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» Resumen

Resumen

Los microorganismos, con su gran diversidad bioquimica y metabdlica, han
colonizado todos los nichos del planeta y son capaces de sobrevivir en ambientes
con condiciones extremas. Tal es el caso del continente Antartico, el continente mas
frio, seco y ventoso del planeta, en el cual la temperatura puede alcanzar los -90° C.
Parte de los mecanismos de adaptaciéon que los microrganismos han desarrollado
para habitar este tipo de ambientes es sintetizar enzimas activas a estas
temperaturas (enzimas sicroéfilas), que les permiten sostener su metabolismo a bajas
temperaturas. En general, las enzimas sicroéfilas presentan (en comparacion con las
enzimas provenientes de organismos mesofilos) una elevada eficiencia catalitica
(kcat/Km) a bajas temperaturas, asi como una menor estabilidad térmica,
inactivandose facilmente a temperaturas moderadas. Desde un punto de vista
tecnoldgico, estas enzimas son interesantes candidatas para su utilizacion en
productos o procesos industriales que requieran enzimas que funcionen a bajas
temperaturas, condiciones donde las enzimas mesofilas no son eficientes

catalizadores.

Pseudomonas sp. AU10, un aislamiento bacteriano colectado en la isla Rey Jorge
de la peninsula Fildes, Antartica, AU10 produce una enzima proteolitica extracelular

(capaz de hidrolizar proteinas lacteas a temperaturas bajas y moderadas) con
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» Resumen

potenciales aplicaciones en distintas industrias. Durante esta tesis de Maestria se
identifico el gen codificante de la proteasa (y su contexto gendmico), se produjo la
enzima recombinante en Escherichia coliy la misma se caracterizd parcialmente a
nivel bioquimico y molecular. La enzima es una metalo-proteasa alcalina,
extracelular, perteneciente a la familia de las metzincinas, con caracteristicas
propias de enzimas sicroéfilas. Se determiné que AU10 produce y secreta la enzima
durante la fase exponencial temprana cuando el microorganismo crece a baja
temperatura. Se realiz6 también la purificacion de la enzima nativa, desde el
sobrenadante de cultivo de AU10, y ambas enzimas, recombinante y nativa, se
compararon a través de sus espectros de dicroismo circular, mostrando que no

existirian diferencias significativas entre ambas.
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Introduccion

I. Enzimas proteoliticas
Generalidades

Las proteasas son enzimas que catalizan la degradacion de proteinas al hidrolizar
los enlaces peptidicos. De acuerdo al criterio adoptado por el Comité de
Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, en el
cual las enzimas se clasifican en grupos dependiendo de la reaccion que catalizan,
las proteasas pertenecen al Grupo 3 (hidrolasas), subgrupo 4. Estas enzimas se
encuentran presente en todos los organismos vivos cumpliendo diversas funciones
a nivel celular. Sus funciones abarcan desde los procesos generales de digestion de
las proteinas de la dieta hasta procesos especificos y muy regulados, como la
activaciéon de zimogenos y modulacion de la liberacidn de hormonas y otros
productos bioactivos. Como consecuencia de sus diversas funciones y niveles en
los que actuan, las proteasas tienen influencia en procesos de vital importancia
como la proliferacion y diferenciacién celular, morfogénesis tisular, tratamiento de
proteinas mal plegadas, neurogénesis, coagulacién, procesos inflamatorios,
homeostasis y apoptosis celular, entre otros. De hecho, algunas alteraciones en los
sistemas proteoliticos estan implicadas en la aparicion de varias condiciones

patolégicas como el cancer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
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inflamatorias y cardiacas (Parahuleva et al. 2013; Aggarwal & Sloane, 2014;
Giuffrida et al. 2014; Thomas et al. 2014; Vassar et al. 2014 Xu et al. 2014).

En los vegetales, las proteasas también son de gran importancia para el
procesamiento, maduracion y/o eliminacién de proteinas implicadas en diferentes
etapas del desarrollo, la senescencia o proteinas sintetizadas en respuesta a estrés
causado por el cambio en las condiciones ambientales (Roberts et al. 2012; Adam
2013; Nath et al. 2013)

Los microorganismos también producen una gran variedad de enzimas proteoliticas,
muchas de ellas con fines nutricionales. La degradacion proteica comienza a nivel
extracelular produciendo aminoacidos y péptidos de hasta 35 aminoacidos, lo que
pueden utilizarse como nutrientes. A su vez, muchos microorganismos infecciosos,
como los patdégenos oportunistas, producen y secretan proteasas como factores de
virulencia que les facilitan la colonizacion de diferentes nichos. Un ejemplo muy
conocido es Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria produce y secreta varios
factores de virulencia, entre ellos una proteasa alcalina (degrada varias proteinas
asociadas a la inmunidad innata en vertebrados) y la elastasa (degradar las fibras
elasticas de las paredes vasculares) (Nicas & Iglewski, 1985; Guzzo et al. 1991;
Veesenmeyer et al. 2009).

Ademas de su papel esencial para el desarrollo de diversos procesos metabdlicos y
regulatorios, las enzimas proteoliticas son muy utilizadas a nivel industrial. En este

sentido, las proteasas microbianas (debido a su mayor estabilidad, facilidad de manejo
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y menor costo de produccion) suelen preferirse frente a las enzimas de origen animal o
vegetal. En 2013 el mercado de enzimas industriales valia cerca de US$ 4.8 billones y
la expectativa es que alcance los US$7.1 billones para el afio 2018 segun el reporte de
la BBC Research “Global Markets for Enzymes in Industrial Applications”

(www.bbcresearch.com). Dentro del mercado global de enzimas, las proteasas son el

grupo mas representado y encuentran aplicaciones en la industria de detergentes,
alimenticia, farmacéutica, textil, entre otras. Se calcula que el mercado mundial de

proteasas representa el 60% del total de enzimas comercializadas.

Clasificacion de proteasas

Originalmente las proteasas se clasificaron como endopeptidasas o exopeptidasas,
indicando que el enlace peptidico blanco de hidrdélisis es interno a la proteina, o
préximo al extremo amino-terminal (aminopeptidasas) o carboxilo-terminal
(carboxipeptidasas), respectivamente. Existe a su vez una clasificacion basada en
su mecanismo catalitico que permite distinguir cuatro clases principales de
proteasas: i) serin-proteasas, ii) cistein-proteasas, iii) proteasas asparticas y iv)
metalo-proteasas. Actualmente también se han descrito dos grupos poco
representados de proteasas glutamicas y treonin-proteasas (Rao et al. 1998). A su
vez, en base a su secuencia aminoacidica las proteasas pueden agruparse en

familias. A su vez las familias homologas (divergentes de un ancestro comun) se
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agrupan en clanes (Rawlings & Barrett, 1993). La base de datos MEROPS

(http://merops.sanger.ac.uk/) es la mayor fuente de informacion sobre proteasas.

Serin-proteasas — Estas proteasas se caracterizan por presentar un residuo de
serina (Ser) en su sitio activo, responsable del ataque nucleofilico sobre el carbonilo
del enlace peptidico blanco. La mayoria de las serin-proteasas poseen en su sitio
activo la llamada triada catalitica, compuesta por el residuo de Ser (nucledfilo del
mecanismo catalitico), una histidina (His) (residuo basico que desprotona el tiol) y
un aspartato (Asp) (grupo electrofilo) (Fig. 1a).También se han descrito serin-
proteasas con triadas e incluso diadas cataliticas diferentes, incluyendo: Ser-His-
Glu, Ser-Lys/His, His-Ser-His y Ser N-terminal (Hedstrom 2002). De acuerdo a la
base de datos MEROPS, las serin-proteasas se pueden agrupar en clanes
diferentes (actualmente 12) que agrupan distintas familias de peptidasas. La
subtilisina Carlsberg producida originalmente por Bacillus licheniformis es la
peptidasa modelo de uno de ellos (clan SB). Esta proteasa posee una amplia
especificidad de sustrato, una temperatura o6ptima de 60 °C y se utiliza en

formulaciones detergentes.

Cistein-proteasas - Segun la base de datos MEROPS los distintos grupos de cistein-
proteasas se agrupan en el clan CA y la proteasa modelo es la papaina, una
proteasa extraida de la planta Carica papaya. Otro conjunto de proteasas muy

estudiadas dentro de este grupo son las catepsinas lisosomales, las cuales son en
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su mayoria cistein-proteasas. Ademas de su implicancia en el recambio proteico,
actualmente se conoce que estas proteasas estan implicadas en diversas funciones
especificas, tales como en el desarrollo de ciertas enfermedades cardiovasculares
(Sjoberg & Shi, 2011) y cancer (Tan et al. 2013). El mecanismo catalitico de las
cistein-proteasas involucra la formacién de un intermediario enzimatico acilado. El
ataque nucleofilico se realiza a través del grupo tiol reactivo de una cisteina
presente en el sitio activo. El tiol se transforma en un nucledfilo al desprotonarse

gracias a un residuo de His adyacente (Fig. 1b) (Rao et al. 1998).

Figura 1. Mecanismo de accién de las proteasas serinicas (a), cisteinicas (b), asparticas (c) y

metalicas (d). Tomado de Neitzel JJ (2010).
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Proteasas asparticas - Estas proteasas (llamadas también proteasas acidicas) se
caracterizan por poseer dos residuos de Asp altamente conservados en su sitio
activo. En este caso, el grupo nucleofilico es una molécula de agua que se activa
(desprotona) por el ataque de un Asp del sitio activo (Fig. 1c) (Rao et al. 1998). La
gran mayoria de las proteasas asparticas presentan una actividad maxima a valores
de pH bajos (entre 3 y 4). Ejemplos de este tipo de proteasas lo constituyen la
pepsina (proteasa que se puede encontrar en estdmagos de basicamente todos los
vertebrados, y que cumple funciones nutricionales) la renina, quimosina asi como
las catepsinas lisosomales D y E, entre otras. Las proteasas asparticas también son
producidas por diversos microorganismos. Muchas proteasas asparticas, con
capacidad coagulante de la leche, secretadas por diferentes especies de hongos
(Mucor pusillus y Mucor miehei entre otros) son utilizadas a nivel industrial para el

cuajado de quesos (Souza et al. 2001).

Metalo-proteasas — Las metalo-proteasas se caracterizan por presentar un ion
catidnico en su sitio activo, que coordina una molécula de agua y el oxigeno
carbonilico del enlace peptidico a atacar, siendo el idn metalico el responsable de
activar la molécula de agua para transformala en un nucledfilo (Fig 1d). Todas las
metalo-proteasas comparten la caracteristica de inhibirse por agentes quelantes,
como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), entre otros. El cation mas frecuente

en las metalo-proteasas es el i6n zinc (Zn2*), aunque también se han encontrado
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enzimas capaces de utilizar otros metales de transicion, como Co2* y Mn2*. En
general, estos iones metalicos estan ligados en el sitio activo formando una
estructura tetraédrica, donde se encuentra coordinado por tres o cuatro residuos
aminoacidicos cargados. La His es el residuo mas frecuente en el sitio activo de
este tipo de enzimas, seguida de Glu, Asp o Cys. Segun el mecanismo catalitico de
la enzima, el ibn metalico es responsable de: i) la activacion de la molécula de agua
para que realice el ataque nucledfilico, ii) la polarizacion del carbonilo del enlace que
se hidroliza y iii) la estabilizacién de intermediaros cargados negativamente en el
estado de transicion (Rao et al. 1998).

Las metalo-proteasas se dividen en dos grandes categorias, segun el sitio de
hidrélisis del enlace peptidico: metalo—exopeptidasas, si hidrolizan desde el
extremo, o metalo-endopeptidasas si hidrolizan una region interna del sustrato
proteico. La metalo-endopeptidasa modelo es la Termolisina (EC 3.4.24.27), una
proteasa extracelular secretada por la bacteria Bacillus thermoproteolyfticus,
mientras que la Carboxipeptidasa A (EC 3.4.17.1) (hidrdlisis del C-terminal de
ésteres y péptidos con cadenas laterales grandes e hidrofébicas) es la metalo-
exopeptidasa modelo. Existe ademas una clasificacion adicional para las proteasas
metalicas, basada en la especificidad de su accion. En este sentido se diferencian
cuatro grupos: i) metalo-proteasas neutras, con especificidad por aminoacidos
hidrofébicos, ii) metalo-proteasas alcalinas, que poseen una amplia especificidad de

sustrato, iii) metalo-proteasas tipo Myxobacter |, que hidrolizan enlaces peptidicos
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flanqueados por aminoacidos pequeios, ya sea en el lado N o C-terminal y iv)
Myxobacter Il, que hidrolizan enlaces peptidicos que tienen una lisina en el lado N-
terminal (Rao et al. 1998). Un grupo de metalo-proteasas muy estudiado por su gran
importancia para los seres humanos son las metalo-proteasas de matriz (MMPs del
inglés Matrix Metalo profeases). Las mismas son endoproteasas dependientes de
zinc, que hidrolizan los componentes proteicos de la matriz extracelular,
participando en funciones relacionadas a la remodelacién tisular (Stamenkovic,
2003) y que también estan asociadas con el crecimiento y metastasis en diversos

tipos de cancer en humanos (Scherer et al. 2008; Kessenbrock et al. 2010).

Produccion de proteasas por diferentes organismos - Aplicaciones
industriales

Las enzimas proteoliticas son ubicuas y capaces de llevar a cabo reacciones muy

especificas. Esta ultima caracteristica las ha posicionado como enzimas muy atractivas

para diferentes industrias. Las enzimas hidroliticas representan el 75%, del mercado

mundial de enzimas industriales, de los cuales el 60% corresponde a las proteasas

(Shankar et al. 2011). El 10% restante corresponde fundamentalmente a las lipasas y

celulasas.

Los microorganismos, debido a su gran diversidad fisioldégica y bioquimica, y su

susceptibilidad a ser genéticamente manipulados, constituyen la principal fuente de
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enzimas proteoliticas. Estas enzimas tienen aplicaciones en diversos campos
industriales, siendo la industria de detergentes y alimenticia sus principales mercados.
A su vez, considerando las tendencias actuales de implementar tecnologias
ambientalmente amigables, la utilizacidon de enzimas proteoliticas se ha extendido a
otras industrias. Algunos procesos quimicos que usualmente se realizaban en
condiciones de temperatura y pH extremos, o altas presiones, pueden realizarse por
reacciones enzimaticas en condiciones mas moderadas (Rao et al. 1998). Las enzimas
presentan la ventaja de catalizar reacciones altamente especificas y tener elevada
eficiencia catalitica, llevando a cabo incluso reacciones estero selectivas. La utilizacion
de enzimas permite ademas disminuir el consumo energético y de agua en algunas
industrias, asi como generar menor cantidad de desechos y subproductos. Sumado a
esto, actualmente es posible, mediante técnicas de mutacion dirigida, mejorar la
estabilidad y especificidad de los biocatalizadores para adecuarlos a los procesos
productivos (Rao et al. 1998; Gupta et al. 2002).

Algunas de las aplicaciones industriales de las enzimas proteoliticas se detallan a

continuacion.

Industria del detergente - Las proteasas fueron por primera vez introducidas en la
formulacion de detergentes a finales de la década de 1960 y actualmente, junto con
otras enzimas hidroliticas (lipasas, amilasas, celulasas, oxigenasas y peroxidasas), son

un ingrediente comun de estos productos. De hecho, las proteasas para detergentes
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representan el 25% del mercado mundial de enzimas para uso industrial. Se utilizan
tanto en los detergentes para ropa, asi como en soluciones de limpieza de lentes de
contacto (Pawar et al. 2009) y protesis dentales. La primer proteasa microbiana
utilizada con este fin fue la alcalasa, extraida de Bacillus licheniformis, que formaba
parte del detergente “BIOTOX” comercializado por Novo Ind A/S (actualmente
Novozyme, la industria biotecnologica lider en produccion y comercializacion de
enzimas industriales). La mayoria de las proteasas incluidas en los productos
detergentes son del grupo de las subtilisinas (serin-proteasas alcalinas secretadas por
las bacterias del género Bacillus), debido a que son activas en las condiciones
fuertemente alcalinas de los mismos. Las proteasas utilizadas en este tipo de producto
deben ser estables frente a las sustancias blanqueadoras y agentes oxidantes, asi
como compatibles con la fuerza idnica de la solucion detergente (Gupta et al. 1999;
Showell, 1999). Actualmente, existe un interés creciente por la identificacion de
proteasas alcalinas activas en un rango amplio de temperatura. Las proteasas con
elevada eficiencia catalitica a temperaturas bajas y moderadas permiten el lavado con
agua corriente, sin el calentado de la misma, lo que implica un ahorro en el consumo

energético y un menor impacto ambiental (Binod et al. 2013).

Industria alimenticia - En la industria alimenticia la principal aplicacion de las proteasas
es en la elaboracion de quesos, en donde su funcion es la coagulacion de las proteinas

lacteas, especificamente hidrolizando el enlace Phe1os-Met1os de la k-caseina para dar
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lugar a para-k-caseina y otros macropéptidos (Souza et al. 2001). Tradicionalmente, la
proteasa utilizada para la fabricacion de queso es la quimosina (EC 3.4.23.4) extraida
de estbmagos de terneros. No obstante, la gran demanda mundial por esta enzima, asi
como su elevado costo de produccién, impulsé a la industria en la busqueda enzimas
proteoliticas de origen microbiano para la industria lactea. Existen actualmente ciertas
proteasas, producidas por microorganismos GRAS (de su sigla en inglés Genetically
Regarded As Safe), que estan reemplazando gradualmente a la quimosina. Entre los
microorganismos GRAS que se utilizan con este fin se encuentran los de origen
fungico como Mucor miehei, Mucur pusillus Lindt y Endothia parasitica (Garcia da
Silveira et al. 2005). Si bien estas enzimas no presentan el mismo grado de
especificidad que la quimosina bovina, son utiles para la produccion de quesos de
buena calidad. Existen también algunas proteasas de origen bacteriano utilizadas en la
elaboracion de quesos. Sin embargo, la falta de especificidad en la accion de ciertas
proteasa bacterianas produce la aparicion de péptidos amargos, que ocasionan
sabores indeseables en el producto final. Controlar el grado de hidrdlisis de las
proteinas lacteas durante la elaboracidén de alimentos es un proceso dificil de obtener.
No obstante, el uso de ciertas proteasas bacterianas es de gran utilidad para la
maduracion de ciertas variedades de quesos. Por ejemplo, estas proteasas se utilizan
para la produccion de la variedad Cheddar (US4690826 Haard et al 1987 A; Preetha &
Boopathy, 1994) y otros quesos de lenta maduracion, que requieren condiciones

especificas de temperatura y humedad, y generan productos con sabores picantes.
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Las proteasas también encuentran utilidad en otras aplicaciones de la industria
alimenticia, como ser en el tiernizado (ablandamiento) de carnes. Por ejemplo, la
papaina se utiliza en la industria carnica debido a que es muy eficiente en la
degradacion de proteinas fibrosas y tejidos conectivos. También se emplean proteasas
en la industria panadera para degradar el gluten, mejorando el ablandamiento y textura
de la masa. Asi mismo, las proteasas bacterianas alcalinas usualmente se emplean
para la elaboracién de hidrolizados proteicos de alto valor nutricional y mayor
digestibilidad, utilizados por ejemplo en la formulacion de alimentos para nifos

(Neklyudov et al. 2000).

Aplicaciones terapéuticas - Las proteasas también tienen aplicaciones clinicas.
Diversas proteasas con accion fribrinolitica tienen potencial aplicacion como agentes
tromboliticos (Cho et al. 2004; Phan et al. 2011). La uroquinasa y la alteplasa
(actualmente obtenidas en forma recombinante) son serin-proteasas, aisladas de
cultivos de células renales humanas y glébulos sanguineos, respectivamente, que se
utilizan como agentes fibrinoliticos (Nguyen & Ward, 1993). También existen
formulaciones tépicas que incluyen proteasas con la finalidad de degradar tejidos
necroticos en heridas superficiales. Tanto las proteasas derivadas de organismos
mesofilos como las provenientes de organismos sicrofilos/sicrotolerantes son de
utilidad en formulaciones tépicas, con efectos localizados (Kudrya & Simonenko, 1994;

Fornbacke & Clarsund, 2013). Existe también evidencia que senala la efectividad del
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uso de enzimas proteoliticas aisladas de krill Antartico para el tratamiento de heridas

necroéticas (Mekkes et al. 1998).

Industria textil - Las enzimas proteoliticas, con actividad queratinolitica y elastolitica,
se utilizan para el tratamiento de fibras proteicas naturales, como la seda y la lana.
Estas enzimas se utilizan con el fin de obtener una superficie de la tela o tejidos
limpios y suaves, lo cual permite obtener productos con diferente acabado (Infante et
al. 2010). Esta es una alternativa menos costosa que el procedimiento mecanico que
generalmente se utiliza para este fin. Estas enzimas se utilizan también para la
remocién del pelo y el ablandado del cuero, ofreciendo una tecnologia de origen
biolégico que no contamina el medioambiente, a diferencia de lo que sucede con los
tratamientos clasicos donde se utilizan compuestos con sulfuros (Rao et al. 1998;

Gupta et al. 2002, Rani et al. 2012).

Tratamiento de desechos - Desde hace algunos afios se estan utilizando enzimas
proteoliticas bacterianas para tratar los desechos domésticos y de industrias
procesadoras de alimentos. Son utiles para degradar, por ejemplo, plumas (desechos
de los mataderos de aves) y remover el pelo y otros residuos proteicos depositados en
los drenajes, entre otros. Para esto se utilizan enzimas queratinoliticas, que son
proteasas que hidrolizan los sustratos queratinosos (Dalev 1994). Por ejemplo, en

nuestro pais la empresa Enzur produce Biozur 10S, un preparado con proteasas y
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amilasas de origen bacteriano para el tratamiento de plantas de efluentes y caferias
domésticas.

El éxito en la implementacién de procesos enzimaticos radica en lograr el desarrollo
de productos competitivos desde un punto de vista econdmico comparados con los
productos quimicos tradicionales ya establecidos. La exploracidon de la biodiversidad y
la expansion de la busqueda de enzimas con propiedades novedosas es de vital

importancia para el continuo desarrollo de la tecnologia enzimatica.

II. Microorganismos adaptados al frio - fuente de enzimas
novedosas

Aproximadamente el 85% de la biosfera presenta ambientes frios, en donde la
temperatura promedio es menor a 5 °C (Rodrigues & Tiedje, 2008; Margesin & Miteva,
2011) y que han sido colonizados exitosamente por una gran variedad de bacterias,
arqueas, hongos filamentosos, levaduras y algas (Satyanarayana et al. 2005;
Gongalves et al. 2012; Godinho et al. 2013; Dan et al. 2014). Los microorganismos que
han colonizado exitosamente estos ambientes frios son sicrofilos y sicrotolerantes. De
acuerdo a la definicion de Morita (1975), los microorganismos sicrofilos son aquellos
que tienen temperaturas Optimas de crecimiento menores a 15 °C y maximas no
mayores a 20 °C; mientras que los microorganismos sicrotolerantes son aquellos
capaces de crecer a 0 °C pero con temperaturas 6ptimas de crecimiento en el rango

de 20 a 40 °C. Por otra parte aquellos microorganismos con temperaturas optimas de
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crecimiento proximas a 35 °C son definidos como mesdfilos. La capacidad de los
microorganismos sicrofilos y sicrotolerantes de crecer y dividirse en ambientes con
temperaturas bajas radica en su habilidad para superar dos dificultades principales: i)
el decaimiento exponencial en la velocidad de las reacciones bioquimicas vy ii) el
aumento en la viscosidad de los ambientes acuosos (D’Amico et al. 2002; 2006). Por
estos motivos, estos microorganismos han desarrollado diversos mecanismos de
adaptacion que incluyen: i) la modificacion de la composicion lipidica de la membrana
plasmatica, para evitar la pérdida de fluidez, ii) la sintesis de proteinas y otras
moléculas anti-congelamiento, iii) adaptacion y sobre-expresion de las proteinas que
participan en los procesos de transcripcion y traduccion (por ejemplo factores de
transcripcion, proteinas tipo histonas, ADN girasas, ARN helicasas entre otras), iv)
sintesis de exopolisacaridos protectores, y v) sintesis de enzimas adaptadas a bajas
temperaturas (enzimas sicroéfilas) que les permitan sostener el metabolismo celular y la
produccion de energia en estas condiciones (D’Amico et al. 2006; Pikuta & Hoover,

2007; Martinez-Rosales et al. 2012; Jung et al. 2014).

III. Enzimas adaptadas a las bajas temperaturas

Desde hace tiempo el estudio de enzimas activas a las bajas temperaturas ha captado
la atencion de la comunidad cientifica debido a que estas enzimas proporcionan un

modelo para comprender los fendmenos de la estabilidad térmica y adaptacién
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molecular de las proteinas. Asimismo, sus caracteristicas las han vuelto muy atractivas
por su potencial utilizacién en la industria biotecnolégica.

En general las enzimas activas a bajas temperaturas presentan — en comparacion con
las enzimas provenientes de organismos mesofilos — tres caracteristicas distintivas: i)
mayor actividad especifica (keat') 0 €eficiencia catalitica (kca/Km2) a bajas temperaturas,
i) una temperatura optima de actividad catalitica mas baja y iii) menor estabilidad
térmica, siendo en general facilmente inactivadas a temperaturas moderadas y por
agentes desnaturalizantes (D’Amico et al. 2003; Struvay & Feller, 2012; Joshi &
Satyanarayana, 2013). La obtencién de estructuras cristalograficas de proteinas
sicrofilas y su comparacion con homologas mesdéfilas ha permitido comprender en
parte los mecanismos de adaptacién de estas proteinas (Arpigny et al. 1993; Dong et
al. 2005; Violot et al. 2005; Wang et al. 2007; Michaux et al. 2008; Almog et al. 2009;
Zhang et al. 2011). Se ha propuesto que el aumento en la actividad catalitica a baja
temperatura estd asociado con un incremento en la flexibilidad de la estructura
proteica, ya sea en su totalidad o en una region puntual de la proteina (Aghajari et al.
1998a; Petegem et al. 2003, Johns & Somero, 2004; D’ Amico et al. 2006; Zhang et al.
2011; Feller, 2013). En muchos casos se ha constatado que la inactivacion de estas
enzimas activas en frio se da a temperaturas menores a la temperatura de

desnaturalizacion. Se entiende que existe un compromiso entre la estabilidad térmica y

1 ree P . P 1. .
kcat es la constante catalitica o nimero de recambio. Representa el nUmero maximo de moléculas de
sustrato que se convierten en producto, por unidad de sitio activo, por unidad de tiempo.
2 P N soe . . o . soe .
kcat/Ky es la constante de especificidad catalitica que permite comparar la eficiencia catalitica de diferentes
enzimas.
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la actividad catalitica, de modo que las enzimas han evolucionado ajustando el numero
y la fuerza de las interacciones estabilizantes para optimizar el balance entre la rigidez
(necesaria para la estabilidad estructural) y la flexibilidad requerida para una eficiente
actividad catalitica a baja temperatura (Arnold et al. 2001). Si bien existen algunos
indicios de cuales son los posibles mecanismos estructurales que permiten que se
produzca esta elevada actividad catalitica a baja temperatura, no existen
caracteristicas estructurales comunes que se puedan generalizar a todas las enzimas
activas en frio (Sheridan et al. 2000; Aghajari et al. 2003).

Algunos elementos que se han encontrado al analizar la estructura de distintas
enzimas activas en frio son: i) la existencia de bucles superficiales mas abiertos, ii)
una mayor cantidad de residuos polares expuestos en la superficie de la proteinas,
en contacto con el solvente, o la presencia de nucleos proteicos menos hidrofobicos,
iii) una disminucién de la cantidad de puentes salinos, iv) la presencia de hélices alfa
menos estabilizadas y en consecuencia enlaces de hidrogeno mas débiles (Villeret
et al. 1997; Brunialti et al. 2011; Zhang et al. 2011). En algunos casos se piensa que

la presencia de aminoacidos especificos se ha convertido en elementos claves para

la adaptacion al frio en estas enzimas (Marx et al. 2007). La glicina es un residuo
importante para mejorar la flexibilidad de la estructura proteica, pues su presencia
proporcionaria una mayor amplitud para los movimientos relativos entre los
elementos de la estructura secundaria. Por otro lado, al analizar las secuencias de

proteinas bacterianas antarticas, Grzymski et al. (2006) constataron una reduccion
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significativa en el contenido de Pro, disminucion del numero de agrupamientos de
residuos hidrofobicos, asi como en el numero de residuos implicados en la
formacion de puentes salinos (Arg, Glu y Asp). La disponibilidad de un mayor
numero de secuencias de genomas de microorganismos sicrofilos es crucial para
contribuir al conocimiento de los mecanismos de adaptacién de las proteinas a un

ambiente frio.

IV. Proteasas activas a bajas temperaturas - potencial tecnolégico

Las enzimas proteoliticas sicrofilas resultan interesantes desde un punto de vista
tecnoldgico. Estas tienen el potencial de ser utilizadas en procesos industriales, que
por sus caracteristicas o por la inestabilidad de los productos generados, deban
realizarse a bajas temperaturas de reaccion ; siendo ademas facilmente inactivadas
con tratamientos térmicos moderados (Ohgiya et al. 1998; Kasana, 2010; Joshi &
Satyanarayana, 2013). Se han aislado varios microorganismos sicréfilos vy
sicrotolerantes productores de proteasas activas a bajas temperaturas, bacterias Gram
negativas como Gram positivas (Kulakova et al. 1999; Chessa et al. 2000; Koka et al.
2000; Secades et al. 2001; Wang et al. 2005; Yuan & Hayashi, 2009; Wan et al. 2010;
Tariq et al. 2011; Saba et al. 2012), asi como levaduras (Ray et al. 1992; Turkiewicz et

al. 2003) y hongos (Damare et al. 2006; Zhu et al. 2009). La Tabla 1 recopila
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informacion referente a los distintos trabajos sobre la produccion y caracterizacion de

proteasas activas a bajas temperaturas producidas por microorganismos.

Tabla 1. Algunos microorganismos productores de proteasas activas a bajas temperaturas

Caracteristicas de la proteasa

Microorganismo

Candida humicola
Flavobacterium YS-80

Planomicrobio sp. 547

Pseudomonas sp. Ele-2

Pseudomonas sp
Serratia marcescens
AP3801

Colwellia sp. NJ341
Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas cepa DY-A

Pseudomonas aeruginosa
MTCC 7926
Pseudomonas lundensis
Pseudoalteromonas sp.
D12-004

Temperatura
o6ptima (°C)

37
30
35

40
20
40

35
35
40

40
30
35

pH
optimo
10
8.5

9

9-10
8.0

8-9

10

9
10.5
7-8

Otras

Activa entre
0-45°C
Activa entre
10-60°C
Activa entre
10-60°C
Activa entre
5-55°C

30% actividad
residual a 0°C
Activa entre
15-55°C
60% actividad

residual a 25°C

Activa entre
25-65°C
Activa entre
5-65°C

Clasificacion

Proteasa acidica
inhibida por pepstatina
Metalo proteasa
Proteasa alcalina, tipo
subtilisina

Metalo proteasa
Metalo proteasa alcalina

Metalo proteasa

Serin proteasa

Metalo proteasa acida
Serin proteasa alcalina

Proteasa alcalina
Metalo proteasa alcalina

Metalo proteasa

Referencia

Ray et al. 1992
Wang et al. 2010
Sheng et al. 2011

Vazquez et al.
2004
Chessa et al. 2000

Tariqg et al. 2011
Wang et al., 2005
Koka et al. 2000
Zeng et al. 2003

Patil et al. 2011
Yang et al. 2010
Xiong et al. 2007

Adaptada de Joshi & Satyanarayana, 2013

Actualmente existen productos comerciales que emplean proteasas activas a bajas

temperaturas. Tal es el caso de Kannase®, una proteasa activa entre 10-20 °C, que

forma parte de los componentes activos de un detergente eficiente a temperatura

ambiente; y Savinase®, una proteasa alcalina activa a temperaturas moderadas (45-50

°C), entre otras (Margesin 2009). De hecho, ya se han otorgado patentes para varias

proteasas activas a bajas temperaturas provenientes de bacterias sicréfilas y
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sicrotolerantes (Hasan & Tamiya, 1997; 1998; Takaiwa et al. 1997; Brenchley et al.
2001). Estas proteasas son particularmente utiles para la limpieza de tejidos sintéticos
gue no toleran temperaturas mayores a 50-60 °C y por ende requieren de tratamientos

a menor temperatura, tanto a nivel doméstico como industrial.

V. La Antartida- fuente de recursos genéticos para la biotecnologia

La Antartida es un continente que se caracteriza por estar geografica y
climaticamente aislado, y en su mayor parte no ha tenido influencia antropogénica.
Tiene una amplia diversidad de ambientes acuaticos desde los mares e hielos
marinos, hasta un gran numero de lagos con salinidad variable. Todos estos
ambientes experimentan condiciones ambientales extremas como aridez, grandes
fluctuaciones de temperatura, frio extremo, y altas dosis de radiacidon solar. Las
zonas costeras mas septentrionales, como la peninsula Antartica, islas adyacentes
e islas subantarticas presentan un clima de tundra, donde la temperatura promedio
del verano apenas superan los 0 °C, y en invierno se aproximan a -10 °C. Todas
estas condiciones imponen dificultades al desarrollo de la vida. No obstante se ha
comprobado que existe una gran diversidad microbiana (Cowan et al. 2014) capaz

de ser explotada con fines biotecnoldgicos.
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VI. Antecedentes y justificacion

Nuestro grupo de investigacion ha trabajado en el aislamiento de bacterias Antarticas
productoras de enzimas proteoliticas y laccasas. Actualmente, el laboratorio cuenta
con una coleccidn de aislamientos de microorganismos Antarticos capaces de producir
proteasas extracelulares cuando crecen a temperaturas bajas, con actividad
proteolitica tanto a 4 como a 30 °C. Los mismos fueron identificados como
pertenecientes a uno de los siguientes géneros: Pseudomonas, Flavobacterium o
Janthinobacteriumy se ha comprobado su capacidad de hidrolizar gelatina y proteinas
lacteas (Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2011). Uno de estos aislamientos,
identificado por secuenciacion del gen que codifica ARN ribosomal r 16S como
perteneciente al género Pseudomonas, se denomindé como Pseudomonas sp. AU10.
AU10 es capaz de crecer entre 4 y 30 °C, con una temperatura 6ptima de crecimiento
proxima a 20 °C, por lo cual se lo defini6 como una bacteria sicrotolerante. EI mismo
fue objeto de una tesis de Maestria, donde se estudié sus mecanismos bioquimicos y
fisiolégicos de adaptacién a las bajas temperaturas, y actualmente se cuenta con
alguna informacién que ha permitido avanzar en el conocimiento sobre su forma de
vida a bajas temperaturas. Por estos motivos, AU10 se seleccion6 para avanzar en el
trabajo de caracterizacion de proteasas extracelulares.

En el marco de esta tesis nos hemos propuesto identificar el gen responsable de la

sintesis de la proteasa extracelular producida por dicho aislamiento de Pseudomonas,
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producir la proteasa en forma recombinante en un sistema heterdlogo vy
posteriormente realizar la caracterizacion bioquimica de la enzima.

Si bien la proteasa en estudio es una proteina de secrecion (lo que representa una
ventaja importante para el posterior proceso de purificacion), su expresién solo se
detectd luego de varios dias de crecimiento de Pseudomonas sp. AU10 a baja
temperatura (Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2010). De hecho, se ha informado
que en muchos microorganismos sicrotolerantes la temperatura donde se obtiene el
mayor rendimiento de produccion de enzimas extracelulares es menor a la temperatura
optima de crecimiento del microorganismo (Margesin 2009). Sumado a esto, los
microorganismos sicroéfilos/sicrotolerantes no suelen ser buenos candidatos para
utilizar en procesos de fermentacion a escala industrial, ya que mantener sistemas de
fermentacion a bajas temperaturas por largos periodos genera un elevado costo
energético. En el caso particular del aislamiento bacteriano Pseudomonas sp. AU10,
con el cual se realiza este trabajo, se debe considerar ademas el hecho de que existen
especies de Pseudomonas que son patdégenos oportunistas, lo que puede generar
controversias a la hora de producir una proteina con aplicaciones industriales. Por
estos motivos, durante este proyecto se plantea la conveniencia de producir de forma
recombinante la proteasa en estudio, en un microorganismo cuyo contexto genético
sea conocido y que se utilice comunmente para la produccion industrial de proteinas

recombinantes.
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Aproximadamente el 90% de las enzimas industriales que se comercializan son
versiones recombinantes de las mismas (Adrio & Demain, 2014). El microorganismo
hospedero de eleccion para la expresion de proteinas recombinantes, con fines
productivos a gran escala y a bajo costo, es Escherichia coli. En comparacion con
otros sistemas de expresion, E. coli presenta la ventaja de ser un microorganismo facil
de cultivar, con el cual se logra una rapida acumulacion de biomasa y que permite en
general escalar los procesos de fermentacion sin grandes dificultades (Pryor & Leiting,
1997; Sorensen & Mortensen, 2005a; Chen, 2011). Sin embargo, es comun que en las
condiciones Optimas para el crecimiento de la bacteria, las proteinas expresadas en
forma recombinante no son capaces de plegarse correctamente, resultando en la
formacion de agregados insolubles denominados cuerpos de inclusion. Los cuerpos de
inclusion suelen estar formados principalmente por agregados de la proteina
recombinante incorrectamente plegada y en general sin actividad biologica.
Generalmente la reaccion de agregacion se ve favorecida a temperaturas elevadas,
debido a la fuerte dependencia entre la temperatura y las interacciones hidrofobicas
que determinan la agregacion (Sorensen & Mortensen, 2005b). En algunos casos se
puede mejorar la solubilidad de estas proteinas con tendencia a formar agregados
cultivando el microorganismo a temperaturas sub-Optimas para el crecimiento
(Sorensen & Mortensen, 2005b).

El caso particular de la expresion recombinante de proteasas supone una dificultad

adicional ya que existe la posibilidad de que la proteasa ha expresar resulte toxica
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para la célula hospedera, generando una disminucidén en la tasa de crecimiento - y

ausencia de la proteina blanco- u ocasionando la lisis del cultivo directamente. No

obstante en la literatura aparecen ejemplos de proteasas producidas en diferentes

sistemas de expresion. Algunas proteasas activas en frio ya se han producido de

forma recombinante utilizando diferentes estrategias de produccién. En la Tabla 2 se

resume alguna informacion reportada en la bibliografia sobre proteasas activas a bajas

temperaturas producidas en forma recombinante.

Tabla 2. Ejemplos de proteasas activas a bajas temperaturas producidas de forma recombinante

Proteasa Fuente Hospedero Vector de Recuperacion de la Referencia
expresion enzima
Tripsina Krill antartico E. coliBL21 (DE3) pET22b(+) Cuerpos inclusion Olivera-
. coli TB1 pMAL-c2E  solubley activa Nappa et al.
2013
Serin-proteasa Pseudoalteromonas sp. . coliBL21 pET22b(+) Enzima activa en el Acevedo et
st 2-10 sobrenadante del cultivo  al. 2013
Proteasa Pseudoalteromonas sp. . coliBL21 (DE3) pCOLDIII Enzima soluble sin Xu et al. 2011
Ql-1 actividad bioldgica
Proteasa Pseudoalteromonas . coliBL21 (DE3) pET22b(+) Cuerpos de inclusion De Pascale et
halolanktis TAC125 Plegamiento in vitro al. 2010
Oligopeptidasa B Pseudoalteromonas sp . coliBL21 (DE3) pET22b(+) Enzima soluble. Tag 6xHis Yan et al.
(“serin like SM9913 2009
protease”)
Tripsina activa en Bacalao Atlantico . coliTOP10 pThioHis Enzima soluble. Fusion a Jonsdottir et
frio (Gadus morhua) A Trx al. 2004
Serin-proteasa Vibrio sp. PA44 . coliTOP10 pBAD- Enzima soluble y activa Arndrsdottir
sicrotolerante TOPO et al. 2002
Serin-proteasa Shewanella Ac10 . coliBL21 (DE3) pET21a Cuerpos de inclusion Kulakova et
alcalina Plegamiento in vitro al. 1999

En algunos casos la obtencidon de enzima en forma soluble y activa se logré mediante

plegamiento /n vifro de la proteina (Kulakova et al. 1999; De Pascale et al. 2010);
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» Introduccion

Acevedo et al. (2013) lograron obtener la serin-proteasa de en el sobrenadante del
cultivo bacteriano utilizando una estrategia de exportacion de la enzima hacia el
espacio periplasmatico (utilizando el péptido sefal de secrecion pelB presente en los
vectores de la serie pET). Otros autores han logrado mejorar la solubilidad de
proteasas recombinantes expresadas en forma intracelular utilizando fusiones con
proteinas como tiorredoxina o MBP (del inglés “malfose binding protein’). En este
sentido Jonsdottir et al. (2004) lograron obtener de forma soluble una proteasa con
actividad de tripsina al expresarla fusionada con HP-tiorredoxina en el extremo N-
terminal; mientras que Olivera-Nappa et al. (2013) consiguieron producir MBP-tripsina
de krill antartico soluble en E. coli En ambos casos se clond y expreso el zimogeno
inactivo de la enzima, que se activd luego de su purificacion, utilizando cantidades

minimas de la enzima nativa.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

El objetivo de esta tesis es aislar y caracterizar la proteasa producida por el aislamiento
Antartico Pseudomonas sp. AU10.
Objetivos especificos
1- ldentificar el gen codificante de la proteasa extracelular producida por el
aislamiento Pseudomonas sp. AU10.
2- Producir la proteasa en forma recombinante en E. coll.
3- Purificar y realizar una caracterizacion bioquimica parcial de la enzima. Realizar
una caracterizacion /n sifico de la enzima y su contexto.
4- Producir y purificar la proteasa en forma nativa, a partir del sobrenadante de
cultivo de Pseudomonas sp. AU10, para su comparacion con la enzima

recombinante.
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Materiales y Métodos

L. Cepasy plasmidos utilizados en este trabajo

En este trabajo se utilizd el aislamiento antartico sicrotolerante Pseudomonas sp.
AU10 (Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2011). Este aislamiento se cultivd en
medio LB, ML y PFm (Anexo I) a 7 y 20 o 30 °C, con 200 rpm de agitacion
constante. Escherichia coli DH5a se utiliz6 para realizar la propagacion de
plasmidos. Para los ensayos de expresion se utilizaron las siguientes cepas de E.
coli: BL21, C41, C43 y C41/pDIA17Los cultivos de E. coli se realizaron
rutinariamente en medio LB, suplementado con 0.1 mg/ml de ampicilina (Amp). Para
el caso de E. coli C41-pDIA17 se utilizé LB suplementado con Amp y 0.034 mg/ml
de cloranfenicol (Cm). Los diferentes plasmidos utilizados en este trabajo se

muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos

Plasmido Caracteristica Resistencia Fuente / Referencia

pTZ57R/T  Vector para clonado y AmpR InsTAcone PCR cloning
secuenciado de fragmentos de kit, Fermentas,
amplificacion de ADN Cat.K1213

pET22b(+) Vector de expresion AmpR Promega

pMP10-H6 pET22b(+) portando la regién AmpR Este trabajo
codificante de MP10

pDIA17 Derivado de pACYC184, portando CmR Munier et al, 1991

el gen /acl/ actuando bajo el
control del promotor del gen de

tetraciclina
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II. Identificacién de la proteasa MP10 de Pseudomonas sp. AU10 en
el sobrenadante del cultivo

Crecimiento de AU10 y analisis del sobrenadante de cultivo

Una colonia fresca del aislamiento de Pseudomonas sp. AU10 se cultivd en 5 ml de
medio LB (temperatura ambiente y 200 rpm) hasta fase exponencial, y 50 pl de
cultivo se utilizaron para inocular 5 ml de medio ML y LB diluido 20 veces. Ambos
cultivos se incubaron a 4 °C y 200 rpm durante 7 dias. Una vez clarificado el cultivo
en medio ML (coagulacién de proteinas lacteas), se centrifugd a maxima velocidad
durante 10 minutos a 4 °C para sedimentar las células y parte de las proteinas
coaguladas. El sobrenadante se filtré utilizando un filtro de 0.22 pym (sobrenadante
libre de células) y se analizd por electroforesis SDS-PAGE. La SDS-PAGE se
realiz6 en un gel de poliacrilamida (gel concentrador al 5% y separador al 12%)
(Anexo Il). Las muestras se diluyeron en tampon de carga (Anexo lll), se incubaron
a 95 °C durante 5 minutos, se enfriaron en hielo y se sembraron 15 ul de muestra
por pocillo. La corrida electroforética se realizé a 90V en tampdn de corrida Tris-
glicina (Anexo lll) hasta que las muestras entraron en el gel separador y luego se
aumenté el voltaje a 120V. Las bandas proteicas se revelaron con una solucién
colorante de Coomasie Brillant Blue R-250 y se decoloré con solucion decolorante

(Anexo IlI).
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Actividad proteolitica en el sobrenadante de cultivo

Hidrélisis de proteinas lacteas - Una alicuota de 100 pl del sobrenadante libre de
células de Pseudomonas sp. AU10 se sembr6 en forma de una gran gota sobre una
placa de medio ML-agar. La placa se incub6 a 4 °C durante 16 hs. Se verifico la
capacidad del sobrenadante de hidrolizar las proteinas lacteas por la produccion de

un halo de transparencia alrededor de la alicuota sembrada.

Zimograma - El numero de proteinas con actividad proteolitica se analizé en un gel
de actividad o zimograma. Durante el mismo se realizé la separacion de fracciones
proteicas en un gel de poliacrilamida en forma nativa (sin el agregado de
detergentes, como SDS, ni agentes reductores) co-polimerizado con gelatina (Type
B: from bovine skin, SIGMA). El gel de poliacrilamida consistié de un gel separador
al 8% y gel concentrador al 5% (Anexo Ill). Se utilizdé Tris-glicina pH 8.3 como
tampodn de corrida (Anexo lll). Las muestras se diluyeron con el tampon de muestra
sin SDS, ni B-mercapto etanol (Anexo Ill), se sembraron 10-15 yl por pocillo y se
realizé la electroforesis a 180V durante 30 minutos. Finalmente, el gel se lavd una
vez con Tritén-X100 al 1% durante 30 min, y dos veces con agua milliQ durante 5
min. Posteriormente, el gel se incubd a 4 y 30 °C en tampdn PBS (Anexo lll) durante
16 h para permitir la accion de la proteasa sobre la gelatina. Para el revelado, el gel
se incubd en solucion colorante de Coomassie Brillant Blue R-250 y se destifid con
solucion decolorante. La presencia de bandas de transparencia evidencia la accion

proteolitica.
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Identificacion de la proteasa por espectrometria de masas EM-MALDI TOF

La banda proteica de aproximadamente 50kDa observada por SDS-PAGE se envio
a la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analitica (UByPA) del Instituto Pasteur,

Montevideo, para su analisis por espectrometria de masas (EM).

El analisis se basa en la identificacién de la proteina mediante un mapeo peptidico
de la misma, mediante digestion triptica y obtencidn del espectro de masas
utilizando el equipo 4800 MALDI/TOF/TOF de Applyed Biosystems, en modo
reflector. El equipo se calibra con un estandar de péptidos de Applyed Biosystems.
El perfil triptico se analiza utilizando el motor de busqueda MASCOT del servidor

NCBInr.

III.  Identificacion del gen codificante de la proteasa MP10

Disefio de cebadores degenerados y amplificacion de una region parcial del
gen mp10

En base a la secuencia aminoacidica de los péptidos identificados por EM, se
disenaron cebadores degenerados (Tabla 4), que permitieran amplificar una regién
interna del gen codificante de la proteasa. El gen de la proteasa se denominé mp10.
Para el disefio de cebadores se utilizé el programa Gene Runner. Como templado
de la reaccidon de PCR se utilizé un lisado de Pseudomonas sp. AU10. La reaccion

de PCR se realizdé en un termociclador Axygen modelo MaxyGene Gradient, en un
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volumen final de 20 ul, conteniendo 2 yl de tampdn de reaccion 10X, 2 pl de una
mezcla de dNTPs 2 mM, 1 yl de una soluciéon 10 uM de cada cebador, 0.2 ul de Taq
polimerasa (5 U/ul; SBS-Gentech), 3 pl del lisado celular y agua milliQ hasta
completar el volumen. El ciclado consistié en una etapa de desnaturalizacion inicial
a 95 °C, durante 5 min, seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 40
seg, hibridacion de cebadores a 51.2 °C durante 1 min y extension a 72 °C durante
1 min. Se realiz6 un ciclo final de extension a 72 °C durante 5 min. El resultado de la
reaccion de PCR se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% conteniendo
0.5 pg/ml del colorante HGV-1 Goldview (SBS Gentech Ltda.). Se utilizé el tampon
de corrida TAE 1X (Anexo lll). El fragmento de ADN amplificado se purificd desde el
gel de agarosa utilizando el kit “Ge/ extraction ki’ (QIAGEN, Cat.28704) y se ligo en
el vector pTZ57R/T (Tabla 1). Ambos ensayos se realizaron siguiendo las
instrucciones del fabricante. La mezcla de ligacién se utiliz6 para transformar,
mediante choque térmico, células de E. coli DH5a ultra-competentes (preparadas
siguiendo el protocolo de Inoue et al., 1990). 5 ul de la mezcla de ligacion se mezcld
con 50 ul de células competentes, se incubd 30 min en hielo, luego 90 seg a 42 °C y
finalmente 2 min en hielo. Inmediatamente se agregaron 400 pyl de medio LB sin
antibidtico, y las células se incubaron a 37 °C durante 1 hora con agitacion
constante. Se rastrillé luego 100 pl de la mezcla en placas de LB-Amp 100 ug/ml.
Las colonias transformantes que contenian el inserto se identificaron por PCR

utilizando como templado de la reaccion lisados celulares (se uso el ciclado descrito
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antes y los cebadores degenerados). Se seleccion¢ el transformante y se extrajo el
plasmido recombinante, utilizando el kit Ron's plasmid mini kit (BIORON,
Cat.806942). EIl fragmento inserto se secuencié en el servicio correspondiente de
Macrogen, Corea, utilizando los cebadores universales M13/pUC directo y reverso
(Tabla 2). El analisis del cromatograma y edicion de secuencia se realizd con el

software BioEdit versiéon 7.0.

Para corroborar la secuencia obtenida se disenaron cebadores especificos (directo
E23 y reverso E422; Tabla 4) que se utilizaron para amplificar un fragmento de 400
pb. La amplificacion se realiz6 utilizando la misma mezcla de reaccion y el mismo
ciclado que se utilizd6 con los cebadores degenerados, con la salvedad de que se
us6é como ADN molde el ADN gendomico (ADNg) de Pseudomonas sp AU10. El
ADNg se preparé utilizando el kit de extraccion de ADN genomico de bacterias
Gram-negativas de VIVO Science (Cat.VDG), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Obtencion de la secuencia completa del gen mp10

La secuencia entera del gen codificante de la proteasa se complet6 utilizando una
estrategia de PCR inversa (PCRi) (Figura 2). Durante la misma se utiliza como ADN
molde fragmentos de ADNg de Pseudomonas sp. - obtenidos por digestién con
enzimas de restriccion - ligados sobre si mismos. La amplificacion se realiza a partir

de cebadores que hibridan sobre una regiones internas de la secuencia conocida.
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Figura 2. Representacion esquematica de la estrategia de amplificacion por PCRi. E23out y E4220ut

representan los sitios de hibridacién de los cebadores utilizados en la reaccion.

El ADNg de Pseudomonas sp AU10 se digirié con las enzimas de restriccion BamHl,
EcoRl, EcoRV, Ncol, Sad, y Sal (Fermentas). Ninguna de estas enzimas tiene
sitios de corte dentro de la secuencia parcial del gen (dilucidada en el punto

anterior).

Las digestiones se realizaron en un volumen final de 20 pl, conteniendo 10 pl de
ADNg (aproximadamente 1 pg de ADN), 2 ul de la enzima correspondiente, 2 ul del

tampodn de reaccion 10X y 6 pl de agua, y se incubaron a 37 °C durante 16 hs. Las
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enzimas de restriccion se inactivaron calentado a 65 °C durante 20 min. La calidad

de la digestion se verificd por electroforesis en geles de agarosa al 1%.

La ligacion intramolecular de los fragmentos de ADN (autoligacion) se realizé en un
volumen final de reaccidn de 200 pl. Se mezclaron 10 ul de las digestiones, 20 ul de
tampdn de ligacion 10X, 2 ul de T4 DNA Ligasa (Thermo Scientific, Cat. EL0014) y
agua milliQ hasta el volumen deseado. Las reacciones se incubaron 16 hs a 4 °C.
Luego de inactivar la ligasa por calentamiento, las autoligaciones se utilizaron como
molde para la reacciéon de PCR. El disefio de los cebadores utilizados se realizé
tomando los cebadores especificos E23 y E422, pero cambiando la orientacidén de
los extremo 5" por 3°, obteniendo los cebadores E23out y E4220ut (Tabla 2). La
amplificacion se realizé utilizando el “RANGER Mix’ de BIOLINE (Cat. BIO-25051).
Este es un mix que contiene una polimerasa de alta procesividad y con actividad
correctora de prueba, especificamente disefiada para la amplificacion de fragmentos
largos de ADN. Se preparo la reaccion en un volumen final de 25 pl, conteniendo
12.5 pl del mix Ranger 2X (conteniendo la polimerasa, dNTPs y MgCl> a una
concentracion final de 1.5 mM), 1.25 ul de una solucién 10 uM de cada cebador, 3 pli
de autoligacion y agua milliQ hasta completar 25 pl. Se realizaron controles
negativos conteniendo ADNg o agua, en lugar de la mezcla de autoligacién. El
ciclado consistio en una etapa de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min,

seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, hibridacion de
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cebadores a 50 °C durante 1 min y extensidén a 68 °C durante 1 min. Se realizd un

ciclo final de extension a 68 °C durante 6 min.

La presencia de productos de amplificacion se analizé por electroforesis en gel de
agarosa 1%. Los fragmentos amplificados se purificaron, clonaron en el plasmido
pTZ57R/T y secuenciaron tal cual se indicO anteriormente. La secuencia
nucleotidica se analizd utilizando la herramienta informatica BLAST del servidor
NCBI asi como la base de datos de peptidasas MEROPS, y se reconstruyo la

totalidad de la secuencia codificante de la metaloproteasa.

Tabla 4. Cebadores
Cebadores degenerados para amplificar una regioén parcial de mp10

Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C)
Fwd_protAU101 GCNACNATGAAYAARCAYGG -
Rev_protAU102 TTYTGDATNGCNGCDATRTCRTC -

Cebadores especificos para amplificar una region interna de mp10

Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C)
Fwd_AU10E23 TTCAGCCAGTTCAACACC 52.8
Rev_AU10E422 AGTAACTCATGACGCTGTAGC 54.5

Cebadores para la amplificacion por PCR inversa

Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C)
E23out GGTGTTGAACTGGCTGAA 52.8
E4220ut GCTACAGCGTCATGAGTTACT 54.5

Cebadores para la amplificacion de la CDS de MP10

Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C)
Fw_mp10_p22 CGGGCATATGTCAAAAGTAAAAGACAAAGC 58.6
Rev_mp10_p22 TAAATCTCGAGCGCTACGATGTCGCTGGC 64.8

Cebadores universales para secuenciacion de fragmentos clonados en los

diferentes vectores
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Nombre Secuencia 5°-3° Tm (°C)
T7 promotor TAATACGACTCACTATAGGG 51
T7 terminador GCTAGTTATTGCTCAGCGG 46
M13/pUC GTAAAACGACGGCCAGT 52
M13/pUC reverso CAGGAAACAGCTATGAC 50

IV. Anadlisis in silico de la proteasa MP10

La secuencia codificante de mp10 fue analizada utilizando diferentes servidores y
programas informaticos. El portal ExXPASy (www.expasy.org) se utilizé para calcular
el peso molecular y punto isoeléctrico de MP10 con la herramienta “Compute
pl/Mw”. La busqueda de posibles péptidos senales de secrecidon se realizdé con el
servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). La herramienta
BPROM del servidor Softberry (http://linux1.softberry.com/berry.phtml) se utilizé para

analizar la secuencia nucleotidica corriente arriba del sitio de inicio de la traduccion.

V. Produccion de la proteasa recombinante en E. coli
Construccion del vector de expresion pMP10-H6
La secuencia codificante de la proteasa MP10 se amplificé utilizando los cebadores
especificos fw_mp10_p22 y rev_mp10_p22 (Tabla 4) que incorporan los sitios de
restriccion Ndel y Xhol, respectivamente (se senala subrayado sobre el cebador el
sitio de corte correspondiente a las enzimas de restriccion). En el cebador reverso

se eliminaron las bases correspondientes al codon de terminacion. Para la
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amplificacion se utilizo el “RANGER Mix’ de BIOLINE. La reaccién se describe en la
seccion anterior, en este caso se utilizd 1.25 pyl de ADNg de Pseudomonas sp. AU10
como templado y agua milliQ hasta completar 25 pl. El ciclado consistié en una
etapa de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min, hibridaciéon de cebadores a 63 °C durante 1 min
y extensidon a 68 °C durante 90 seg. Se realizé un ciclo final de extensién a 68 °C
durante 5 min. El fragmento amplificado de 1458 pb se purificé desde el gel de
agarosa 1%, se digirié con Ndel y Xhol (siguiendo las instrucciones del proveedor
de enzimas) y se ligd entre los sitios Ndel y Xhol del plasmido pET22b(+)
(previamente digerido con las mismas enzimas). La mezcla de ligacion se utilizd
para transformar por choque térmico células quimio-competentes £. co/i DH5a. La
presencia del inserto en los clones recombinantes (resistentes a Amp) se verifico
por analisis de restriccion; y la ausencia de mutaciones, asi como la verificacion de
que el inserto se encontraba en fase se analizé por secuenciacion utilizando los
cebadores universales T7 que hibridan con el vector (Tabla 4). Se denominé al

vector de expresion conteniendo el inserto de interés con el nombre pMP10-H6.

Transformacion de las cepas de expresion
Todas las cepas de expresion de E. coli utilizadas en este trabajo se transformaron

utilizando el protocolo de transformacién por choque térmico de baja eficiencia,
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segun se describe a continuacion. Se crecio la cepa de expresion en medio LB, a 37
°C y 200 rpm durante 16 hs. 3 ml de cultivo se centrifug6 a 2000 xgy 4 °C durante 3
min, se descartd el sobrenadante y el pellet de células se lavo dos veces en 0.5 ml
de CaClz 0.1 M frio. Las células se resuspendieron en 0.1 ml de CaCl> 0.1 M frio y
se incubo en hielo durante 60 min. Se agrego 2 ul de del vector de expresion (40 ng
de ADN) y se realizé el choque térmico (30 min en hielo, 90 seg a 42 °C y 2 min en
hielo). Se agregaron 400 yl de medio LB y se incubd a 37 °C, con agitacion (200
rpom) durante 1 h. Las células se rastrillaron en medio LB sdlido con los antibioticos

correspondientes para seleccionar los clones transformantes.

Produccion de la proteasa MP10 en diferentes cepas de expresion de E. coli

El nivel de expresion de la proteasa se analizé en las cepas: E. coliBL21 (DE3), E.
coli C41 y E. coli C43. Las tres cepas transformadas con el vector de expresion
pMP10-H6 se crecieron en 5 ml de medio LB con 0.1 mg/ml de Amp, a 30 °C y
agitacion constante (200 rpm) durante 16 hs. Estos cultivos se utilizaron para
inocular (inoculo al 1%) matraces conteniendo 100 ml de medio LB con Amp. Se
control6 la densidad optica (DO) de los cultivos a 600nm, y al alcanzar un valor de
DO entre 0.8 y 1 se agregd el inductor IPTG (en todos los experimentos de este
trabajo se utilizé a concentracion final 200 uM). La induccién transcurrié durante 90

min. Las células se cosecharon centrifugando los cultivos a 2000 xgy 4 °C durante
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10 min. Como control, el ensayo de expresion también se realizé con las cepas

transformadas con el vector pET22b(+) sin el inserto mp10.

Expresion de MP10 en E. coli C41. Ensayo a baja temperatura

E. coliC41-pMP10-H6 se crecio en medio LB a 37 °C segun se describio en el punto
anterior. El precultivo se desarroll6 hasta alcanzar un valor de DO a 600 nm de
aproximadamente 0.4, se incubd luego a temperatura ambiente durante 20 min y se
termostatizé a 12 °C durante otros 20 min. Posteriormente, el cultivo se fracciono en
dos matraces de 250 ml conteniendo 50 ml de cultivo cada uno, y se agregé el
inductor IPTG a uno solo de los mismos (cultivo inducido). El cultivo sin inducir, asi
como un cultivo de C41 transformado con el vector vacid (sin inserto), se utilizaron
como controles en el ensayo. La induccién de la expresiéon de mp10 se dejé

transcurrir durante 18 hs a 12 °C.

Ruptura y fraccionamiento celular

Tanto para la evaluacion de las cepas de expresion como para el ensayo de
induccion a baja temperatura, las células se cosecharon por centrifugacion y se
lavaron con tampdn PBS. Los pellet celulares, normalizados a una DO a 600 nm de
2.5, se suspendieron en tampoén Tris 1.5 M (pH 7.5) suplementado con sacarosa 0.5

M. A 0.4 ml de esta preparacion se le agregé 50 pl de lisozima 2 mg/ml, preparada
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en EDTA 0.1 M (pH 8), y se incub6o a 4 °C durante 30 min. Las muestras se
centrifugaron a 13790 xg durante 5 min y se separé el sobrenadante,
correspondiente a la fraccion periplasmatica.

El pellet de esferoplastos se lavo, congelé a -20 °C, descongel6 y sonico (dos
pulsos de 10 seg a 40% de potencia). Se centrifugd a 13790 xg y 4 °C durante 15
min y se separd el sobrenadante correspondiente a la fraccién soluble. El pellet,
correspondiente a la fraccion de membrana y cuerpos de inclusion, se suspendio en
450 ul de agua milliQ y se analiz6 junto a la fraccidon soluble por SDS-PAGE.

En algunos casos se evalud la actividad proteolitica de las fracciones realizando

zimogramas incubados a 4 °C.

VI. Plegamiento in vitro de MP10 y purificacion por cromatografia
de afinidad a metales

Co-transformacion de la cepa de expresion con el plasmido pDIA17 y el
vector de expresion

Para mejorar el nivel de produccion de la proteasa MP10, y evitar fenotipos de
toxicidad, se transformé la cepa de expresion seleccionada, E. coli C41, con el
vector pDIA17 (utilizando el protocolo de transformacion por choque térmico de baja
eficiencia) y se seleccionaron los clones transformantes creciendo las células en

medio LB con Cm 0.034 mg/ml.
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Produccion y purificacion de cuerpos de inclusion

Para producir los cuerpos de inclusion, un litro de medio LB suplementado con Amp
se inoculé con 10 ml de un cultivo fresco de E. coli C41/pDIA17- pMP10-H6, se
crecié a 37 °C, hasta alcanzar una DO a 600nm entre 1.2 y 1.4, y se indujo la
expresion de MP10 agregando IPTG (concentracion final 200 yM). Las células se
cosecharon por centrifugacion luego de 90 min de inducciéon a 37 °C. El pellet de
células se suspendido en 30 ml de tampon de lisis (Anexo Ill) frio, conteniendo
lisozima (concentracién final 0.2 mg/ml) y PMSF (concentracion final 0.8 mM), se
incubd en hielo por 15 min y luego se sonicd (nueve pulsos de 20 seg a 40% de
potencia, con un minuto de descanso) utilizando el sonicador Sonic Ruptor 250,
Omni International. La suspension se centrifugé en una centrifuga Beckman JS-21
(rotor JA-20) a 1300 xg a 4 °C durante 5-10 min para sedimentar células que no se
hubieran lisado. El sobrenadante se centrifugé nuevamente en la misma centrifuga y
con el mismo rotor a 14610 xg y 4 °C durante 20 min. El sedimento insoluble se
suspendié en 27 ml de tampon de lisis (Anexo lll) frio, se agregé 3 ml de una
solucion de Triton-X100 al 10% y se incubd a 4°C durante 30 min, para promover la
solubilizacion de los cuerpos de inclusién. Luego, se centrifugd en las mismas
condiciones descritas en el paso previo y el pellet se suspendié en 2.5 ml de tampon
de lisis (sin Triton). La completa desnaturalizacién de la proteina se logré agregando
2.16 g de urea (a temperatura ambiente y con agitacion constante), obteniendo asi

4.5 ml de una solucion de cuerpos de inclusion en urea 8M. Para eliminar posibles
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agregados que no se hubieran solubilizado totalmente, la preparacion se centrifugo
a la misma velocidad y tiempo anteriormente descritos, pero a temperatura
ambiente. Esta preparacion se utiliz6 inmediatamente para los ensayos de

plegamiento /n vifro de MP10.

Plegamiento in vitro de MP10 por el método de dilucion rapida

El plegamiento de la proteasa MP10 se realizé por el método de dilucion rapida de
los cuerpos de inclusién en el tampdén de plegamiento (Anexo Ill). ElI ensayo se
realizo diluyendo 37.5 veces la preparacion de cuerpos de inclusion en el tampdn de
plegamiento; el procedimiento permite pasar de una concentracion de urea 8M a
0.2M. Los cuerpos de inclusion se agregaron por goteo al tampdn de plegamiento
previamente enfriado y con agitacion. Una vez incorporados, se detuvo la agitacion
y se incubd a 4 °C durante 40 min. Se centrifugd a 14610 xg para sedimentar
agregados proteicos y la fraccion resultante se analizé por SDS-PAGE y analisis de

actividad proteolitica sobre azocaseina como sustrato (ver ensayo mas adelante).

Efecto del calcio en el plegamiento de MP10

Para evaluar el efecto del calcio en el plegamiento /n vifro de MP10 recombinante se
realizé el ensayo de plegamiento, tal cual se describié en el punto anterior, pero
incluyendo CaCl, a diferentes concentraciones (0, 100 y 200 uM) en el tampdn de

plegamiento. Luego de la centrifugacion el sobrenadante se concentré diez veces
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utilizando un centricon Amicon Ultra de 30,000 MWCO (Millipore) y se analiz6 el
resultado por SDS-PAGE.

Purificacion de MP10 recombinante por cromatografia de afinidad a

metales

La proteina MP10 recombinante, fusionada a una etiqueta de histidinas en el
extremo C-terminal, se purificd por cromatografia de afinidad a metales (IMAC, por
su sigla en inglés, /mmobilized metal affinity chromatography) utilizando la resina Ni-
NTA agarosa (QIAGEN, Cat. 30210). 1 ml de resina se mezclé6 con 30 ml del
sobrenadante del ensayo de plegamiento mediante un intercambio en “bafch’ a
temperatura ambiente. La muestra se empaquetdé luego en una columna de
polipropileno de 1 ml de capacidad de lecho (QIAGEN, Cat.34924). Se lavd con
cuatro volumenes de tampodn de lavado (Anexo Ill) y se eluyod utilizando el mismo
tampon conteniendo 400 mM de imidazol, pH 7. Se colectaron fracciones de 0.5 ml
y se agruparon aquellas en las que se verifico la presencia de la proteina de 50 kDa
por SDS-PAGE. Para eliminar el imidazol y dejar la proteasa en el tampon de
almacenamiento (Anexo lll) se realizé una cromatografia de gel filtracion con los
eluatos agrupados, utilizando una columna PD-10 previamente equilibrada con

dicho buffer.
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Cuantificacion de MP10 recombinante

La cuantificacion de proteina se realizd6 por el método del acido bicinconinico,
utilizando el kit “Pierce ™ BCA profein assay kif' (Thermo Scientific, Cat. 23227),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé sero albumina bovina (BSA de

su sigla en inglés) como estandar.

Inmunodeteccion de MP10 por western blot

La fraccion obtenida por cromatografia de afinidad se analizé por Western Blot
utilizando el anticuerpo monoclonal Anti-Hise-Peroxidase (Roche, Cat. 11965085
001) el cual se utiliza para la deteccidn de proteinas recombinantes con la etiqueta
de histidinas. El mismo se encuentra conjugado a la enzima peroxidasa.

Luego de una separacion electroforética las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF (SIGMA, Cat. Z671088) utilizando un dispositivo de
transferencia semiseca y el tampdn de transferencia Towbin (Anexo Ill) con el cual
se remojo las placas de carbono del dispositivo asi como la membrana y papeles
Whatman®3MM. La transferencia se realizdé durante 1 hora a 50 mA (0.8 mA/cm? de
membrana). Finalizada la misma, la membrana se incub6 durante 30 min en la
solucién de bloqueo (BSA al 2% en tampoén PBS). La membrana se incubé durante
40 min en 10 ml de solucién de bloqueo conteniendo 20ul de anticuerpo (dilucién
1/500). Se lavo tres veces durante 1 minuto en tampdn de lavado (Anexo Ill) y se

incubd con 15 ml del reactivo de revelado SIGMAFAST™ 3,3’-Diaminobenzidine
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(SIGMA Cat. D4418). Este reactivo contiene el sustrato diaminobenzidina que al ser
oxidado por la peroxidasa genera un precipitado marrén en la membrana. Una vez
desarrollada la coloracién, se detuvo la reaccién enjuagando la membrana con agua

destilada.

VII. Caracterizacion parcial de la enzima recombinante

Determinacion de actividad proteolitica

Las determinaciones de actividad enzimatica se realizaron por el método de
Andrews & Asenjo (1986) utilizando el sustrato para proteasas azocaseina (SIGMA,
Cat. A2765). El mismo consiste en caseina conjugada al grupo cromogénico “azo”,
que se libera de la caseina por hidrélisis, detectandose espectrofotométricamente a
340nm. Los ensayos se realizaron en tubo eppendorf, donde se incub6 250 uL de
una solucion de azocaseina 1% con 250 pyL de tampon de actividad (Anexo lll),
durante 10 min a la temperatura de ensayo. Se adicion6 luego 250 uL de la
preparacion enzimatica y se incub6 durante 20 min. La reacciéon se detuvo por el
agregado de 500 uL de acido tricloroacético (TCA) (25% w/v). Se centrifugd a 13790
xg por 30 min a temperatura ambiente para sedimentar los azo-péptidos no
hidrolizados y se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 340nm. Una unidad de
enzima se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para incrementar una

unidad de absorbancia a 340nm, en las condiciones del ensayo.
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Debido a que el método de determinacion de actividad proteolitica de Andrews &
Asenjo es un método a tiempo final, se determiné el momento en que debe detenerse
la reaccion (agregado de TCA) para asegurar el trabajo en condiciones de velocidad
inicial. Para esto se trabajo con el sustrato azocaseina al 1% y a 37 °C midiendo la
absorbancia a 340 nm cada 5 min, por un espacio de tiempo de 25 min. Se grafico la
absorbancia a 340nm en funcién del tiempo para verificar la relacién de linealidad.

La cantidad de enzima utilizada en cada determinacién de actividad fue en el orden de

los nanogramos.

Determinacion de pH optimo

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica se evaluo realizando los ensayos de
actividad a 37 °C, diluyendo el sustrato azocaseina en diferentes soluciones tampodn
(todas a 50 mM) a diferente pH. Se utilizaron los siguientes sistemas buffer: acetato
de sodio/acido acético (pH 5.0), MES (pH 6), Tris-HCI (pH 7.0 y 8.0) y Glicina/NaOH
(pH 9.0 y 10.0). Para cada condicion se realiz6 un blanco sin enzima. Las
mediciones se realizaron por triplicado y se graficd los valores de absorbancia en

funcién del pH. Se realizaron dos réplicas del experimento.

Efecto de la temperatura sobre a actividad

El efecto de la temperatura sobre la actividad proteolitica de MP10 se analizd

realizando el ensayo de actividad a 10, 20, 30, 37, 40, 48 y 55 °C en el tampon Tris-
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HCI, pH8. Para cada condicion se realizd un blanco sin enzima. Las mediciones se
realizaron por triplicado y se graficd los valores de absorbancia en funcion de la

temperatura de incubacion. Se realizaron dos réplicas del ensayo.

Se determind la actividad residual de MP10 tras la incubacion de la misma a 45 °C a
diferentes tiempos de exposicion. Para esto la preparacion enzimatica se incub6 a
45 °C durante 0, 5, 10, 15, 20, 25 min, posteriormente se enfrid en hielo y se utilizd

para determinar la actividad residual a 37 °C.

Inhibicion con EDTA

Para analizar el efecto del EDTA sobre la actividad de MP10, se realizd el ensayo
de actividad pre-incubando el tampon de actividad conteniendo EDTA vy la
preparacion enzimatica durante 10 min a 37 °C. La reaccidon se inicid6 con el
agregado de la solucidon de azocaseina. Se ensayaron las siguientes
concentraciones de EDTA: 5, 10 y 50 mM. Se determin6é también la actividad
proteolitica sin el agregado de EDTA, cuyo valor se fijé6 como 100%. Se incluyé un

blanco sin enzima para cada condicidon y se realizaron las medidas por triplicado
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VIII. Produccion y purificacién de la enzima nativa a partir del
cultivo de Pseudomonas sp. AU10

Cultivo de Pseudomonas sp. AU10 en medio PFm

Pseudomonas sp. AU10 se cultivdo en medio PFm (Anexo Ill) a 13 °C durante 96 hs.
Se monitored la densidad éptica a 600 nm para construir la curva de crecimiento
(DO vs tiempo). Asi mismo, en cada punto se analizaron las proteinas secretadas al

medio de cultivo por SDS-PAGE y zimogramas a 4 °C.

Purificacion de la proteasa nativa a partir del sobrenadante del cultivo

Cromatografia de intercambio iénico - 70ml de sobrenadante de cultivo de
Pseudomonas sp. AU10 en medio PFm, libre de células, se equilibraron a pH 8 y se
inyectaron (utilizando una bomba peristaltica a una velocidad de flujo de 1.4 ml/min)
en una columna cromatografica XK 16/20 (Pharmacia) empaquetada con 15 ml del
intercambiador aniénico “Q Sepharose Fast Flow” (Pharmacia) equilibrado en
tampoén Tris 20mM suplementado con CaCl, 1mM, pH8. Se lavé la columna con un
volumen correspondiente a cinco volumenes de gel. La elucidn se realizd
aumentando la fuerza iénica del buffer, utilizando un gradiente de 0 a 0.2 M de
NaCl. Se siguié la elucion midiendo la absorbancia a 280nm. Los eluatos se

analizaron por SDS-PAGE.
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Cromatografia de afinidad - 1 ml de resina Ni-NTA (QIAGEN, Cat. 30210) se
desmetal6 lavandola con cinco volumenes de una solucién de EDTA 100mM, pH8.
La resina se lavd con diez volumenes de agua milliQ y se recargd con zinc, pasando
cinco volumenes de una solucién de ZnSO4 100mM. Posteriormente, se equilibré en
tampon Tris 20mM, conteniendo CaCl, 1mM, pH8. 10ml del percolado obtenido en la
cromatografia de intercambio idnico se adsorbieron a la resina. La columna se lavd
con cuatro volumenes del mismo tampdn y se eluyd la proteina utilizando tampdn
MES 50 mM, pH6.0. Inmediatamente se realiz6 un cambio de tampon utilizando una
columna PD-10, que se equilibré en el tampén Tris 20mM, CaCl, 1mM, pH8. La

proteina se almacend congelada a -20 °C.

IX. Obtencion del espectro de dicroismo circular para la proteasa
nativa y recombinante

Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de la proteasa recombinante y la
nativa se analizaron utilizando el espectrofotometro de dicroismo circular AVIV,
modelo 215. Ambas proteinas se utilizaron a una concentracion de 0.7 mg/ml

diluidas en tampén Tris 20mM, CaCl, 1mM, pH8 y a temperatura de 25 °C.

Estos experimentos se realizaron en la plataforma de Biofisica de Macromoléculas y

sus Interacciones del Instituto Pasteur de Paris
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Resultados

I. Identificacion de la proteasa extracelular MP10 producida por
Pseudomonas sp. AU10

El analisis realizado por SDS-PAGE, del sobrenadante del cultivo obtenido luego de
crecer la cepa de Pseudomonas sp. AU10 en medio ML (LB diluido 20 veces
suplementado con 5% de leche descremada) a 7°C, evidencio6 la presencia de una
unica banda proteica definida de aproximadamente 50 kDa (Figura 3A). El mismo
sobrenadante se evalué mediante un gel de actividad para analizar la capacidad de
hidrolizar gelatina (zimograma; Figura 3B) a 4°C y 30°C, observandose la presencia
de una unica banda de transparencia que corresponde a la hidrdlisis de la gelatina.
Estos resultados sugieren la presencia de una proteina extracelular de
aproximadamente 50 kDa con actividad proteolitica tanto a 4°C como 30°C. Se
verificO ademas que el sobrenadante es capaz de hidrolizar proteinas lacteas
(Figura 3C). Mediante el ensayo de Andrews & Asenjo realizado a 30 °C, se
determind que la actividad enzimatica presente en el sobrenadante fue de 1.90 +
0.05 UE/mL de preparado enzimatico. Al cultivar AU10 en medio LB diluido 20
veces, sin el agregado de leche, no se registraron valores significativos de actividad
(0.12 + 0.05 UE), sugiriendo que en las condiciones ensayadas es necesaria la

presencia de las proteinas lacteas para la produccion de la enzima.
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La banda proteica de 50 kDa, se recortod del gel de poliacrilamida y su perfil triptico
se analizd por espectrometria de masa MALDI-TOF. El analisis de los péptidos
identificados permitié determinar que la proteina extracelular producida por el
aislamiento AU10 (desde ahora la proteina, MP10) corresponderia a una metalo-
proteasa alcalina extracelular de Pseudomonas (Figura 4A).

A B C
=y SP C

Figura 3. Analisis del sobrenadante del cultivo Pseudomonas sp. AU10 A) SDS-PAGE. SP:
sobrenadante diluido al décimo, se indica con una flecha la banda proteica; C: perfil proteico de la
leche descremada al 5%, antes de su hidrdlisis por la proteasa producida por AU10; MPM: marcador
de peso molecular, se indican las bandas proteicas correspondientes a 118 y 50 kDa. B) Zimograma.
Se muestra solamente el gel incubado a 4 °C (a 30 °C el gel mostré el mismo perfil de actividad); se
indica con una flecha la banda de transparencia que sugiere la hidrdlisis de la gelatina. C) Placa de
medio solido ML, mostrando el halo de hidrolisis ocasionado por la actividad proteolitica del

sobrenadante.
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A

Protein Summary Report

| Format As | | Protein Summary (deprecated) ¥
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Index

Accession
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gi130410775
- 911164665001
- 9i1229590602
. 9i18895497
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. gil3135220
. gil4063015
9. gil238623368
10. gil238623396
11. gi|3646411
12. gi|312960983
13. gi]164665003
14. gi|238623370
15. gi 238623402
16. gi|238623374
17. 9i1238623398
18. gi1238623404
19. gi|238623423
20. gil238623372

@ N W

B

Mass

30681
49358
49346
49434
49215
24340
49272
49492
30305
30301
49378
49209
50214
28402
29511
29759
29461
30036
30117
30277

Score
227
168
168
168
150
150
149
147
145
145
141
137
136
135
135
135
134
134
134
134

| Max. number of hits 20

Description

alkaline metalloprotease [Pseudomonas fluorescens bv. A)
alkaline protease [Pseudomonas fluorescens]

AprX [Pseudomonas fluorescens]

metalloprotease [Pseudomonas fluorescens SBW25]
metalloprotease [Pseudomonas fluorescens)

alkaline metalloprotease [Pseudomonas sp. W2a]
metalloprotease [Pseudomonas fluorescens)

protease PrtA [Pseudomonas fluorescens]

alkaline metalloprotease [Pseudomonas sp. W30a]
alkaline metalloprotease [Pseudomonas fluorescens]
metalloprotease [Pseudomonas tolaasii]

serralysin [Pseudomonas fluorescens WHE)

AprX [Pseudomonas fluorescens]

alkaline
alkaline
alkaline
alkaline
alkaline
alkaline
alkaline

metalloprotease
metalloprotease
metalloprotease
metalloprotease
metalloprotease
metalloprotease
metalloprotease

Matched peptides shown in bold red.

1 SHLYDRGGNL TVNGKPSYSV
51 TSASSATMNK HGISGFSQFN
AHMTFGNYSG GQDGAAAFAY
YGRQTLTHEI GHTLGLAHPG
ESNTNQNFSX GGVEAYASGP
TGRDFYSAXS NADXLVESVW

101
151
201
251

[Pseudomonas
[Pseudomonas
[Pseudomonas
[Pseudomonas
[Pseudomonas
[Pseudomonas
[Pseudomonas

sp. Wisa)
fluorescens bv. C]
sp. Wi2b)
rhodesiae]
fluorescens bv. C]
azotoformans]

sp. 257b)

GKIDLTYTFL
TFTERASGGD
TPNKTPDLNN
RGYSVMSYWS
GDTTYGFNSN

DQAATQLLRD GAAYRDFDGN
TQORAQAALA MQOSWSDVANV
LPGTGAGYDG TSWYLTNNSY
DYNAGNGNPT YNDATYGQDT
LIDDIAAIQK LYGANYSTRA
DGGGNDTLDF SGFIQNQ

Figura 4. A) Resumen del listado obtenido mediante el analisis por EM MALDI-TOF con el motor de

busqueda MASCOT. Se muestran los primeros 20 hits del analisis. B) Primera proteina de la

puntuacion obtenida del analisis. Los péptidos identificados se sefialan en rojo.
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II. Identificacion del gen mp10 y regiones flanqueantes

Obtencion de una region parcial del gen

En la Figura 5 se muestra el resultado de la amplificacion con cebadores
degenerados, disefiados a partir de dos péptidos identificados por EM (péptidos
rojos subrayados en la Figura 4B). Se obtuvo un amplicon de aproximadamente
500pb, el cual se clond y se secuencio en el servicio correspondiente de Macrogen,
Corea. El analisis de la secuencia obtenida con el programa de alineamiento de
secuencias BLAST “Basic Local Alignment Search Tool’ del servidor NCBI mostro
un elevado porcentaje de similitud con secuencias de metalo-proteasas
dependientes de zinc de Pseudomonas (Figura 6), coincidiendo con los resultados

obtenidos por EM (Figura 4A).

MPM
(kpb)
10

0.5

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se muestra el fragmento amplificado de 500pb del

gen codificante de la metalo-proteasa. MPM es el marcador de peso molecular; se indica el tamafo

de algunas bandas en Kb
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Total

sCore score

Description Moy
Pseudomonas flucrescens metalloprotease (aprX) gene, complete cds 763
Pseudomonas fluorescens bv. A partial aprX gene for alkaline metalloprotease. type strain LMG 1794T 747
Pseudomonas tolaasii partial aprx gene for alkaline metalloprotease, type strain LMG 2342T 741
Pseudomonas tolaasii eprA, eprl. eprD, eprE and eprF genes 741
Pseudomonas fluorescens gene for metalloprotease, complete cds 708
Pseudomonas fluorescens strain TSS extracellular metalloprotease (aprX) gene, complete cds 702
Pseudomonas fluorescens bv. A partial aprX gene for alkaline metalloprotease, strain LMG 5830 702

Pseudomonas sp. 3-37 T4 family peptidase gene_partial cds; and extracellular alkaline metalloprotease AprA (apn 697

Pseudomonas fluorescens AS06, complete genome 697

763
747
741
741
708
702
702
697
697

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

E
value

0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

94%

93% |

93%
93% .
92%
91%
91%

91% |

91% |

Figura 6. Ventana de salida de la herramienta BLAST del servidor NCBI. Se muestra el resultado de

la comparacion de la secuencia parcial del gen contra secuencias informadas a la base de datos.

Utilizando los cebadores especificos Fwd_AU10E23 y Rev_AU10E422, disehados

en base a la secuencia nucleotidica del amplicon obtenido usando cebadores

degenerados, se confirmo la secuencia parcial del gen codificante de la proteasa.

Secuencia codificante del gen y su contexto genético

La secuencia codificante (CDS) se obtuvo utilizando la estrategia de PCR inversa

(ver Materiales y Métodos). En la Figura 7 se muestra el resultado de la reaccion de

PCRI, usando como templado diferentes autoligaciones. Los fragmentos de ADN de

4000 y 3500 pb, amplificados a partir de las autoligaciones de ADNg digerido con

BamHI| y Ncol, se purificaron desde el gel de electroforesis y se clonaron en el

vector pTZ57R/T (InsTAclone, Fermentas), obteniéndose los plasmidos pM_BAM vy
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pM_NCO. Los fragmentos clonados se secuenciaron a partir de las regiones del

plasmido que hibridan con los cebadores universales M13F y M13pucR.

ADNg H,0O Sall Sacl Ncol EcoRl EcoRV BamHI

MPM
(pb)

10000

4000

1000

Figura 7. Resultado de la PCRi. Se muestran los productos de amplificacién obtenidos utilizando
diferentes autoligaciones como templado. Los carriles denominados ADNg y H20 corresponden a los
controles negativos de reaccion, utilizando ADNg de Pseudomonas sp. AU10 sin digerir como

templado y agua, respectivamente.

Con las secuencias obtenidas, editadas y empalmadas, se reconstruydé un
fragmento gendmico de 3689 pb. Este fragmento contenia la totalidad de la regién
codificante para la metalo-proteasa, y también informaciéon de las regiones

flanqueantes al gen (Anexo 1V)

Se determind que la secuencia nucleotidica codificante de MP10 tiene 1434 pb y el

analisis de la misma con la herramienta informatica BLAST del servidor NCBI
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permitié identificar a la proteasa como un miembro de la super familia de metalo-
proteasas dependientes de zinc (Figura 8A). EI mismo resultado se obtuvo al
comparar la secuencia con aquellas depositadas en la base de datos de peptidasas
denominada MEROPS. Por comparacién con secuencias homologas depositadas
en dicha base de datos, se determind que MP10 es un miembro de la familia de
proteasas M10, subfamilia M10B, en la cual la serralisina de Serratia marcescens es
la proteasa modelo. Todas las metalo-proteasas pertenecientes a la familia M10
forman parte de un clan denominado Metzincinas. Las proteasas de este clan
presentan una metionina conservada, que se ubica en la posicion C-terminal
respecto al ligando zinc, formando lo que se conoce como un “Met-turn”. En la
misma hebra de ADN en la que se encuentra la CDS de MP10 se encontré un
marco abierto de lectura que codificaria una proteina de 138 aminoacidos, similar a
un inhibidor de proteasa, y parte de un marco abierto de lectura que codificaria para
parte de una proteina que compone un transportador del tipo ABC (perteneciente a
los sistemas de secrecion de tipo I, SSTI). En la Figura 8B se muestra un esquema

de este arreglo tipo operon.
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A
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 %0 S0 5 10 1250 1436
RF #1 " bl
active site A4

Specific hits

Superfanilies ZnMc superfamily
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Figura 8. Proteina MP10 y su contexto gendmico. A) Dominios conservados de MP10 segun la
comparacion de secuencias en la base de datos de la NCBI. B) Esquema general de la organizacion

del gen mp 10, el posible inhibidor y el SSTI.

III. Caracteristicas de la metalo-proteasa MP10 (andlisis in silico)

Identificacion de aminoacidos cataliticos

MP10 tiene 477 aminoacidos, una masa molecular y punto isoeléctrico tedricos de
49.368 Da y 4,79, respectivamente, determinados utilizando el servidor Expasy. En
su secuencia se pudo verificar la presencia del motivo HEXXHXXGXXH,
caracteristico de las zinc metalo-proteasas. Este motivo presenta los aminoacidos
del sitio catalitico de MP10 (identificado por comparacion de la secuencia con
metalo-proteasas homologas): histidina en la posicidon 183, el glutamato 184, la
histidina 187 y la histidina 193. También la tirosina 223 es uno de los residuos del

sitio activo (Figura 9A).
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Seiiales de secrecion

El analisis de la secuencia de MP10 con el servidor SignalP 4.1 indicé que la
proteasa no posee péptido sefal de secrecidon en el extremo N-terminal. Al igual que
otras proteasas de la familia, MP10 tiene las senales de secrecion en el extremo C-
terminal. Estas consisten en cuatro repeticiones del motivo Gly-Gly-Xaa-Gly-Xaa-

Asp, las mismas se indican en la secuencia presentada en la Figura 9A.

A

-35 box =10 box
TCCTTAAGTTGAATETGTGTCACATTTTCGCTGGGGAAATATGTGTAGACGAAAGATTTCAAGTTGTGTCAGTTTCGATACGCC

TTCAAAAGAGGTGAGTGATGGGACGATCTCGTCCGCGAGGTTCCTATCGACCAAAGACTGATGCACTTGCAAACAAGGAAGT
ACGTTTATG SD

MSKVKDKAIVSAAQASTAYSQIDSFSHQYDRGGNLTVNGKPSFTVDQAADHLLRDGAAYKDVNHNGKIDLTYTFLASAS
SATMNKHGISGFSQFNTQQKAQAVLAMQSWADVANVSFTESASGGDTHMTFGNYSGGQAGAAAFAYLPGTGAGYDG
TSWYLTNSSYTPNKAPDLNNYGRQTLTHEIGHTLGLAHPGDYNAGTGNPTYKNADYGQDTRGYSVMSYWSESNTNQ
NFTKGGVEAYASGPLIDDIAAIQKLYGANYNTRAGDTTYGFNSNTGRDFYSATSNADKLVFSVWDGGGNDTLDFSGFT
QNQKINLNEASFSDVGGLVGNVSIAKGVTVENAFGGSGNDLIIGNNAANLIKGGAGNDII'YGGGGADQLWGGAGNDTFV
FGASSDSKPGAADKIFDFTSGSDKIDLSGITKGAGLTFVNAFTGHAGDAVLSYASGTNLGTLAVDFSGHGVADFLVTTVG
QAVASDIVA

MEQKMPRFSHLIACASQVLFVSAGAHAMASSLVLPTTAQLAGHWQLHQQDQVCALDLLDQPNALAGDVVCAEQWLGD
KPLTWLPTPDGIWLMNAQGTGIIHLNREKDGEYKGHTASIPGSCAATNTLIKSYKHITRF

Figura 9. Secuencia primaria de MP10 y el posible inhibidor. A) Se muestra, corriente arriba del
codon de inicio (ATG), posibles elementos -35 y -10 (recuadrados), sitios de union para factores de
transcripcion (crp, TCACATTT; and puR, ATTTCAAG, en celeste), y secuencia Shine-Dalgarno (SD,
subrayado). En la secuencia aminoacidica, desde Nt a Ct, se muestra en rojo el pro-péptido, los
aminoacidos implicados en la catalisis y cuatro repeticiones del motivo GGAGND implicado en la
unién a calcio y secrecion de la enzima. B) Secuencia aminoacidica del inhibidor. En celeste se

indica un probable péptido de sefial de secrecion.
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Determinacion del pro-péptido

La presencia de un probable pro-péptido en MP10 se determiné alineando su
secuencia aminoacidica y las secuencias de las proteasas homologas de P.
fluorescens (MER004614), P. fluorescens (ZP_07775488), P. fluorescens
(AAD09851) vy S. marcescens (MER001096), cuyo pro-péptido consiste en los
primeros 16 aminoacidos (Figura 10). Por homologia, se determindé que MP10
presentaria un pro-péptido constituido por los primeros 13 aminoacidos,

MSKVKDKAIVSAA. El mismo se hidrolizaria para dar lugar a la proteasa madura.

prot Pseud
PrtA Pseud
MP10

pro2 Pseud
Serratia

prot Pseud
PrtA Pseud
MP10

pro2 Pseud
Serratia

prot Pseud TFGNYSGGQ|
PrtA Pseud TFGNYSGGQ|
MP10 TEFGNYSGGOREN
pro2 Pseud BGGDEHEMTFGNY S8
Serratia Sl TGN Y S{e)

prot Pseud
PrtA Pseud
MP10 THEIGHTLGL
pro2 Pseud THEIGHTLGL
Serratia Ry Y CRO T THE I GHRLGL

Figura 10. Determinacién del pro-péptido de MP10. Se muestra parte del alineamiento de la

secuencia aminoacidica de la proteasa MP10, y las proteasas de P. fluorescens MER004614 (prot
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pseud), AAD09851 (PrtA Pseud) y ZP_07775488 (pro2 Pseud) y la proteasa se S. marcescens

MERO001096. La linea roja indica el sitio de corte del pro-péptido.

Abundancia de aminoacidos implicados en la flexibilidad estructural

Se compard la secuencia primaria de MP10 y de una proteasa meséfila homologa,
la metalo-proteasa extracelular alcalina producida por P. aeruginosa PAO1
(GeneBank: AAG04638.1). Se determind que MP10 presenta una disminucion en el
numero de aminoacidos que tienden a rigidizar la estructura proteica (Pro, Arg, Asp,
Glu). Asimismo, se constatd un aumento en el numero de glicinas, residuo que

contribuye a la flexibilidad estructural. La Tabla 5 resume los resultados obtenidos.

Tabla 5. Frecuencia de aminodcidos relevantes para la flexibilidad estructural en MP10 (477 aa) y la
metaloproteasa AP de P. aeruginosa PAO1 (479 aa)

Aminoacido MP10 AP(PAO1)
Pro 8 11

Arg 6 8

Asp 37 43

Glu 6 12

Gly 67 55
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Busqueda de regiones aminoacidicas con tendencia a la agregacion

proteica

La secuencia aminoacidica de MP10 se analizé con el software AGGRESCAN para
definir regiones con tendencia a la agregacion. Los calculos empleados por el
software se basan en valores de propension a la agregacion para cada aminoacido
que derivan de resultados experimentales y asume que secuencias cortas y
especificas de aminoacidos modulan la agregacion proteica (Conchillo-Solé et al.
2007). Se encontrd que existirian once regiones en la secuencia de la proteasa que
presentarian una tendencia a la formacion de agregados. En la Figura 11A se
muestra el grafico de area de MP10, mostrando las regiones “hof spot’ propensas a
formar agregados. Los aminoacidos pertenecientes a estas regiones se muestran
resaltados en la Figura 11. Considerando que la proxima etapa del trabajo implica la
produccion recombinante de la proteina, estos resultados permitirian anticipar

posibles fendmenos de agregacion.
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Secuencia de MP10

MSKVKDKAIVSAAQASTAYSQIDSFSHQYDRGGNLTVNGKPSFTVDQAADHLLRDGAAYK
DVNHNGKI DEEEBEASAS S ATMNKHGI SGFSQFNTQQKAQA VIBAMOSHADVAN VS FTES
ASGGDTHMTFGNYSGGQAGHMBEANEPGTGAGYDGT SWYLTNSSYT PNKAPDLNNYGRQT
LTHE IGHTLGLAHPGDYNAGTGNPTYKNADYGQDTRGY SHMSEN SE SNTNONFTKGGVEA
YASGPEDDIAH 1 PRE¥EAN YNTRAGDT TY GFNSNT GRDF YSAT SN EDREVESYNDGGGN
DTLDFSGFTQNQKINLNEAS FS DHGCCEVENVS IARGVINE NA FGGSGNDLIIGNNAANLI
KGGAGNDI IYGGGGADQLWGGAGNDT FVFGAS SDSKPGAADKIFDFTSGSDKIDLSGITR

GAGETEVNAETGHAGDAVLS YASEGENEG T LAV DF SGHGHAD BRIV GOAVAS DIVEA

Figura 11. Regiones propensas a la agregacion. A) Grafico de area mostrando la ocurrencia de puntos
“hot spof de agregacion. Se grafica el perfil de agregacién por encima del valor umbral en un
determinado “hot spot” vs. la secuencia aminoacidica. B) Secuencia de MP10 con los aminoacidos que

forman parte de los “hot spot”resaltados en naranja.
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IV. Produccion recombinante de la proteasa MP10 en E. coli

Construccion del vector de expresion pMP10-H6

En la Figura 12 se muestra un esquema del vector de expresion pMP10-HG,
construido (segun se detalla en Materiales y Métodos) para expresar la proteasa
MP10. El vector resultante tiene 6798 pb, y en el mismo la expresion de MP10
queda bajo el control del promotor T7 (inducible con IPTG). Asi mismo, la secuencia
aminoacidica de la proteasa recombinante queda fusionada a una etiqueta de
histidinas (6xHis fag) en el extremo C-terminal para facilitar su posterior purificacion

por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados.

Para verificar que la secuencia de MP10 se encontraba en fase y no presentaba
mutaciones, varios clones (vector pMP10-H6 de varios clones) se secuenciaron a
partir de las regiones que hibridan con los cebadores T7, y se verificé que al menos
uno de ellos presentaba la secuencia del gen de MP10 en fase y que no presentaba

mutaciones. Se continu6 trabajando con esta construccion.
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Figura 12. Mapa del vector de expresion pMP10-H6. Se indica la ubicacion del gen mp10, promotor

T7 (T7), el casete de resistencia a Amp (AmpR), gen /ad, origen de replicacion.

Evaluacion de distintas cepas de E. coli para la produccion de MP10

Inicialmente, la produccion recombinante de la proteasa MP10 se analizd en tres

cepas de expresion, E. coliBL21, E. coliC41 'y E. coli C43, a 30 °C y en medio LB.

Las cepas C41 y C43 se utilizan comunmente para la

expresion de genes

potencialmente téxicos. Ambas cepas presentan diferentes mutaciones a nivel del

promotor /acUV5 que controla la expresion de la T7 RNA polimerasa. Estas

mutaciones debilitan dicho promotor, disminuyendo la cantidad de ARN mensajero

de T7 RNA polimerasa que se sintetiza y reduciendo por tanto los niveles de

expresion de la misma. Esta caracteristica hace a estas cepas mas adecuadas para

la expresion de genes potencialmente toxicos para la célula. En la Figura 13 se

» Pagina 71



) Resultados

muestra el resultado de la electroforesis en la cual se analizé el ensayo de
expresion. La inspeccion visual del gel sugiere que la proteina MP10 no se
encontraria presente en la fraccidn soluble de ningun tratamiento (o cepa de
expresion), o que se encontraria presente en muy baja cantidad. No se detectd
actividad proteolitica en dichas fracciones segun el ensayo de Andrews & Asenjo, lo
cual reforzaria la presuncién de que MP10 no se encontraria en la fraccion soluble.
En los carriles correspondientes a las fracciones insolubles de las cepas
transformadas con pMP10-H6 se observa una banda proteica de aproximadamente
50 kDa, la cual no se observa en las fracciones insolubles de los controles (cepas
transformadas con el vector vacio). La presencia de MP10 en las fracciones
insolubles indica que la misma se acumularia como agregados en cuerpos de

inclusion. EI mayor nivel de expresion de MP10 se obtuvo con la cepa E. coli C41.
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Figura 13. Evaluacién de la produccién de MP10 en las cepas BL21, C41 y C43. Los carriles
sefalados (+) indican la cepa transformada con el vector pMP10-H6. Los carriles (-) corresponden a
la cepa transformada con el vector vacio (sin el inserto correspondiente al gen mp70). La flecha roja
indica la banda proteica correspondiente a MP10. A diferencia de las cepas C41 y C43, la cepa BL21

no fue inducida por el agregado de IPTG. MPM es el marcador de peso molecular Precision Plus

Protein™ All Blue Standards (BIO-RAD).

Se destaca que el cultivo de BL21 transformado con el vector pMP10-HG6 creci6 de
forma mas lenta que la cepa control transformada con el vector sin inserto (Figura
14). El control de las fracciones solubles e insolubles de estos cultivos (sin inducir
por el agregado de IPTG) por SDS-PAGE muestran la produccién de MP10 aun en
ausencia del inductor. Esto indicaria que el nivel basal de expresion de la proteasa

recombinante detectado en BL21 tiene un efecto deletéreo sobre el crecimiento del
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cultivo y reafirma la importancia de utilizar una cepa de expresion que tenga mayor

tolerancia para la expresion de genes tdxicos como proteasas.

a4 4
3.5 -
3 -
£ ——BL21 control
g 2.5 -
8 --BL21-MP10
o 2 -
a —4—C41 control
1.5
—==C41-MP10
1 4
—+=C43 control
0.5 4
=0—-C43-MP10
0 ,
0 1 2 3 1 5

Tiempo (hs)

Figura 14.Crecimiento de las cepas de expresion transformadas con el vector de expresiéon pMP10-

H6 (cepa-MP10) y con el vector pET22b(+) sin inserto (cepa-control), a 30 °C.

Dado que el mayor nivel de expresion se observd para la cepa C41, la misma se
selecciond para continuar el trabajo. Asimismo, considerando que se observo un
fenotipo de toxicidad, se decidid reforzar la represion del sistema transformando la
cepa C41 con el plasmido pDIA17. El plasmido pDIA17 lleva una copia del gen /ac/

(bajo el control del promotor de tetraciclina), que codifica el represor Lacl. Esto
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contribuye a reforzar la represion de la expresion de la T7RNAP en ausencia del
inductor y evitar cualquier nivel basal de expresion de la proteasa MP10 que pudiera
afectar el crecimiento del cultivo. pDIA17 lleva ademas un gen que confiere
resistencia a cloranfenicol y el origen de replicacidn del plasmido p15A, diferente al
del vector de expresion, lo que permite que la bacteria mantenga ambos plasmidos.
La cepa de expresion E. coli C41/pDIA17 se transformd con el vector de expresion
pMP10-H6 utilizando el protocolo de choque térmico de baja eficiencia. Los
resultados presentados a continuacion se obtuvieron siempre trabajando con E. colf

C41/pDIA17.

Induccion de la expresion de MP10 a 12 °C

Considerando que la solubilidad de algunas proteinas recombinantes con tendencia
a formar agregados insolubles se mejora realizando la expresion a temperaturas sub
Optimas para el crecimiento de E. coli, se evalud la produccién de MP10 realizando

la induccién a 12 °C.

Luego de 18 h de inducir la expresion de MP10 por el agregado de IPTG, se verificd
que la DO a 600nm del cultivo transformado con el vector de expresion disminuia de
0.6 (al momento de la induccidén) a 0.5. Esto sugiere que las células se habrian
lisado, o por lo menos no habrian continuado creciendo tras el agregado del inductor

IPTG. El control de C41/pDIA17 con el vector de expresion vacio (sin inserto),
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sometido al mismo procedimiento, no presenté una disminuciéon de la DO a 600nm,
siendo el valor final de la misma, al momento de la cosecha de células, de 2.68.
Ademas, por SDS-PAGE se evidencié que el sobrenadante del cultivo inducido
presenta un perfil proteico similar al detectado en la fraccion soluble (Figura 15).
Esto sugiere que las células se habrian lisado, liberando su contenido. El analisis
del sobrenadante del cultivo control (donde no se detect6 disminucion de la DO con

el tiempo) no muestra bandas proteicas (libre de proteinas) (Figura 15).

En ninguna de las fracciones del cultivo inducido se pudo observar una banda de 50
kDa que estuviera sobre-representada y fuera indicativa de la expresion de MP10
soluble o de su acumulacién en cuerpos de inclusion. Sin embargo, el analisis de las
mismas fracciones por zimograma incubado a 4 °C indico la presencia de actividad
proteolitica sobre gelatina, lo cual indica que MP10 se estaria expresando en estas
condiciones. El resultado sugiere que una parte de la enzima se encontraria soluble
y activa. Como era de esperar, no se registro actividad en las fracciones del cultivo
control. ElI fenémeno de lisis celular observado tras la expresion de MP10 a baja
temperatura indicaria que la produccién citoplasmatica de la enzima recombinante

en la fraccion soluble en E. coli; seria deletérea para el crecimiento de las células.

Estos resultados sugieren que para obtener suficiente cantidad de proteina
recombinante para purificar y caracterizar, seria razonable recuperarla desde los

cuerpos de inclusion.
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Figura 15. Ensayo de expresion a 12 °C. Se muestran los SDS-PAGE (arriba) y zimograma a 4 °C

(abajo), donde se analizd el sobrenadante de cultivo (SN), fraccidn periplasmatica (P), fraccion

soluble (Sol) e insoluble (Ins) tras la induccion por 18h para la cepa transformada con el vector de

expresion (C41-pMP10-H6) y control con vector vacio (C41-pET22b(+)). Se utilizd el marcador

Protein Ladder 10 — 250 kDa (New England BioLabs).
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V. Produccién y purificacion de MP10 a partir de los cuerpos de
inclusion
Considerando que, en las condiciones ensayadas, la expresion de MP10 resulté en
la agregacion de la proteina o en la ocurrencia de un fenomeno de toxicidad como
consecuencia de la mejora en la solubilidad de la enzima recombinante, se procedid
a recuperar la proteasa desde los cuerpos de inclusion realizando el plegamiento in
vitro de MP10 mediante el método de dilucion rapida. EI método de permite diluir
tanto el agente caotropico (en este caso la urea) como la proteina de interés en un
mismo paso. Esto favorece la formacidn de interacciones intramoleculares,
necesarias para que la proteina adopte su conformacion nativa, a la vez que
disminuye la ocurrencia de las interacciones intermoleculares, que generan

agregados proteicos.

En la Figura 16 se muestra el resultado del ensayo de expresion de MP10 en
C41/pDIA17 en medio LB a 37 °C y purificacién de cuerpos de inclusidén. En estas
condiciones, se observé un importante nivel de expresion y acumulacion de MP10
en agregados insolubles. El resultado del analisis de las fracciones soluble e
insoluble en el gel de actividad incubado a 4 °C indican que: i) la fraccion
correspondiente a los cuerpos de inclusibn (en urea 8M) presenta actividad

proteolitica sobre gelatina, y representaria la fraccion donde se acumula
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mayoritariamente la enzima. ii) existe acumulaciéon de MP10 activa en la fracciéon
soluble, aunque en la SDS-PAGE no se detectara una banda proteica de intensidad

apreciable.

C41/pDIA17-pMP10-H6

MPM
kDa) Sol | Sol |

250 ==

25 W

Figura 16. Produccion de MP10 en LB a 37 °C vy purificacion de cuerpos de inclusion. Se muestra el
analisis por SDS-PAGE (izquierda) y zimograma a 4 °C (derecha) de la fraccién soluble (sol) y los
cuerpos de inclusién solubilizados en urea 8M (l). Se utilizé el marcador Protein Ladder 10 — 250 kDa

(New England BioLabs).

Curiosamente, la misma fraccion insoluble (en urea 8 M) que presenté actividad en
los geles de actividad, no present6 actividad proteolitica sobre azocaseina (ensayo
de Andrews & Asenjo). Estos resultados (deteccion de actividad por zimograma y no
por Andrews & Asenjo) podrian atribuirse a un posible efecto de plegamiento /n vitro

de MP10 que ocurriria durante la corrida electroforética en el gel de actividad. En
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este sentido, MP10 se estaria separando del agente caotropico (urea) durante la
migracion, experimentando un fenémeno de plegamiento /n vifro, que le permitiria
adoptar su conformacion nativa y activa. Esta observacion sugiere que la estrategia
de recuperacion de la proteina recombinante desde los cuerpos de inclusion y su

posterior plegamiento podria resultar viable.

VI. Plegamiento in vitro de MP10 por el método de dilucion rapida

La proteasa MP10 se logré plegar exitosamente diluyendo 37.5 veces la preparacion
de cuerpos de inclusion en el tampoén de replegado (Tris 50mM, NaCl 150 mM,
pH7), segun se describe en Materiales y Métodos. Al analizar el sobrenadante del
ensayo (conteniendo proteinas solubles) por SDS-PAGE, se observo la presencia
de una banda de 50 kDa (Figura 17, carril 0) asi como otras bandas de mayor y
menor peso molecular. Luego de cada ensayo de plegamiento se analizé la
actividad proteolitica sobre azo-caseina mediante el ensayo de actividad de

Andrews & Asenjo.

Efecto del calcio en el plegamiento /n vitro de MP10 - Considerando que el calcio

cumple un rol importante en la estabilizaciéon y plegamiento /n vivo de proteasas
homologas a MP10, se evalué su efecto sobre el plegamiento de la proteasa

recombinante. En la Figura 17 se observa que al incluir 100 yM de CaCl. en el
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tampdn de plegamiento se obtiene un rendimiento mayor de la proteina de 50 kDa,
correspondiente a MP10 soluble y re-plegada tal cual se observa al comparar las
intensidades de banda en el gel de la figura 17. El agregado de mayores
concentraciones de CaClz no parece incrementar significativamente el rendimiento

en la recuperacion de MP10 en forma soluble, tal como se observa en la Figura 17.

[Ca**]
MM ——
(kDa)
OpM  100pM 200 pM
250 ==

-
25 &
- -
L AN

Figura 17. Efecto del Ca2* en el plegamiento /in vifro de MP10. Se analizé por SDS-PAGE el
sobrenadante (concentrado 10 veces) del ensayo de replegamiento realizado en presencia de 0, 100

0 200 uM de CaClz. Se utilizé el marcador de peso molecular Precision Plus Profein™ All Blue

Standards (BIO-RAD)

VII. Purificacion de MP10 recombinante

La proteasa MP10, solubilizada y plegada, se purificé por IMAC segun se describe

en Materiales y Métodos. Para la purificacion de MP10 se utilizd el total del
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sobrenadante del ensayo de plegamiento /n vifro. En la Figura 18 se muestra el
progreso de la purificacion. Se observd que parte de la proteina eluyd en los
lavados, sugiriendo que se superd la capacidad de adsorcion de la columna. No
obstante, la mayoria de la proteina se recuperd en los eluatos. Se observo también
que en las fracciones eluidas existe un gran numero de bandas proteicas de menor
masa molecular, comparado con la masa molecular de MP10. La ausencia de

bandas mayores a 50 kDa podria sugerir que se trata de productos de degradacion

de MP10.
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Figura 18. Control por SDS-PAGE de las etapas de purificacion e inmunodeteccion de MP10
recombinante. A) Purificacion de MP10 por IMAC. Se sembrd una alicuota del sobrenadante del
ensayo de plegamiento realizado en presencia de 100 uM de CaClx(T), el percolado (P), lavados y
fracciones eluidas de 0.5 ml. B) Western Blot utilizando el anticuerpo anti Hisex para detectar la
proteasa en la fraccion eluida (E). Se utilizé el marcador de peso molecular Precision Plus Protein™

All Blue Standards (BIO-RAD)
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Al analizar la proteina eluida de la cromatografia de IMAC mediante Western Blot,
utilizando un anticuerpo ANTI-His, se detectd la banda de 50 kDa, asi como los
productos de menor peso molecular. Esto indicaria que las bandas de menor masa
molecular, que co-purificaron con MP10, son productos de degradacion de la propia
proteasa. La proteasa se estaria degradando desde el extremo N-terminal, en
solucion y/o durante la inmovilizacion a la matriz cromatografica. Queda pendiente la
dilucidacion de si esta degradacion es producto de autoprotedlisis o debida a la

accion de otras proteasas.

Finalmente, la proteasa MP10 (eluato de la IMAC) se sometié a un paso adicional
de purificacion. Se realizdé una gel filtracion, utilizando una columna PD-10 (GE),
para eliminar los péptidos menores a 5 kDa, asi como para cambiar el tampdn en el
que se encontraba la proteina, y por consiguiente eliminar el imidazol presente en el
tampon de elucion. La proteasa MP10, ahora en tampdn Tris 20 mM, CaCl2 1 mM,

pH8, se almacend a -20 °C.

VIII. Caracterizacion parcial de MP10

Validacion del ensayo de actividad proteolitica

El método de determinacién de actividad desarrollado por Andrews & Asenjo, que

utiliza azocaseina como sustrato, es un método a tiempo final. Asi que en primera
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instancia se determiné la relacidn de linealidad entre la la hidrdlisis del grupo “azo” y
el tiempo de transcurso de la reaccion. En la Figura 19 se puede observar la
relacion lineal entre la absorbancia a 340 nm y el tiempo de reaccion. El resultado
valida las condiciones establecidas para la realizacion del ensayo de actividad (20
min) y confirma que durante todo el estudio se estuvo trabajando en condiciones de

velocidad inicial.
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Figura 19. Verificacion de las condiciones de velocidad inicial en el ensayo de actividad.

pH optimo
En la Figura 20 se observa la relacién entre la actividad proteolitica de MP10

(expresada como absorbancia a 340 nm) y el pH de reaccién. El ensayo se realiz6 a

temperatura constante de 37 °C. Del grafico de “Absorbancia vs pH”, se desprende
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que MP10 tendria un pH 6ptimo de actividad en el entorno de 8, coincidiendo con lo

esperado para una proteasa alcalina.

0.5 -
0.4
0.3

0.2 -

Abs 340 nm

0.1

Figura 20. Curva de actividad proteolitica (expresada como valor de Absorbancia a 340 nm) vs pH de
reaccion. Cada punto representa la media de tres réplicas experimentales. El experimento se realizé
dos veces, mostrando siempre la misma tendencia. Se muestra el resultado de uno solo de estos
experimentos. Las barras verticales representan la desviacién estandar de los experimentos

independientes.

Efecto de la temperatura sobre la actividad de MP10

El estudio de la dependencia de la actividad proteolitica de MP10 con la temperatura
(Figura 21) mostré que en las condiciones del ensayo, la mayor actividad se obtuvo
realizando el ensayo a 40 °C. La temperatura seleccionada para realizar todos los
ensayos fue 37 °C, la actividad de MP10 representa un 66.5% del maximo valor. La

actividad especifica de MP10 a 37 °C fue de 109.7 UE/mg.
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Figura 21. Curva de actividad (expresada como valor de Absorbancia 340nm) vs Temperatura. Cada
punto representa la media de tres replicas experimentales. El experimento se realizé6 dos veces,
mostrando siempre la misma tendencia. Se muestra el resultado de uno solo de estos experimentos.

Las barras verticales representan la desviacién estandar.

Se determiné también que luego de 20 min de incubacion de MP10 a 45 °C
(estabilidad a 45 °C), no se registra actividad residual de la proteasa recombinante.
Esto sugiere que la exposicion de MP10 a tiempos superiores a 20 min ocasiona la

desnaturalizacion de la proteasa.

Inhibicion de MP10 con EDTA

Como era de esperar para una metalo-proteasa, la actividad de MP10 se inhibi6 por
la presencia del agente quelante EDTA (Tabla 6). A una concentracion final de 50

mM del quelante se detecté una disminucién drastica en la actividad de la enzima.

» Pagina 86



) Resultados

Tabla 6. Efecto de diferentes compuestos sobre la actividad de MP10

Compuesto Concentracion final (mM) Actividad residual (%)
EDTA 5 50.2
10 36.7
50 1.4
Ninguno - 100.0

IX. Produccion y purificacion de la proteasa MP10 nativa a partir del
cultivo de Pseudomonas sp. AU10

Con la finalidad de obtener proteina nativa para utilizar en un estudio de
comparaciéon con la enzima recombinante se decidié explorar mas a fondo la
posibilidad de producirla y purificarla directamente a partir del sobrenadante del

cultivo del aislamiento Antartico.

Al inicio del trabajo de esta tesis se habia analizado el sobrenadante del cultivo de
AU10 crecido en medio LB (sin el agregado de leche) a baja temperatura, y no se
habia detectado a la proteasa (ausencia de actividad proteolitica y de la enzima de
50 kDa en ensayos de SDS-PAGE), concluyéndose entonces que en las
condiciones de trabajo ensayadas era necesaria la presencia de la leche para que la
enzima se produjera y/o secretara al medio extracelular. Un analisis mas detallado

de la bibliografia permitié encontrar el reporte de otro medio de cultivo, medio PFm,
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para la produccién de proteasas sicrofilas de Pseudomonas (Chessa et al, 2000). Se
analizé entonces la posibilidad de la produccion y secrecion de MP10 en este medio
de cultivo. En la Figura 22 se muestra la curva de crecimiento del aislamiento AU10
en PFm, a 13 °C. Mediante el analisis por SDS-PAGE y zimograma a 4°C del
sobrenadante del cultivo a diferentes tiempos de crecimiento, se detectd que la
proteasa se produce y secreta durante la fase exponencial temprana del crecimiento

de microorganismo.
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Figura 22. Crecimiento de Pseudomonas sp. AU10 en medio PFm a 13 °C. Se muestra la curva de
crecimiento del aislamiento y en la zona superior el resultado del analisis por SDS-PAGE del

sobrenadante del cultivo, mostrando la aparicién de la proteina MP10.
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Para la purificacion de la enzima desde el sobrenadante libre de células se realizd
una cromatografia de intercambio anidnico, cuyo resultado se muestra en la Figura
23A. Dicho sobrenadante presenta ademas de la proteasa MP10 (banda proteica de
aproximadamente 50 kDa) otras bandas proteicas de mayor y menor masa
molecular. Las mismas pueden corresponder a otras proteinas secretadas,
proteinas intracelulares liberadas por células lisadas o incluso degradacion
proteolitica por parte de la proteasa MP10. Como se observa en la Figura 23A el
intercambio i6nico no permitid separar la proteasa del resto de las proteinas
presentes en la muestra. De hecho, gran parte de la proteasa eluyé en el percolado.
Probablemente, en las condiciones analizadas, se superé la capacidad del
intercambiador. También es posible que la produccidon de exopolisacaridos (que se
sabe es abundante en bacterias marinas y se ha demostrado que incrementa en
este aislamiento particular cuando crece a baja temperatura) hayan interferido con la
unién de la proteina a la fase estacionaria compitiendo por los grupos cargados de

la matriz.

En la segunda etapa cromatografica se utilizé el percolado del intercambio aniénico
para realizar una cromatografia de afinidad utilizando una resina cargada con
ZnS04. En la Figura 23B se muestra el perfil proteico del eluato de dicha

cromatografia, donde se observa unicamente la proteina MP10 de 50 kDa.
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Figura 23. Purificacion de MP10 nativa. A) Se muestra las fracciones obtenidas en el intercambio
anionico. Se sembroé la fraccion total (T) correspondiente al sobrenadante filtrado del cultivo de
Pseudomonas sp. AU10, el percolado (P) y las fracciones eluidas. Se muestra abajo el
cromatograma donde se registra la Absorbancia 280nm de los eluatos (linea azul). B) Eluato de la
cromatografia de afinidad. Se utilizé el marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ All Blue

Standards (BIO-RAD).
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X. Espectros de dicroismo circular (DC) de MP10 nativa y
recombinante

Mediante la obtencion del espectro de DC en el UV lejano se determind que la
proteasa recombinante obtenida mediante plegamiento /in wvifro no presenta
diferencias significativas en su conformacién con respecto a la enzima nativa.
Como se observa en la Figura 24A, ambos espectros coinciden en la mayoria de los
puntos, con la excepcion de la region 185 — 200 nm. En esta region la elipticidad de
la proteina recombinante fue menor. Esto podria explicarse considerando el
espectro caracteristico de una proteina con conformacién ovillo aleatorio, que
presenta un valle en esta region del espectro (Figura 24B). De modo que
posiblemente la diferencia observada en el espectro de ambas proteinas se debe a

la contribucion de una proporcion de proteina recombinante desnaturalizada.
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Figura 24. Estudio comparativo de la conformacién de MP10 recombinante y nativa por Discroismo
Circular (DC). A) Se muestra el espectro DC de la proteina nativa (puntos negros) y la recombinante
re plegada (puntos rojos). Se grafica la elipticidad recogida en funcién de la longitud de onda en nm.

B) Espectro de DC caracteristico de una proteina formada con conformacién hélice a, lamina 8 u

ovillo aleatorio
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Identificacion de la proteina MP10 y su gen codificante

Pseudomonas sp. AU10 es un microrganismo sicro-tolerante (crece entre 4 y 30 °C)
aislado en la peninsula Antartica (Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2011), un
ambiente en el cual la temperatura oscila entre -10 °C y 10 °C. Por lo tanto, es de
esperar que las enzimas producidas por este microorganismo se encuentren
adaptadas al frio y sean eficientes catalizadores a bajas temperatura.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la metalo-proteasa MP10
producida por este aislamiento antartico es la Unica proteasa extracelular
(aproximadamente 50kDa) producida en las condiciones ensayadas (coagulacién de
las proteinas lacteas). La produccion de una sola proteasa extracelular de
aproximadamente 50kDa, en condiciones similares a las utilizadas en este trabajo,
también se informd para aislamientos de Pseudomonas sp. y P. fluorescens
(Nicodeme et al 2005; Dofour et al 2008).

Considerando que MP10 se identifico en el sobrenadante filtrado (libre de células)
proponemos que esta proteina se secreta y que no estaria asociada a la
membrana/pared de la bacteria. Este resultado se respalda también en la
demostracion de que el filtrado es capaz de hidrolizar las proteinas lacteas, en
ensayos donde se colocaron gotas del mismo sobre placas de petri conteniendo

medio ML.
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La identificacion del gen responsable de la produccién de MP10 mediante PCRI
permitié obtener la secuencia codificante de MP10 y parte de su contexto génico. El
tamafio molecular tedrico de MP10 seria de 49.368Da, coincidiendo con la masa
aparente de 50kDa observado por SDS-PAGE. MP10 comparte un elevado
porcentaje de identidad (>90%) con metalo-proteasas de diferentes especies de
Pseudomonas (principalmente P. fluorescens y P. folaasii) y se clasifico segun la
base de datos MEROPS, como miembro de la familia M10B, identificandose el
motivo conservado HEXXHXXGXXH caracteristico de la familia. En MP10, este
motivo esta formado por los aminoacidos Hiss, E1ss, H1s7, G190 € H103. Segun la
comparacidon con proteasas caracterizadas, los residuos de His asi como también la
Tyr223 serian los ligandos para el atomo del metal catalitico (probablemente zinc). A
su vez, MP10 perteneceria al clan de las metzincinas, compuesto por metalo-
proteasas que presentan similitud a nivel estructural, aunque no necesariamente a
nivel de secuencia primaria. Las metalo-proteasas que conforman este clan se
caracterizan por poseer una Met conservada (Met221 en MP10) localizada en un giro
B (Met-turn) proximo al sitio catalitico; sin embargo, el reemplazo de la Met214 en la
proteasa AprA en otras Pseudomonas, por aminoacidos no naturales (L-difluoro
metionina), no demostré efectos sobre la estructura y funcion de la proteasa (Gomis-
Ruth 2003), restandole importancia.

Existen mas de 700 proteasas que se han clasificado como metzincinas, producidas

tanto por bacterias, plantas y animales. Estas proteasas incluyen las matrixinas (se
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secretan al espacio extracelular, participan en la remodelacion del pulmén fibrético;
un ejemplo son las gelatinazas y elastasas), las astacinas (digestion, regulacion y
procesamiento peptidico), las reprolisinas (en veneno de serpientes; responsable de
los efectos hemorragicos y necrosis tisular), esnapalisinas (secretadas por
Strepfomyces), las leishmanolisinas (unida a membrana, presente en protozoarios
parasiticos) y las serralisinas (proteasas alcalina; donde AprA es un ejemplo en
Pseudomonas) (Walasek & Honek, 2005).

Los estudios estructurales realizados con distintas metalo-proteasas homdlogas de
la familia M10B, de diferentes organismos, han permitido afirmar que estas
proteinas presentan dos dominios: i) un dominio N-terminal, que contiene el sitio
catalitico y ii) un dominio estructural C-terminal, que posee las sefales de secrecidn
y sitios de union a calcio (Baumann et al 1993, Baumann 1994, Aghajari et al 2003,
Zhang et al 2011). Si bien no disponemos de la estructura cristalografica de MP10,
proponemos que MP10 poseeria esta estructura de dos dominios.

Todas las proteasas de esta familia se sintetizan como precursores inactivos, que se
activan mediante la hidrélisis de sus pro-péptidos. Por comparacion con otras
proteasas se identificd un posible sitio de hidrdlisis en MP10, conservado en otras
proteasas de la familia. Por lo tanto, MP10 poseeria un pro-péptido en el extremo N-
terminal, que estaria constituido por 16 aminoacidos. En este trabajo no se estudié
las condiciones necesarias para su hidrolisis y consecuente activacion de la enzima,

o0 si se activa por autoprotedlisis.
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La gran mayoria de las proteinas de la familia M10B cumplen funciones
extracelulares; en especies de Pseudomonas que son patdégenos oportunistas
(como Pseudomonas aeruginosa) estas proteasas son factores de virulencia
necesarios para el establecimiento y persistencia de la infeccion (Ballok & O Toole
2013), pero en Pseudomonas sp. AU10, un aislamiento antartico ambiental,
creemos que MP10 cumpliria basicamente funciones nutricionales. Esta afirmacion
se fundamenta en los resultados de Liao y MacCallus (1998), quienes demostraron
que mutantes (obtenidas por insercion del transposén Tn5) de la metalo-proteasa
extracelular AprX de P. fluorescens CY091 no pueden degradar proteinas lacteas y
gelatina, cuando estos se utilizan como fuente de nitrogeno.

El analisis por comparacion de la composiciéon aminoacidica de MP10 y la metalo-
proteasa homodloga de Pseudomonas aeruginosa PAO1, un microorganismo
mesofilo, revela algunas caracteristicas propias de las enzimas adaptadas al frio. En
este sentido se registré un aumento en el numero de Gly y una disminucion en el
numero de Pro y aminoacidos que forman parte de puentes salinos tendientes a
estabilizar la estructura proteica. Este resultado va de acuerdo a la tendencia
observada en enzimas sicrofilas, las cuales presentan estructuras mas flexibles que
sus homologas mesofilas (Russell et al 1998, Mandelman et al 2001, D’Amico 2002
et al, Aghajari et al 2003, Zhang et al 2011). No obstante no creemos prudente
atribuir la actividad de MP10 a baja temperatura exclusivamente a estas

modificaciones, siendo necesario un estudio cristalografico para analizar a fondo la
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estructura de la enzima y dilucidar modificaciones estructurales relacionadas con la
disminucion la rigidez de la estructura proteica, el incrementando de la flexibilidad
local de la proteina y mayor eficiencia catalitica a baja temperatura. Estos estudios
deberian ademas acompanarse de la obtencion y caracterizacion de la proteina
mutante, con sustituciones en los aminoacidos supuestamente implicados en su

flexibilidad estructural.

El estudio del contexto en el cual se encuentra el gen codificante de la proteasa
MP10 mostré que la misma se encuentra en una unidad transcripcional junto con un
posible inhibidor de la proteasa y con los genes que codificarian la maquinaria de
secrecion. Este tipo de organizacion (a veces con variaciones en el orden en el que
se encuentran los genes dentro del operdn) ya se ha observado en otras bacterias
Gram negativas como Erwinia chrisantemi, E. coliy otras especies de Pseudomonas
spp (Liao & McCallus 1998, Ahn et al 1999, Kawai et al 1999). Corriente abajo del
inhibidor se encontré parte de la secuencia codificante de una proteina que presenta
elevada homologia con una proteina ABC (ATP binding cassette). Esta proteina,
junto con una proteina de fusion de membrana y una de membrana externa,
componen los sistemas de secrecion tipo | (SSTI). Este sistema de secrecion
formaria un tunel continuo que atraviesa la membrana y el periplasma (Koster et al
2000, Thomas et al 2014). La proteina ABC reconoce el sustrato a través de las

senales de secrecion C-terminal GGXGXD (de las cuales se identificaron cuatro en
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MP10) y es responsable de la especificidad del sistema de secrecion. Si bien las
bacterias Gram negativas poseen numerosos sistemas que le permiten transportar
solutos a través de su membrana interna y externa, son el SSTI, asi como el SSTIII
y el SSTIV los tres sistemas que poseen para transportar proteinas a través de
ambas membranas, en un unico paso concertado (Yen et al, 2002; Ma et al 2003). A
pesar de la similitud de secuencia entre los componentes de los sistemas ABC de
diferentes bacterias, estos transportadores son especificos para la proteina o familia

de proteinas que transportan (Thomas et al 2014).

El punto isoeléctrico teérico de MP10 es 4.78, encontrandose en el rango pl que
presentan las proteinas secretadas por los SSTI (Zhang et al 2012). Considerando
que MP10 se secreta al medio extracelular, la funcion del inhibidor puede resultar no
evidente a priori. Sin embargo, se presume que su funcién en estas proteinas es
vital para mantener inactiva a la enzima durante su pasaje por el espacio
periplasmatico, previniendo ademas la degradacion proteolitica de otras proteinas
(Hege et al 2001). Los estudios de cristalografia realizados por estos autores
muestran que el extremo N-terminal del inhibidor forma un enlace de coordinacion
con el zinc catalitico, siendo esta interacciéon fundamental para la estabilidad del
complejo proteasa-inhibidor. Estos autores también encontraron este tipo de
interaccion entre otros complejos metzincina-inhibidor. Siguiendo esta linea de

pensamiento, se determind en este trabajo que el inhibidor de MP10 posee un
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péptido sefal N-terminal de exportacion, que sugiere una localizacidn periplasmatica

del inhibidor, donde ejerceria su funcion inhibitoria.

La produccién de MP10 por Pseudomonas sp. AU10 sélo se detectd, en una
primera instancia, en un medio de cultivo conteniendo leche descremada y cuando
AU10 crecia a baja temperatura (entre 4 y 20 °C). En una etapa posterior a la
produccion recombinante), se comprob6 que MP10 se producia y secretaba cuando
el microorganismos se cultiva en el medio de cultivo PFm, detectandose su
produccion a partir de la fase exponencial temprana. Resultados similares
obtuvieron Nicodeme et al (2005) y Dofour et al (2008) trabajando con diferentes
Pseudomonas. Los trabajos de Nicodeme et al (2005) sugieren que la produccién
de proteasas extracelulares de diferentes Pseudomonas depende de las
condiciones de cultivo, demostrando que el agregado de leche descremada al medio
de cultivo induce de 10 a 20 veces la expresion de las proteasas en estudio. Existe
evidencia para otras metalo-proteasas extracelulares producidas por Pseudomonas
spp. de que su expresion esta regulada negativamente por la presencia de hierro
(Munsell et al 2005). Dicha evidencia indica que la transcripcion de los genes
involucrados en la sintesis y secrecion de estas proteasas estaria controlada por un
factor sigma tipo ECF (del inglés Extracytoplasmic function) de respuesta a hierro
(Burger et al 2000, Woods et al 2001, Munsell et al 2005) alternativo al factor g70

tradicional. Las células bacterianas utilizan estos factores sigma ECF para alterar su
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perfil transcripcional en respuesta a diferentes estimulos ambientales (Thakur et al
2013) y su actividad esta regulada por una proteina de membrana interna que actua
como sensor, permitiendo una respuesta adaptativa frente a un cambio ambiental
(Potvin et al 2007). Si bien la produccion de MP10 sdlo se detectd cuando el
aislamiento se cultiva (ya sea en medio ML o PFm) a menos de 30 °C, no se ha
reportado en la bibliografia evidencias concretas de que la temperatura ejerza algun
tipo de regulacion de la expresidon en enzimas homologas a MP10 en Pseudomonas.
No excluimos la posibilidad de que a 30°C la enzima se sintetice, pero que no se
secrete debido a los cambios en la composicion, y por ende fluidez, de la membrana
(uno de los mecanismos observados como adaptacion a la vida baja temperatura).
Estos cambios comprometerian el correcto ensamble de la maquinaria de secrecion,
impidiendo la exportacion de MP10. Mas alla de los resultados obtenidos en esta
tesis, y la informacion aportada por otros trabajos, consideremos que no existe
suficiente evidencia para sugerir si MP10 es una enzima de expresion constitutiva o

si su expresion se induce por algun estimulo particular.

Produccion recombinante de MP10

Durante este trabajo también se realiz6 una primera aproximacion a la expresion
recombinante de MP10. Se opt6 por la produccién intracelular de MP10 en E. coli

utilizando un vector de expresion de la serie pET, sistema que ha sido utilizado para
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la produccion de otras proteasas activas en frio (ver Tabla 2 de Introduccion).
Considerando que se desconoce si el pro-péptido de MP10 tiene algun papel
facilitador en el correcto plegamiento de la enzima como ocurre con otras proteasas,
por ejemplo catepsinas (Li et al 1995, Cappetta et al 2002), se decidié clonar y
producir la enzima manteniendo el mismo. A su vez, para facilitar la purificacion de
la enzima se incluy6 una cola de 6xHis; la misma se coloco en el extremo C-terminal
para evitar que se perdiera al hidrolizarse el pro-péptido durante la maduracion de la
enzima. Como era de esperar, la produccion intracelular de MP10 en E. coli (DE3)
BL21 (realizando la induccién a 30 °C) resultdé tdxica para la cepa, observandose
que la cepa recombinante presentaba dificultad para crecer, aun sin el agregado del
inductor IPTG. Esto sugiere que los niveles basales de expresion de esta enzima
proteolitica (debido a fugas en la represion del sistema que ocasionan niveles
basales de transcripcion de la polimerasa desde el promotor /acUV5 y en
consecuencia del gen blanco) son deletéreos para la célula. La utilizacion de las
cepas de expresion de E. coli C41 y C43 (frecuentemente utilizadas para la
expresion de genes toxicos) permitio obtener niveles significativos de la enzima
recombinante (siendo mayor la produccidon en C41), sin efectos significativos en el

crecimiento celular a 30°C.

MP10 recombinante se acumuld siempre en los cuerpos de inclusion, tal cual se ha

observado para diferentes enzimas proteoliticas (ver punto VI de Introduccion). La
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formacion de agregados conteniendo proteina recombinante mal plegada es un
problema frecuentemente encontrado al producir proteinas recombinantes en E. col,
y €s una consecuencia esperable considerando que una proteasa podria ser una
molécula potencialmente toxica para la célula. En este sentido, se observo que al
intentar mejorar la solubilidad de MP10 mediante la induccion de la expresion a 12
°C, se aumenta la expresiéon de MP10 en forma activa en la fraccion soluble; sin
embargo, también se detectd que el cultivo se lisaba (disminucion de turbidez con el
tiempo), sugiriendo una vez mas que la produccion de MP10 activa soluble, solo es
posible a partir de su purificacion desde los cuerpos de inclusién y posterior

plegamiento /in vitro.

Los ensayos de expresion con la cepa C41 transformada con pDIA17 (plasmido
utilizado para reforzar la represion del sistema T7) a 37 °C y plegamiento /in vifro de
MP10 permitieron obtener 1.5 mg de MP10 recombinante por litro de cultivo de E.
coli Una de las ventajas de la formacién de cuerpos inclusion es que
frecuentemente estos agregados contienen casi exclusivamente la proteina
recombinante (Speed et al 1996). En este sentido, recuperando los cuerpos de
inclusion se puede llegar a obtener con relativa facilidad, segun el caso, la proteina

con un bajo nivel de contaminantes.

El analisis de las fracciones soluble e insoluble a través de la determinacién de

actividad proteolitica en forma espectrofotométrica no mostré actividad detectable
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en ninguna de las fracciones. Sin embargo, los estudios en geles de actividad (o
zimogramas) indicaron que los cuerpos de inclusion solubilizados presentan
actividad proteolitica (a 4 °C) sobre el sustrato gelatina, sugiriendo la presencia de la
enzima en forma activa. Este resultado podria explicarse porque durante la
electroforesis nativa, en el ensayo de zimograma, MP10 estaria sufriendo un
proceso de plegamiento /n vifro (quizas facilitado por la retencion de parte de la

estructura nativa de la enzima).

En biotecnologia la etapa critica en la recuperaciéon de proteina recombinante activa
desde los cuerpos de inclusion es el replegamiento de la proteina. En el caso de
MP10 la obtencién de la enzima activa se logré mediante el plegamiento /in vifro por
el método de dilucion rapida de los cuerpos de inclusion purificados. Este método
implica la dilucion simultanea de la proteina y el agente caotrdpico utilizado. Este
procedimiento es muy utilizado a nivel industrial debido a su simplicidad (Jungbauer
& Kaar 2007). En el caso de MP10, se logré replegar la enzima en un tampoén que
tienen la misma composicion que el tampon de lisis, pero suplementado con Cat*.
Se comprobd que el rendimiento en la recuperacion de proteina soluble activa
aumenta en presencia de Ca** en el tampdn de plegamiento, viéndose saturada a
una concentracion de 200 pyM de Ca**. El resultado sugiere que el ion calcio
favorece el plegamiento de MP10. Un trabajo publicado acerca del estudio del

plegamiento de la metalo-proteasa extracelular alcalina de P. aeruginosa (homdloga
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mesofila de MP10) indicé que la presencia de calcio es determinante para el
correcto plegamiento de esta enzima. El plegamiento /n vifro de la enzima se
iniciaria por el dominio C-terminal, el cual actuaria como nucleo para el posterior

plegamiento del dominio catalitico N-terminal (Zhang et al 2012).

Purificacion de MP10 y caracterizacion parcial de la enzima

Si bien la purificacion de la proteasa recombinante fue exitosa, los resultados
indican que podria existir degradacion de la proteasa luego de la IMAC. La misma
podria originarse por autoprotedlisis o por accion de otras proteasas, durante el
procedimiento de lisis y purificacion de cuerpos de inclusion. Los resultados de
Western blot sugieren que la degradacién ocurriria desde el extremo N-terminal. Sin
embargo, es necesario explorar mas a fondo la posibilidad de que MP10 tenga
actividad autoproteolitica en las condiciones ensayadas; éste es un aspecto
fundamental para cualquier enzima que se pretenda utilizar a nivel
tecnolégico/industrial. Actualmente se ha diseinado, mediante mutagénesis dirigida,
una version inactiva de la enzima MP10. En la misma se ha sustituido el residuo
Glusga por una Gly (estos resultados no se incluyen en este trabajo). Se ha
verificado que la version mutante de MP10 no presenta actividad proteolitica y esta
pendiente el ensayo de produccion recombinante y purificacion para verificar la

hipbtesis de autoprotedlisis.
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Los ensayos preliminares de caracterizacion de MP10 se realizaron con la enzima
recombinante. La actividad enzimatica residual se redujo drasticamente (98.6 % de
reduccion de la actividad) tras el agregado de EDTA 50mM, confirmando que MP10
es una metalo-proteasa. La temperatura 6ptima de actividad de MP10, bajo las
condiciones ensayadas, fue de 40 °C y el pH Optimo de actividad fue de 8,
confirmando su identificacidn como una proteasa alcalina. Las enzimas catalogadas
como sicrofilas presentan sus maximos de actividad catalitica a temperaturas que
son menores a las reportadas para sus homologas mesdéfilas. En lo que refiere a la
temperatura de actividad de MP10, ésta es significativamente menor que la
temperatura optima de su homodloga mesdfila (metalo-proteasa de Pseudomonas
aeruginosa) la cual presenta una temperatura optima de 60 °C (Obernesser et al
1981). Comparando los datos obtenidos para MP10 con los de otras proteasas
sicrofilas reportadas en la literatura, provenientes de distintos microorganismos
adaptados al frio (ver tabla 1) en las cuales las temperaturas de mayor actividad
catalitica oscilan entre 15-40°C, podemos afirmar que MP10 presenta
caracteristicas propias de las enzimas sicroéfilas. Si bien MP10 presenta actividad a
mas baja temperatura (propiedad atractiva para su utilizacion en diferentes
industrias), es necesario analizar mas a fondo su estabilidad a altas temperaturas

(caracteristica de las enzimas adaptadas al frio).
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La temperatura maxima de actividad de MP10, bajo las condiciones ensayadas, es
40°C, los ensayos de determinacion de actividad se condujeron a 37°C (temperatura
a la cual la enzima retiene 66.5% de actividad) durante 20 minutos. Se verificé que
en estas condiciones se estaba en situacion de velocidad inicial (relacion de
linealidad en la curva actividad vs. tiempo figura 19) sin pérdida de actividad
enzimatica (tras los 20 minutos de incubacién) por inhibicion por producto o
inactivacion térmica. No obstante se verificO que tras una incubacion prolongada
(realizada pre incubando MP10 a 40°C durante 20 minutos previos al ensayo de
actividad, no se detecta actividad proteolitica. Si bien queda pendiente estudiar el
efecto de tiempos menores de incubacion sobre la actividad proteolitica de MP10,
los resultados sugieren que MP10 se estaria inactivando como consecuencia de la
exposicion a temperaturas moderadas. La inestabilidad térmica es una caracteristica
que puede ser o no deseadas segun el proceso industrial a realizar. Tanto la
actividad a baja temperatura como la estabilidad térmica son caracteristicas que se
intentan mejorar en enzimas sicroéfilas con potencial tecnolégico mediante evolucion
dirigida, sustituyendo aminoacidos para modificar estas caracteristicas (Koutsiuolis
et al 2008, Zhong et al 2009). Esta estrategia de trabajo es una aproximacion
experimental que a su vez proporciona informacion valiosa acerca de las
modificaciones que explican el caracter sicrofilico o termofilico de las enzimas

extremofilas (Arnold et al, 2001).
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Si bien queda pendiente completar la caracterizacion de esta enzima hidrolitica,
incluyendo el analisis de actividad frente a un panel mas amplio de sustratos,
consideramos que tanto por su actividad en un rango amplio de temperatura (que
incluye temperaturas bajas y moderadas), asi como por su rapida inactivacion
térmica, MP10 podria ser interesante candidato para analizar su aplicacién en la
industria alimenticia o del detergente entre otras. Las posibles aplicaciones se
discuten en la seccidén Introduccidon (Proteasas activas a bajas temperaturas —

potencial tecnolégico).

Produccion de la enzima nativa

Durante las primeras etapas de este trabajo, la produccion de MP10 en forma nativa
sblo se habia logrado en un medio suplementado con leche (Martinez-Rosales &
Castro-Sowinski 2010), siendo ésta una de las razones que justificaba la estrategia
de produccion recombinante, como forma de obtener la proteina pura y en cantidad
suficiente para su caracterizacion. Sin embargo, hacia el final de este trabajo se
logré producir la enzima nativa creciendo a AU10 en un medio de cultivo (medio
PFm) sin el agregado de leche. El mismo ya habia sido utilizado exitosamente para
la produccion de otra metalo-proteasa de un aislamiento Antartico de Pseudomonas
(Chessa et al 2000). La produccion de la enzima se detectd desde el comienzo de la
fase exponencial, cuando el aislamiento se cultiva a 7 °C. El medio PFm cuenta con

triptona entre otros ingredientes. Curiosamente, la produccion de la enzima se
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detectd o no, dependiendo de la fuente comercial de la cual provenia la triptona.
Cuando se utilizo triptona de los proveedores Sigma o Duchefa, no hubo produccion
de la enzima; sin embargo cuando se utilizé triptona de Difco, si hubo produccién de
MP10. Este resultado denota la importancia de estudiar la fuente comercial de cada
ingrediente durante la produccion de una enzima, sobre todo bajo la luz de su
relevancia a nivel industrial, cuando cambiar el proveedor de un ingrediente puede

significar el éxito o el fracaso de un proceso industrial.

La purificacion de MP10 nativa mediante cromatografia de intercambio aniénico no
fue exitosa, obteniéndose gran parte de la enzima en el percolado. Pseudomonas
sp. AU10 incrementa la produccion de exopolisacaridos (EPS), moléculas cargadas
negativamente, al crecer a baja temperatura (comunicacion personal; tesis de
Maestria de Cecilia Martinez-Rosales). Los EPS podrian haberse unido a la resina
aniénica utilizada, y asi interferir con la unidon de la proteasa a la misma. La
produccion de EPS es frecuente en bacterias marinas, en las cuales cumplen fines
crioprotectores, proporcionando una matriz que previene la desnaturalizacion por
frio de las proteinas secretadas (Nichols et al 2005). El pasaje por el intercambiador
anionico probablemente disminuy6 la concentracidon de EPS del sobrenadante de
cultivo. Para confirmarlo seria conveniente determinar el contenido de polisacaridos
del medio antes y después del intercambio. La purificacion de MP10 se mejor6

posteriormente mediante una cromatografia de afinidad a zinc inmovilizado.
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Contando con la enzima nativa (activa) purificada se pudo comparar mediante la
obtencién de los espectros de dicroismo circular, la estructura de la enzima nativa y
la recombinante. Se verifico que no existen diferencias significativas en la estructura
de ambas, corroborando el correcto plegamiento de la enzima recombinante. Cabe
recordar que la enzima recombinante posee una etiqueta de histidinas en su
extremo C-terminal, y que el mismo no se elimin6 antes de la obtencidn del espectro
de dicroismo circular, motivo por el cual, sugerimos que esta etiqueta no tendria un
efecto relevante sobre la estructura de MP10. Por este motivo, se continué la

caracterizacion de la enzima sin la eliminacion de la etiqueta.

Consideraciones generales

Este trabajo fue una primera aproximacion a la produccién de MP10, recombinante y
también desde la fuente natural, que permitié avanzar en la caracterizacién parcial
de MP10. Aun queda pendiente completar su caracterizacidén bioquimica y definir su
potencial para su uso por parte de algunas industrias. En este sentido,
consideramos que la puesta a punto de un sistema recombinante que permita
obtener grandes cantidades de proteina activa es necesario para la eventual
transferencia de estas enzimas a nivel industrial. Esto es de particular importancia
considerando las dificultes asociadas a la fermentacion industrial con
microrganismos sicrotolerantes o sicrofilos (alto consumo energético para mantener

sistemas refrigerados durante periodos largos de tiempo) y también las dificultades
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de trabajar con aislamientos que no estan bioquimica, fisiolégica y genéticamente
caracterizados (contando en nuestro caso particular con una clasificacion soélo a
nivel de género y conociendo solo algunas de las propiedades bioquimicas y
fisiologicas de AU10). Ademas, desde el punto de vista sanitario, el uso de
aislamientos de Pseudomonas puede resultar controversial, pues pueden
comportarse como patdgenos oportunistas. No obstante quiza sea posible, para
muchos de los aislamientos antarticos sicro-tolerantes de nuestra coleccion,
optimizar las condiciones de produccion de la enzima (tiempo, temperatura y medios
de cultivo) desde la fuente natural, de modo de obtener cantidades suficientes de
proteina para evaluar su caracteristicas bioquimicas y propiedades tecnoldgicas. De
este modo seria posible definir con cuales enzimas es mas conveniente avanzar

hacia una produccién recombinante.
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Conclusion y perspectivas

En este trabajo se estudié la proteasa MP10 producida por el aislamiento antartico
Pseudomonas sp. AU10. MP10 se identific6 como una metalo-proteasa alcalina de
secrecion que es activa a baja temperatura. Presenta un maximo de actividad que
se encuentra dentro del rango de temperaturas reportados para enzimas sicrofilas y
que en particular es 20°C menor a la temperatura de mayor actividad catalitica
reportada para la metalo proteasa homodloga mesdfila de P. aeruginosa. La
identificacion de su gen codificante permitid ensayar su expresion recombinante en
E. coli. Su produccion recombinante solo se logré mediante su acumulacion en
cuerpos de inclusion, debido posiblemente a que se trata de una enzima con
actividad proteolitica. La obtencion de la enzima activa se logr6 mediante su
purificacion desde los cuerpos de inclusion (solubilizacion con urea y posterior
plegamiento mediante dilucién rapida) por IMAC, obteniéndose finalmente la enzima

en forma soluble y activa.

Se logré también purificar la enzima nativa, con la cual se pudo determinar,
mediante dicroismo circular, que la version recombinante de MP10 no presenta

diferencias significativas a nivel de estructura con la enzima nativa.
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El analisis de su secuencia primaria y su caracterizacion parcial permitieron
identificar varias caracteristicas propias de las enzimas activas en frio. MP10
presenta en comparacion con su homologa mesdfila mayor contenido de Gly y una
disminucién en aminoacidos implicados en la rigidez estructural (Pro, Arg), siendo
su temperatura 6ptima de actividad catalitica menor que la observada para su

homologa mesdfila.

Queda pendiente completar la caracterizacion de MP10, ampliando el estudio del
efecto de diferentes compuestos sobre la actividad proteolitica de la enzima, asi
como la determinacion de los parametros cinéticos. A su vez, para determinar su
potencial utilizacion en industrias como la del detergente se debera analizar su

actividad y estabilidad frente a compuestos oxidantes y surfactantes.

Dependiendo de la aplicacion que se encuentre para esta enzima se buscara
optimizar la produccion recombinante en E. coli y en caso de encontrarle
aplicaciones en la industria alimenticia se estudiaran otros sistemas de expresion.
En este sentido se esta explorando la posibilidad de produccion recombinante en
Lactococcus lactis, una bacteria Gram positiva, considera GRAS (del inglés:

genetically regarded as safe).
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ANeXo | - Medios de cultivo

Medio LB Medio ML
Triptona 10 g/L Medio LB diluido 1/10 500 mL
Extracto de levadura 5g/L Leche descremada al 10% 500 mL

El medio LB 1/10 se prepara y se
esteriliza. Por separado se prepara
500 mL de leche descremada 10% y
se esteriliza por autoclave durante 8

min. Finalmente se mezclan ambas

preparaciones.

Medio PFm
Triptona 20g/L
MgSOg4 1,5 g/L
K2HPO4 1,5g/L
Glicerol 8,7 %
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ANEXO | - composicion de geles de electroforesis de proteinas

Geles para SDS-PAGE

Gel separador 12% (5 mL)

Gel concentrador 5 % (2mL)

Tampon Tris 1,5 M pH 8,8 1,6 | Tampodn Tris 1,0 M pH 6,8 0,25
mL mL

SDS 10 % 1,3mL | SDS 10 % 0,02 mL
Mix acrilamida 30% 2,0 mL | Mix acrilamida 30% 0,33 mL
TEMED 0,002 mL | TEMED 0,002 mL
PSA 10% 0,05mL | PSA 10% 0,02 mL
H20 mQ 1,6 mL | H2O mQ 1,4 mL

Geles de actividad
Gel concentrador 5% Gel separador 8 %

Tampodn Tris 1,0 M pH 6,8 1,6 | Tampdn Tris 1,5 M pH 8,8 2.5
mL mL

Gelatina 0.003 g | Gelatina 0.005 mL
Mix acrilamida 30% 2,0 mL | Mix acrilamida 30% 2,7 mL
TEMED 0,004 mL | TEMED 0,006 mL
PSA 10% 0,04 mL | PSA 10% 0,1 mL
H20 mQ 2.7mL | HO mQ 4,6 mL

PSA - Persulfato de amonio
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ANEXO 1 - Buffers y soluciones

Tampén de corrida 10X SDS-PAGE

Tampdn de corrida 5X PAGE NATIVA

Tris Base 30.2 g/L | Tris Base 15.1 g/L
Glicina 144 g/L | Glicina 94 g/L
SDS 10 g/L
Solucién colorante Coomasie Solucién decolorante

Coomasie Brilliant Blue R-250 1g | Acido acético glacial 100 mL
Acido acético glacial 100 mL | Etanol 95% 400 mL
Etanol 400 mL | H20 mQ csp 500 mL
H20 mQ csp 500 mL

Tampén de transferencia TOWBIN

Tampén de lavado para Western blot

Tris Base 25 mM | Tampon PBS 1X
Glicina 192 mM | 0.1% Tween 20
Metano 10%

Tampén de plegamiento pH 7

Tampon de lavado IMAC

Tris Base 50 mM | Tris Base 50 mM
NaCl 150 mM | NaCl 150 mM
CaCl2 100pM | CaCl2 100uM
Imidazol 30 mM

Tampdn de elucion IMAC Tampén TAE 50X
Tris Base 50 mM | Tris Base 2429
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NaCl 150 mM | Acido acético 5.71 mL
CaClz 100uM | EDTA 0.5M, pH8 10 mL
Imidazol 400 mM | H2.0 mQ csp 100 mL

Tampén de actividad enzimatica

Tampén de almacenamiento de MP10

50 mM Tris-HCI, pH 8 Tris 20 mM
CaCly 1 mM
pH8

Tampén de lisis pH 7

Tris Base 50 mM

NaCl 150 mM

Tampoén de muestra SDS-PAGE

Tampdn de muestra 2X para PAGE

nativa
Tris Base 1.529g | Tris 0.5 M, pH 6.8 1mL
SDS 2 g | Glicerol 0.8 mL
Azul de bromofenol 1 mg | Azul de bromofenol 4 mg
B-mercaptoetanol 2mL | H20 mQ 4 mL
Glicerol 20 mL
H20 mQ csp 50 mL
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ANeX0 |V - secuencia nucletidica reconstruida

En color rojo se destaca la secuencia codificante de MP10. Sobre la misma se
indica enn negro las regiones en donde hibridan los cebadores especificos E23 y
E422 y los cebadores de iPCR E23out y E4220ut. En color fucsia se muestra la
secuencia codificante del inhibidor de MP10 y en color azul parte de la secuencia

codificante de la proteina ABC componente del sistema de secrecion.

5

ATGTCAAAAGTAAAAGACAAAGCTATCGTGTCTGCCGCGCA
AGCCAGCACTGCTTACTCGCAAATCGATAGTTTTAGCCATCAGTATGACCGTGGCGGCAACCTCACGGTGAATGG
CAAACCCTCCTTTACCGTGGACCAGGCAGCGGACCACCTGCTGCGCGATGGCGCCGCTTACAAGGACGTGAACCA
CAACGGCAAGATTGACCTGACCTACACCTTCCTCGCCTCGGCCAGCTCGGCGACCATGAACAAGCATGGCATCTC
CGGGTTCAGCCAGTTCAACACCCAGCAGAAAGCACAGGCCGTATTGGCCATGCAATCCTGGGCGGATGTCGCCAA
CGTGAGCTTTACCGAAAGCGCCTCGGGCGGTGACACACACATGACCTTCGGCAACTACAGCGGCGGCCAGGCCGG
CGCTGCAGCCTTCGCTTACCTGCCCGGCACCGGCGCAGGCTACGACGGCACGTCGTGGTACCTGACCAACAGCAG
CTACACGCCGAACAAGGCTCCGGACCTGAACAACTATGGCCGGCAGACCCTGACCCACGAAATCGGCCACACCCT
GGGCCTGGCGCACCCTGGCGACTACAACGCCGGGACCGGCAACCCGACCTACAAAAACGCGGACTATGGACAGGA
CACGCGCGGCTACAGCGTCATGAGTTACTGGAGCGAGAGCAATACCAACCAGAACTTCACCAAAGGCGGCGTCGA
AGCTTACGCCTCAGGCCCGCTGATCGACGACATCGCCGCGATCCAGAAGCTCTACGGTGCCAACTACAACACCCG
CGCCGGTGACACCACTTACGGGTTCAACTCCAACACCGGGCGTGATTTCTACAGCGCCACATCCAATGCCGACAA
GCTGGTGTTCTCGGTATGGGACGGTGGCGGCAACGACACCCTGGACTTCTCCGGTTTTACCCAGAACCAGAAGAT
CAACCTCAATGAGGCCTCGTTCTCCGACGTTGGCGGCCTGGTGGGCAACGTGTCCATCGCCAAGGGCGTCACCGT
CGAGAACGCGTTCGGTGGTTCGGGCAACGACCTGATCATTGGTAACAACGCAGCCAACCTCATCAAAGGCGGTGC
CGGCAACGACATCATCTACGGCGGTGGCGGTGCGGACCAGCTGTGGGGCGGCGCCGGCAATGACACCTTCGTGTT
CGGTGCCAGCTCCGACTCCAAGCCTGGTGCTGCCGACAAGATCTTTGACTTCACCTCGGGTTCGGACAAGATCGA
CCTGTCCGGCATCACCAAAGGTGCAGGCTTGACCTTCGTCAACGCGTTCACCGGCCACGCCGGCGACGCTGTGCT
GAGCTATGCCTCGGGTACTAACCTGGGCACCTTGGCCGTGGACTTCTCCGGGCACGGCATGGCGGATTTCCTCGT
CACCACCGTTGGCCAGGCAGTTGCCAGCGACATCGTAGCGTGA

ATGCCGCGTTTTTCTCATTTGATCGCCTGTGCTTCGCAGGTGTTGTTCGTGTCGGC
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AGGAGCCCATGCAATGGCTAGCAGTCTTGTTTTACCCACCACCGCCCAGTTGGCCGGCCACTGGCAGTTGCACCA
GCAGGATCAGGTGTGCGCGCTGGACCTGTTGGACCAGCCGAACGCGCTGGCCGGTGATGTCGTCTGTGCTGAACA
ATGGCTGGGGGATAAACCCCTGACTTGGTTGCCGACCCCGGACGGCATCTGGCTGATGAATGCCCAAGGCACCGG
CATTATCCATTTAAATCGTGAAAAAGACGGTGAATATAAAGGCCACACGGCGTCGATACCCGGAAGTTGTGCTGC
AACGAACACCTTAATTAAAAGTTATAAGCATATAACTCGATTTTAATAGTTGGCCGCCCTTGTCCAGGGTTCGGG
CAACTGTTGTGCGTAATTTGCTTCAGGCGAAGATCAGAAGATATGGCGAAGTCCCATGCGGTTGCGCCCTTATTCA
GGGCGTTGGGTGAATACAAGAGTATTTTGATCAGTATCGGCTTTTTCACCGCATTGATTAACCTGTTGATGCTGG
TGCCGTCGATTTACATGCTGCAAGTGTATGACCGTGTGTTGTCCTCCCAGAATGAAACCACCCTGGGTGATGTTG
ACGCTGAAGGTCGTGGGCTTCTTCCCGTTTATCGGCACGCTGGAAGTCATTCCCAGTTTTATCGGGATCCGCATC
GGCAGCCACTTGGAGCGGCGTTTCACATTTGGCGGCTTCAAAGCCCGGTTTAAACGCACCTGCAACTTGGCCAGA
AACACCCGGGGAACCCTGGGGGAACTCCCCCGAATCCGCAATTTATCACGGGACGCGGCGGTTCCCGTTTTTTTA

AGCGCGGGGTTCCCCCCACCCGGTTGGGAATTTTCCTCTCACGGGGGCTCGGCCGCTGGACCAGCGGGGG:3
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