la enzima polimerasa Pfuy
los cebadores DelF y DelR. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial 30 segundos a 95°C, seguido por 20 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 1
minuto a 55 °C y 5 minutos y medio a 68°C. Finalmente una etapa de extensidn final de 7
minutos a 68 °C. La presencia del producto amplificado fue evaluado mediante geles de agarosa

0.8 % utilizando el intercalante GelRed como revelador.
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Luego de confirmar la presencia de un fragmento de tamafo esperado en el gel de agarosa,
se ligd el producto de amplificacion mediante la utilizacion de la enzima T4 ligasa y su secuencia

se confirmod en el Servicio de Secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo.

El vector obtenido se propagd transformando la cepa quimiocompetente XL-1 blue de E.coli
y la realizacidon de minipreparaciones de ADN. Una vez propagado, el pldsmido fue linealizado

con la enzima Pmel.

Se utilizd nuevamente la cepa de Pichia pastoris GS115, His, Mut® (Invitrogen). La
transformacién se realizd por electroporacion siguiendo las indicaciones del kit EasySelect
Pichia Expression kit de Invitrogen (46) y utilizando el programa para Pichia del electroporador
Gene Pulser XCell de Biorad. Los transformantes se seleccionaron sembrando distintos
volumenes (10, 25, 50, 100 y 200 pl) en placas de YPDS agar utilizando Zeocina (100 pg/ml)
como marcador y se incubaron durante 6 dias a 30 °C. Las colonias de transformantes
obtenidas fueron luego sembradas en una nueva placa de YPD agar, esta vez con una mayor
concentracion de Zeocina (1 mg/ml) y se incubaron durante 72 h a 30 °C para seleccionar asi los
transformantes multicopia (cuanto mayor sea el nimero de copias del vector introducidas por

la levadura, mayor sera la resistencia al antibiotico).
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5 Resultados y discusion

5.1 Expresion

Partiendo de los clones 9 y 16 de Pichia pastoris que habian sido transformadas
previamente con un vector de expresion que contiene la secuencia codificante de HSA (ver
4.2.1) se realizé un primer ensayo de expresion. Al evaluar el sobrenadante del medio de
cultivo por SDS-PAGE se observé una proteina de 66 kDa cuya expresion aumentd con el
tiempo de induccién alcanzando los valores maximos a las 72-96 h. Mediante tripsinizacion y
espectrometria de masas en el Servicio de espectrometria de masa del Institut Pasteur de

Montevideo, se comprobd que se trataba de rHSA (16).

Desde ese momento se continud trabajando en la puesta a punto de la expresion
utilizando los clones 9 y 16. Las expresiones se llevaron a cabo durante 96 h de induccion
agregando metanol 0.5 % y guardando una alicuota del medio de cultivo cada 24 h. Cumplidas

las 96 h de induccidn, los niveles de expresién se controlaron por SDS-PAGE (Figura 5.1).
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Figura 5.1. SDS-PAGE de los distintos tiempos de induccion para los 2 clones
seleccionados. Carril 2: HSA control; 4:t=0hclon9;5:t=24hclon9;6:t=48 hclon9; 7:t=
72 hclon 9; 8:t=96 h clon 9: 9: vacio; ; 10: t =0 h clon 16; 11: t =24 hclon 16; 12: t =48 h
clon 16;13:t=72 hclon 16; 14: t =96 h clon 16.

En los sucesivos ensayos de expresion se pudo evidenciar que el patrén de bandas de las
proteinas contaminantes en el sobrenadante del medio de cultivo era comparable al observado
al sembrar una muestra de lisis celular (dato no mostrado). Se observo también una correlacion
entre la Absggg alcanzada en cada caso el medio BMGY (previo a la induccidon con metanol) y la
cantidad de contaminacidn que se observaba en los geles, lo que nos llevé a atribuir el alto nivel
de contaminacidon observado en algunos casos a la lisis celular y liberacidon de proteinas al
medio. Fue entonces que decidimos agregar un paso adicional a los ensayos de expresién
buscando poner a punto el proceso y minimizar de esta forma la contaminacidn final por lisis
celular. Buscando optimizar las condiciones de crecimiento de las células en el medio BMGY,
partimos entonces de alli en mas de colonias aisladas en placas de YPD, inoculando con ellas 5
ml de medio YPD liquido durante 6 - 8 h a 30°C con agitacién a 185 rpm. Previamente se calculé
el tiempo de duplicacién de la levadura en las condiciones establecidas de incubacion
resultando el mismo en 2.5 h. Por lo tanto, buscando obtener una Absgy entre 2 — 6 luego de

incubar el medio BMGY durante toda la noche (~ 17 h) se inoculé con la cantidad suficiente del
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cultivo YPD para lograr una Absggg inicial de 0.031 UA. Como se puede observar en la Figura 5.2,
se logré disminuir considerablemente el nivel de contaminacion al cabo de las 96 h de

expresion. En este caso se realizo el ensayo de expresién por duplicado con el clon 9.

3 2 3 4 5 6 7 &9 30 31 3293

66.5 kDa «— -

Figura 5.2. Optimizacion de las condiciones de expresién. Carril 1-5:t =0

a 96 h clon 9, matraz a; 7: HSA control; 9-14: t =0 a 96 h clon 9, matraz b.

5.2 Purificacion

En esta instancia, considerando ciertas caracteristicas particulares de la HSA y los datos
publicados en trabajos previos sobre expresién y purificacién de rHSA en P. pastoris (50), nos
propusimos ensayar diversas técnicas con el fin de poner a punto alguna que nos permita

purificar la rHSA obtenida.

5.2.1 Precipitacion con sulfato de amonio

En una primera instancia, nos propusimos purificarla mediante dos precipitaciones a 40 y 60

% de saturacion de sulfato de amonio. En este ensayo se esperaba que las proteinas
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contaminantes precipitaran a un porcentaje de saturacion inferior a la HSA, obteniendo
entonces la rHSA pura en la segunda precipitacion (60 % de saturacion con sulfato de amonio).
Como se puede observar en la Figura 5.3, en la segunda precipitacién donde se esperaba
obtener la rHSA pura, se logré eliminar solo parcialmente parte de las proteinas contaminantes
y se perdié algo de rHSA en la primera precipitacion, otras precipitaron conjuntamente con la
rHSA (carril 9). Al no obtener los resultados esperados, decidimos continuar y probar otros
métodos de purificacion, de todas formas, se mantuvo el paso de precipitacién a 60 % de
saturacion con sulfato de amonio como una etapa previa de preparaciéon de la muestra para

separar las proteinas del resto de los componentes del medio de cultivo.

I 2 3 4 =5 6 ¥ 8 D30

— —» 66.5 ki

Figura 5.3. SDS-PAGE de las distintas fracciones obtenidas luego de la
precipitaciéon con distintos porcentajes de saturacion de sulfato de amonio.
Carril 2: sobrenadante del medio de cultivo luego de 96 h de induccidn; 3:
sobrenadante 40% de saturacidn con sulfato de amonio; 5: precipitado 40% de
saturacion con sulfato de amonio, resuspendido; 7: sobrenadante 60% de
saturacién con sulfato de amonio; 9: precipitado 60% de saturacion con sulfato de

amonio, resuspendido; 10: HSA control.

5.2.2 Cromatografia de intercambio iénico

En esta oportunidad, considerando el bajo punto isoeléctrico (pl = 4.7 — 5.8) y que a pH

neutro la proteina presenta ~19 cargas negativas intentamos purificar la rHSA mediante una

38



cromatografia de intercambio aniénico. Con este objetivo se utilizé6 una resina Hi Prep DEAE
(GE-Healthcare) previamente equilibrada con amortiguador Tris 20 mM, pH 7.2. La elucién se
llevd a cabo realizando un gradiente en 200 ml a un flujo de 5 ml/min, hasta 100 % con
amortiguador Tris 20 mM, pH 7.2, 1 M NaCl. Como se puede observar en la Figura 5.4, en la
cromatografia no se obtuvieron picos definidos correspondientes a la elucidon de distintas
proteinas a medida que las interacciones se fueran debilitando a causa del aumento de la
fuerza idnica. Se obtuvo un pico inicial antes de comenzar, y luego al realizar el gradiente se
obtuvo un pequeiio pico que se continda con un Unico pico de gran amplitud donde eluirian
todas las proteinas que hayan quedado retenidas en la resina. Al realizar la electroforesis SDS-
PAGE de las distintas fracciones obtenidas (Figura 5.5), se observé que la fraccion donde se
encontrd la rHSA también contenia otras proteinas contaminantes por lo que tampoco resultd

efectivo este método de purificacion.
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Figura 5.4. Cromatograma de intercambio anidnico Se sembraron 80 ml de muestra en una
columna DEAE-Sephadex previamente equilibrada con amortiguador de inicio (Tris 20 mM, pH 7.2). La
elucién se llevé a cabo con un gradiente al 100% de amortiguador de elucién (Tris 20 mM, pH 7.2, 1 M
NaCl) con un flujo de 5 ml/min. Se registré la absorbancia a 280 nm (trazo negro) y el % de

amortiguador de elucion (trazo rojo).
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Figura 5.5. SDS-PAGE de las distintas fracciones obtenidas en la cromatografia de intercambio
anionico. Gel A. Carril 1: HSA control; 2: fraccidn no unida; 3 — 15: fracciones 22 a 34; Gel B. 1: fraccion

35; 2: HSA control; 3 — 15: fracciones 36 a 48.

Como puede observarse en la Figura 5.5, pese a lo ancho del pico de la fraccién no unida, en
el gel de SDS-PAGE no se observa ninguna proteina en el carril correspondiente. Como veremos
luego, esa absorbancia se la atribuimos a un componente de bajo peso molecular de color
amarillo, no proteico y de menor peso molecular que no se registra en los geles ya que escapa

de los mismos junto con el frente de corrida.

Si bien esta técnica da lugar a evaluar modificaciones que permiten ajustar las condiciones
de corrida para poner a punto el sistema, decidimos seguir adelante y probar un tercer método
de purificacién mediante una técnica de cromatografia de afinidad comiUnmente utilizada para

la purificacién de HSA.

5.2.3 Cromatografia de afinidad

En este ensayo se utilizé una resina de sefarosa derivatizada con grupos Cibacrén blue F3GA
gue se sabe interaccionan con el sitio Sudlow | ubicado en el subdominio IlIA al igual que la
bilirrubina (2). Por lo tanto esperdbamos que la rHSA (previamente dializada en primera
instancia contra agua dializada, y posteriormente contra el amortiguador de inicio) quedara

retenida en la columna al interaccionar con los grupos de Cibacrén separandose asi de las
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proteinas contaminantes que eluirian en la fraccion no unida. Varios trabajos publicados
utilizan esta técnica como método de purificacién tanto de rHSA completa como de la
expresion de sus tres dominios por separado (el principal sitio de unién al cibacrén es el Sudlow
I, pero no es el uUnico) (40,55). En nuestro caso, como se observa en la Figura 5.6, solo una
pequefia fraccion (fracciones 12-14) de la rHSA expresada interacciona con la resina eluyendo al
realizar un salto a 2 M NaCl, coeluyendo la mayor parte en la fraccién no unida junto a las

proteinas contaminantes como se puede observar en la Figura 5.7.
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Figura 5.6. Cromatografia de afinidad. Se sembraron 5ml en una columna HiTrap
blue previamente equilibrada con amortiguador de inicio (fosfato 20 mM, pH 7). La
elucién se llevé a cabo mediante un salto a 66% de amortiguador de elucién (fosfato
20 mM, pH 7, 3 M NaCl) a un flujo de 1 ml/min. Se registré la absorbancia de las
distintas fracciones a 280 nm (trazo negro) y el % de amortiguador de elucién (trazo

rojo). La llave indica la fraccidn de rHSA que interacciond con la resina.
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Figura 5.7. SDS-PAGE de las distintas fracciones obtenidas. Carril 1: HSA control;
3: fraccion no unida; 5: fracciones 12-14; 7: fraccién no unida concentrada; 9:

fracciones 12-14 concentradas.

Para comprobar que la columna funcionara correctamente, el primer paso a seguir luego
del resultado no esperado fue realizar una nueva cromatografia pero esta vez sembrando en la
columna una solucién con HSA Sigma para descartar de esta forma algun inconveniente propio
del sistema. En este caso la HSA interaccioné de la forma esperada con la resina eluyendo al

realizar, en este caso, un gradiente a 2M NaCl como se puede observar en la Figura 5.8.

42



1
300 00
=Y 80
<
£ 200
60
(4]
.6 m
s X
¥e! 40
S 100
(%]
o]
< 20
0_
0
0

Tiempo (min)

Figura 5.8. Cromatografia de afinidad con HSA Sigma. Se sembraron 20 mg de en
una columna HiTrap blue previamente equilibrada con amortiguador de inicio (fosfato
20 mM, pH 7). La elucién se llevé a cabo con un gradiente a 66 % de amortiguador de
elucién (fosfato 20 mM, pH 7, 3 M NaCl) en un flujo de 1 ml/min. Se registro la
absorbancia de las distintas fracciones a 280 nm (trazo negro) y el % de amortiguador

de elucién (B) (trazo rojo). Flujo 1 ml/min.

Ante la controversia que nos marcaron los resultados obtenidos al no lograr que la rHSA
interaccione con la resina de cibacrén blue, nos plantemos algunas posibles hipétesis que

pudieran explicar los resultados obtenidos.

1. La rHSA expresada tiene moléculas de bajo peso molecular unidas que impiden
que la misma interaccione debidamente con la resina. Si bien esta hipdtesis
pareceria ser poco probable dado que la muestra se dializa durante 72 h en los
pasos de preparacion previos a la cromatografia, realizamos 3 controles antes de
descartarla. En primer lugar se llevd a cabo el proceso de deslipidaciéon utilizando
carbon activado (56) que se realiza en los trabajos con HSA comercial obtenida de

plasma y volvimos a realizar la cromatografia de afinidad. Nuevamente la mayor
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parte de la rHSA eluyé en la fraccibn no unida (datos no mostrados),
Posteriormente, se realizd un cultivo bajo las mismas condiciones que se hizo con la
cepa GS115-HSAwt, pero en esta oportunidad se utilizd la cepa GS115 sin
transformar. Mediante observaciones de las intensidades de las bandas del gel de
expresion, estimamos que la cantidad final obtenida de rHSA es de
aproximadamente 4 mg. Por lo tanto, para mantener las condiciones en las que se
obtiene la rHSA, se agregd diariamente 1 mg HSA comercial al medio de cultivo
hasta alcanzar a las 96 h aproximadamente la misma cantidad que se obtuvo de los
ensayos de expresion anteriores. Nuevamente, y manteniendo todos los pasos de
preparacion previa antes mencionados, se realizé una cromatografia de afinidad y
en esa oportunidad la HSA comercial interacciond correctamente con la resina. En
suma, ambos controles descartan la hipétesis planteada de que la rHSA pueda tener
algin componente del medio de cultivo fuertemente unido impidiendo la
interaccion del sitio | con las moléculas de Cibacron (datos no mostrados).

Plegamiento incorrecto de la rHSA. Nuevamente esta hipdtesis pareceria poco
probable dada la gran estabilidad en solucién que presenta la rHSA, siendo soluble a
altos porcentajes de saturacidn de sulfato de amonio, e incluso en las condiciones
extremas como el bajo pH al que se la sometid durante el proceso de deslipidacién.
De todas formas, realizamos una electroforesis nativa (no desnaturalizante, no
reductora con un 8% de acrilamida) esperando ver alguna diferencia en la migracion
de la fraccién no unida respecto de la HSA comercial considerando que en esta
técnica las proteinas migran segun su relacién z/r (carga sobre radio). Como se
observa en la Figura 5.9, no se observaron diferencias, no habiéndose obtenido
entonces evidencia de que la rHSA pudiera estar mal plegada. Otras técnicas podrian
emplearse para analizar la hipdtesis planteada como dicroismo circular vy
procedimientos de desnaturalizaciéon y replegado. No obstante, se destaca el
excelente comportamiento de la HSA en electroforesis nativa que hace que ésta sea

una alternativa para el analisis de muestras de HSA.
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Figura 5.9. Electroforesis nativa (8% acrilamida, no
desnaturalizante y no reductora). Carril 3: HSA control;

6: fraccion no unida.

Introduccion de modificaciones postraduccionales por parte de la levadura. Una
tercera hipdtesis sobre posibles modificaciones postraduccionales que pudiera estar
introduciendo la levadura fue evaluada mediante el analisis de los péptidos
obtenidos mediante tripsinizacion y espectrometria de masas. El analisis se basd en
comparar el patrén de péptidos registrados para cada muestra, la HSA Sigma, la
rHSA obtenida en la fraccién no unida y la rHSA obtenida en la fraccién unida de Ia
cromatografia de afinidad. De esta forma esperdbamos ver si existia o no alguna
diferencia tanto entre las distintas muestras de rHSA como de cada una de estas
respecto de la HSA Sigma. Al no encontrarse diferencias mayores tanto en el patrén
de los péptidos obtenidos de cada muestra como en posibles modificaciones
postraduccionales sufridas tanto entre las muestras de rHSA como de estas respecto
la HSA control, descartamos esta hipdtesis. De todas maneras, debe tenerse en
cuenta que la cobertura de péptidos en el analisis por espectrometria de masa no
fue completa sino que la misma rondd en el 25-30 % de la secuencia primaria. Se
analizé también la proteina contaminante de aproximadamente 45 kDa que coeluye
junto a la rHSA en todos los métodos de purificacién ensayados (la banda puede

observarse en todos los geles realizados luego de los distintos ensayos d
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purificaciéon. El tamafio fue confirmado en la figura 5.11), y resulté ser una forma
trunca en el extremo amino terminal de HSA.

Procesamiento incorrecto del propéptido por parte de la levadura. La HSA
sintetizada en el higado in vivo posee en su secuencia aminoacidica un prepéptido
sefial de secrecién y un propéptido de apenas 6 aminodcidos, ambos escindidos al
momento de secretarse al torrente sanguineo. Es sabido que la levadura procesa
correctamente el prepéptido de secrecién, pero no hay certeza de que lo mismo
ocurra con el propéptido (41). Nuestra secuencia codificante al haber sido obtenida
por retrotranscripcion de una extraccion de ARN total de un cultivo de
hepatocarcinoma humano, posee tanto la secuencia que codifica para el prepéptido
como para el propéptido. Dado su pequefio tamaio y la presencia de una arginina
en la sexta posicion (Figura 5.10), no fue posible detectar la presencia del mismo por
tripsinizacidén y espectrometria de masas. Por lo tanto nos propusimos eliminar el
propéptido de la secuencia codificante ya que existen trabajos publicados que
sugieren que esta secuencia no se encuentra presente en la elaboracién de los
vectores utilizados para trasformar las levaduras con HSA (50). Este proceso se

detalla paso a paso en la seccién 5.3.

3'MKWVTFISLLFLFSSAYSRGVFRRDAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQY
LQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATLRETY
GEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLK
KYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKAS
SAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECC
HGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPAD
LPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETT
LEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRY
TKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHE
KTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKER
QIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKL
VAASQAALGL 5’

Figura 5.10. Secuencia aminoacidica de la preproalbtimina. Se observa en
color rojo, la secuencia del péptido sefial de secrecion. En verde, la secuencia

del propéptido y en color negro, la secuencia de la HSA madura circulante.
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5.2.4 Cromatografia de exclusién molecular

En los sucesivos ensayos de expresidén y purificacion que realizamos observamos que la
muestra posee un color amarillo que persiste durante todos los pasos de preparacién de la
muestra previos a las cromatografias de afinidad. Pudimos observar también que dicho
componente de color amarillo posee un peso molecular de aproximadamente 10 kDa, dado que
tanto durante la didlisis como en las instancias de concentraciéon de la muestra donde se
utilizan membranas con un paso limite de 10 kDa algo de éste atraviesa las membranas
observandose un color amarillo tanto en la solucién de la didlisis como el filtrado resultante de
la concentracidon. Observamos también que en las corridas de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras, dicho componente de color amarillo corre separado de la rHSA.
Por ultimo, comprobamos mediante espectrometria de masas que no se trata de un
componente proteico. Por otra parte, la fraccién de rHSA que si interactua con la resina de
cibacréon es incolora al eluir. Por lo tanto nos propusimos realizar una cromatografia de
exclusién molecular para comprobar que este componente de color amarillo no se encuentre
unido a la rHSA impidiendo entonces la interaccion de esta con la resina. Como se observa en la
Figura 5.11, se obtuvieron 4 picos separados en la cromatografia. Como se puede observar en la
Figura 5.12, la rHSA que eluyd en las fracciones 74-80, mientras que el componente de color

amarillo eluyé en el volumen total de la columna (las fracciones 92 — 112 tenian color amarillo).
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Figura 5.11. Cromatografia de exclusion molecular. Se sembré 1 ml de muestra
en una columna HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR previamente equilibrada con
amortiguador fosfato (50 mM, pH 7.2, 0.15 M NaCl) La corrida se llevé a cabo con un
flujo de 1 ml/min. Se registrd la absorbancia de las distintas fracciones a 280 nm.
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Figura 5.12. SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia de exclusion
molecular. Carril 1: MPM; 2: HSA control; 3: resuspendido del precipitado a 60 % de
saturacion de sulfato de amonio dializada; 4: resuspendido del precipitado a 60 % de
saturacion de sulfato de amonio dializada concentrada; 6: fracciones 43-51; 7:

fracciones 64-72 concentradas; 8: fracciones 74-80 concentradas; 9: fracciones 92-

112 concentradas.
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Por otra parte, obtuvimos mediante esta técnica una Unica proteina contaminante, que a su
vez, un andlisis de la misma mediante tripsinizacidon y espectrometria de masas mostré que la
misma se trata de un fragmento de rHSA trunca en el extremo amino terminal de
aproximadamente 45 kDa expresada por la levadura. Por lo tanto, obtuvimos finalmente

mediante esta técnica, el mayor grado de pureza hasta el momento.
5.3 Eliminacion del propéptido

Como se menciond en la seccidn 5.2.3, una de las posibles hipdtesis que nos planteamos de
porque la rHSA no interacciona correctamente con la resina de cibacrén, es que el propéptido
de 6 aminodacidos que se encuentra entre el prepéptido de secrecién (escindido por la levadura
al momento de secretar la rHSA al medio de cultivo) y la secuencia madura de la HSA no sea
correctamente procesado por la levadura, y entonces su presencia impida de alguna forma la
interaccion de las moléculas de cibacréon con el sitio Sudlow I. Como no fue posible detectarlo
por tripsinizacién y espectrometria de masas, nos propusimos eliminar directamente la
secuencia que codifica para el propéptido en vector clonado pPICZA-HSAwt y transformar
nuevamente la cepa GS115 con un nuevo vector pPICZA-HSAApp, idéntico al vector anterior,

pero sin las 18 bases que codifican para los 6 aminoacidos que comprenden el propéptido.

En esta etapa se contd con la colaboracién del Magister Ignacio Lopez y la Dra. Ménica

Marin, de la Seccién Bioquimica y Biologia Molecular Facultad de Ciencias.

5.3.1 Eliminacién de la secuencia que codifica al propéptido

En esta instancia, se elimind la secuencia codificante para el propéptido de 6
aminodcidos, mediante la utilizacién de cebadores especificos y utilizando como molde el
vector pPICZA-HSAwt. Para esto hubo que disefiar dos cebadores, un complementario a la
secuencia del prepéptido de secrecién (DelR) , y otro complementario a la primera porcién

de la secuencia que codifica para la HSA madura (DelF). De esta forma se amplificé todo el
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vector sin la secuencia codificante al propéptido. Los cebadores disefiados para este paso,

asi como los cebadores utilizados para la secuenciacién se muestran en la Tabla 5.13.

Tabla 5.13. Cebadores utilizados en los distintos ensayos. *adquiridos en SBS Genetech,
Beijing, China. ** adquiridos con el kit invitrogen EasySelect™ Pichia Expression Kit(46).

Nombre

*DelR

*DelF:

*HSAECORI F
*HSASQR1
**AOX1 5’
**AOX1 3’

Secuencia (5'23")
GGAATAAGCCGAGCTAAAGAGAAAAAGAA
GGG

GATGCACACAAGAGTGAGGTTGCTCATCGG

CGCGAATTCATGAAGTGGGTAACC
AGTAAGGATGTCTTCTGGC
GACTGGTTCCAATTGACAAGC
TACTATTGCCAGCATTGCTGC

Ensayo
Delecién
propéptido
Delecién
propéptido
secuenciacion
Secuenciacién
Secuenciacién

Secuenciacion

Con estos cebadores se realizé una PCR utilizando como molde el plasmido GS115-HSAwt y

la enzima polimerasa Pfu. Posteriormente, al producto obtenido de PCR, se lo ligd mediante la

utilizacion de la enzima T4 ligasa y se confirmdé mediante secuenciacién, que efectivamente se

hubiera obtenido el producto de interés.

Una vez que se confirmo mediante secuenciacidén la obtenciéon del nuevo vector pPICZA-

HSAApp, el siguiente paso fue propagar el vector obtenido en una cepa de bacterias XL—1 blue

guimiocompetentes (Figura 5.14) para luego continuar con la transformacién de la cepa GS115.
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0.5ug/lane,
8cm length gel,
1XTAE, 7V/cm, 45min

Figura 5.14. Minipreparacion de ADN plasmidico. Con el nuevo plasmido obtenido
pPICZA-HSAApp se transformd la cepa quimiocompetente XL-1 blue y se realizé la
minipreparacién segun las indicaciones del kit Axygen. Carril 1; MPM GeneRuler sm0331
de Thermo Scientific 3; Plasmido pPICZA control. 4; Plasmido pPICZA-HSAwt. 6;
minipreparacién 1 plasmido pPICZA-HSAApp. 8; minipreparacion 2 plasmido pPICZA-
HSAApp

5.3.2 Transformacion de la cepa GS115

. Como se indicd antes, previo a la transformacién el péptido debid ser linealizado mediante
digestidon con una enzima de restriccion. Una vez mas se eligio la enzima Pmel, la cual tiene un
Unico sitio de corte en la region AOX) y no afecta la secuencia codificante para la HSA Se incubd
el plasmido con la enzima durante 1 h a 37 °C y se verificé el éxito de la digestion mediante gel

de agarosa (Figura 5.15).
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1XTAE, 7 V/cm, 45 min

Figura 5.15. Gel de agarosa 0.8% del producto de digestion con Pmel. Carril 2:
Producto de digestidén; 3: vector pPICZA-HSAApp sin digerir; 4: MPM GeneRuler
SM1331 de Thermo Scientific.

Paralelamente a los ensayos de linealizacidn del plasmido se prepararon las células para la
posterior transformacién segun se detalla en el punto 4.3.6. Una vez preparadas las células y
obtenido el pldsmido en su forma lineal, se transformaron las células mediante electroporacién
y se plaguearon distintos voliumenes de la mezcla de transformantes obtenidas en placas de
YPDS con Zeocina (100 pg/ml) para seleccionar las transformantes. En cuatro de las cinco placas
sembradas se obtuvieron colonias, dando un total de 51 colonias. De las 51 colonias obtenidas
se seleccionaron 29 para sembrar en una placa con mayor concentracién de Zeocina para

seleccionar las transformantes multicopia (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Aislamiento de recombinantes multicopia. 29 de las 51 colonias
obtenidas en las placas con 100 ug/ml de Zeocina se volvieron a plaquear en una placa

con 1 mg/ml de Zeocina para seleccionar las transformantes multicopia.

Una vez obtenidos los transformantes multicopia, se seleccionaron cinco de ellos (clones 1,
6,11, 14 y 19) para realizar un ensayo de expresion. El mismo se realizé de igual manera que los
ensayos anteriores, lo que implica una primera instancia de crecimiento en medio YPD, para
luego inocular los medios BMGY y finalmente cambiar el medio a BMMY e inducir durante 96 h
con el agregado de metano 0.5 % final. Como se observa en la Figura 5.17, se obtuvo para
cuatro de los cinco clones seleccionados una banda de tamafio esperado que luego se confirmé

mediante tripsinizacién y espectrometria de masas que efectivamente se trataba de rHSA.
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Figura 5.17 SDS-PAGE de los distintos tiempos de induccién para los 5 clones
seleccionados. A. Carril 1: HSA control; 2-6:t=0a96 hclon 1; 7-11: t=03a 96 h clon 6;
12-14:t=0a 48 h clon 11; 15-16: HSA control; 17-18:t =72 a 96 h clon 11; 19-23:t =
0a96 hclon14;24-28:t=0a 96 h clon 19; 29: vacio; 30: HSA control.

Luego de confirmar que el producto de expresion obtenido se trataba efectivamente de
rHSA, el siguiente paso fue ensayar nuevamente el método de purificacidn mediante
cromatografia de afinidad con la resina de Cibacrén blue. Manteniendo siempre las mismas
condiciones en los pasos previos de preparaciéon de la muestra, realizamos una cromatografia

de afinidad con el sobrenadante de los medios de cultivo de los clones 1y 14.

Como se puede observar en el cromatograma de la Figura 5.18, nuevamente se obtuvo un
pequeiio pico al realizar el salto a 2 M NaCl con el amortiguador de elucién. Al correr un gel de
SDS-PAGE (Figura 5.19) vimos que nuevamente la mayor parte de nuestra proteina eluye sin

interaccionar con la resina junto a las proteinas contaminantes en la fraccion no unida.
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Figura 5.18. Cromatografia de afinidad. Se sembraron 5 ml en una columna HiTrap blue
previamente equilibrada con amortiguador de inicio (fosfato 20 mM, pH 7). La elucién se llevd a cabo
con un salto a 66 % de amortiguador de elucidn (fosfato 20 mM, pH 7, 3 M NaCl). Se registré la
absorbancia de las distintas fracciones a 280 nm (trazo negro) y el % de amortiguador de elucién (B)

(trazo rojo). La flecha indica la fraccion de rHSA que interacciond con la resina. Flujo 1 ml/min

Figura 5.19. SDS-PAGE de las distintas fracciones obtenidas en la cromatografia de afinidad. Carril

1: HSA control; 3: fracciones 19 a 27 concentradas; 5: fraccidon no unida.

55



6 Conclusiones y perspectivas

Este trabajo se centré en la puesta a punto de la expresidn y purificaciéon de albumina sérica
humana en forma recombinante utilizando como vector a la levadura metilotréfica Pichia
pastoris En primer lugar se perfeccionaron las condiciones de expresion logrando disminuir
considerablemente las proteinas contaminantes en el sobrenadante del medio de cultivo
producto de la lisis celular. Observamos que cuanto mas crecidos se encontraban los medios,
mayor era la contaminacién al final de las 96 h de induccién, y que el patrén de bandas era
comparable al observado al sembrar una muestra de lisis celular. Logramos mediante el
agregado de un paso adicional controlar el crecimiento disminuyendo y controlando la carga
inicial con la que se inoculan los medios BMGY. Logramos asi entonces buenos niveles de

expresion de rHSA con bajo contenido de contaminantes.

Se logré eliminar correctamente del plasmido original pPICZA-HSAwt la secuencia que
codifica para el propéptido de 6 aminodcidos interpuesto entre el prepéptido sefal de
secrecidn y la secuencia de la HSA madura generando un nuevo plasmido pPICZA-HSAApp, con
el que posteriormente se volvié a transformar correctamente la cepa GS115 His’, Mut’ de Pichia

pastoris de invitrogen.

En cuanto a la purificacién de la rHSA obtenida, si bien alin no hemos logrado poner a punto
una técnica que nos permita obtenerla en forma pura, hemos realizado diversos estudios que
nos permitieron evaluar posibles problemas como podria ser un plegamiento incorrecto de la
proteina, modificaciones postraduccionales producidos por la levadura o interacciones fuertes
con algun componente proveniente del medio que impida la interaccién de la rHSA con la
resina de Cibacrén. Logramos de todas formas un alto nivel de pureza mediante la
cromatografia de exclusién molecular, siendo que la Unica contaminante que coeluye con la

rHSA se trata de una forma trunca en el extremo amino terminal de rHSA.

Hemos obtenido un buen comportamiento de la HSA en electroforesis nativa, algo de lo que
no se encontraron reportes previos, lo que podria significar una nueva alternativa para el

analisis de muestras de HSA
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Por lo tanto, podemos decir que si bien seguimos trabajando en la puesta a punto de la
purificacién, hemos perfeccionado las condiciones de expresién que nos permite obtener la
proteina recombinante. Esto nos permitird en un futuro, poder generar variantes mutadas de
rHSA en algunos aminoacidos importantes para la reactividad del tiol de la Cys34, y de formas
truncas de la rHSA. Esto nos permitird continuar profundizando en la caracterizacidn de este
tiol, que ha sido objeto de estudio por nuestro grupo de laboratorio desde hace ya unos
cuantos afios. De hecho, recientemente hemos logrado clonar Unicamente la secuencia
codificante para el dominio | (Dom I) de la HSA, dominio en el que se encuentra la Cys34 y
hemos transformado correctamente la cepa GS115 His, Mut® de Pichia pastoris obteniendo
buenos niveles de expresiéon del mismo. La obtencién del Dom | en forma pura, por tratarse de
una molécula bastante menor que la proteina entera (22 kDa), abriria las puertas a estudios

estructurales tanto cristalograficos como de resonancia magnética nuclear.

En este momento continuamos trabajando en la puesta a punto de algin método que nos
permita purificar tanto la rHSA como el Dom | y hemos comenzado a caracterizar las

propiedades del tiol.
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