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RESUMEN

Las poliaminas son policationes alifaticos ubicuos y estan involucradas en diversos
procesos celulares como transcripcion, traduccion, respuesta a estrés, crecimiento, etc. La
sintesis de poliaminas inicia con la descarboxilacion de la ornitina por la Ornitina
descarboxilasa formando putrescina, seguida de la adicion de grupos aminopropilo para
formar espermidina y espermina por la espermidina y espermina sintasas, respectivamente.

Un mecanismo de respuesta al estrés oxidante en Saccharomyces cerevisiae involucra
la exportacion de espermidina y espermina por el transportador TPO1. En ausencia de este
exportador, tres enzimas de la via de sintesis de lisina aumentan su expresion en respuesta al
estrés oxidante. Esto sugiere que existe una relacion entre el metabolismo de lisina y el de
las poliaminas. En bacterias, cianobacterias y algunas plantas, la lisina se descarboxila a
cadaverina en una reaccion catalizada por la enzima lisina descarboxilasa. Sin embargo, a
pesar de que se ha detectado la presencia de cadaverina en hongos y animales, éstos carecen
de un gen Idc. Recientemente, se identificd que en S. cerevisiae, la Ornitina descarboxilasa
lleva a cabo esta reaccion de descarboxilacién de la lisina. Sin embargo, hasta el momento
no se ha descrito un mecanismo atomico de la actividad dual de esta enzima. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones de cristalizacion de la Ornitina
descarboxilasa de Saccharomyces cerevisiae.

Para esto, el gen SPE1 se amplifico a partir del ADN gendmico de S. cerevisiae, se
cloné por ensamble in vivo, se sobre-expresd en E. coli y se purifico la proteina.
Posteriormente, se llevo a cabo la induccion y optimizacién de cristales. Se lograron obtener
cristales con baja calidad de difraccién, por lo que seguimos optimizando las condiciones de
cristalizacion para conseguir un patréon de difraccion que permita obtener la estructura
atémica en un futuro.

Por otro lado, se busco medir la actividad de esta enzima utilizando diversos métodos
tales como la determinacion de putrescina y cadaverina por espectrometria de masas; o bien
mediante la determinacion del CO. producido por la enzima. Sin embargo, no fue posible
medir la actividad de la Ornitina descarboxilasa utilizando estos métodos. Por lo tanto, se
establecera un protocolo para determinar la actividad de la Ornitina descarboxilasa mediante
la determinacidn de putrescina y cadaverina derivatizadas con cloruro de dansilo por HPLC

acoplado a fluorescencia.



ABSTRACT

Polyamines are ubiquitous aliphatic polycations that are involved in various cellular
processes such as transcription, translation, stress response, growth, etc. The synthesis of
polyamines starts with the decarboxylation of ornithine by Ornithine decarboxylase forming
putrescine, followed by the addition of aminopropyl groups to form spermidine and spermine
by spermidine and spermine synthases, respectively.

A mechanism of response to oxidative stress in Saccharomyces cerevisiae involves
the export of spermidine and spermine by the TPOL transporter. In the absence of this
exporter, three enzymes of the lysine biosynthesis pathway increase their expression in
response to oxidative stress. This suggests that there is a relationship between the metabolism
of lysine and polyamines. In bacteria, cyanobacteria and some plants, lysine is
decarboxylated to cadaverine in a reaction catalyzed by the enzyme lysine decarboxylase.
However, despite the presence of cadaverine in fungi and animals, they lack a Idc gene.
Recently, it was identified that in S. cerevisiae, Ornithine decarboxylase catalyzes the
decarboxylation of lysine. However, at the moment there is no atomic mechanism available
for eukaryotes, where the dual activity of this enzyme is described. Therefore, the aim of this
work was to determine the crystallization conditions for Ornithine decarboxylase from
Saccharomyces cerevisiae.

For this, the SPE1 gene was amplified from the genomic DNA of S. cerevisiae, cloned
by assembly in vivo, overexpressed in E. coli and the protein was purified. Subsequently, the
induction and optimization of crystals was carried out. We obtained crystals with low quality
of diffraction, thus we continue to optimising these conditions in order to achieve a
diffraction pattern that allows us to obtain the atomic structure in the future.

We tried to measure the activity of this enzyme, using several methods such as the
determination of putrescine and cadaverine by mass spectrometry; or by determining the CO>
produced. However, we were not able to detect activity. Therefore, a protocol will be
established to determine Ornithine decarboxylase activity by determining putrescine and

cadaverine derivatized with dansyl chloride by fluorescence-coupled HPLC.



1. INTRODUCCION

1.1 Poliaminas

1.1.1 Generalidades

Las poliaminas (PAs) son pequefios policationes alifaticos que se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. La espermina (Spm) y espermidina (Spd) fueron
descritas por primera vez por Anton van Leeuwenhoek, en 1678, mientras estudiaba el fluido
seminal (Tabor, et al, 1964; Bachrach, 2010). Las PAs mas comunes son Spm, Spd y
putrescina (Put), seguidas de la cadaverina (Cad) y 1,3-diaminopropano (1,3-DAP), entre
otras (Figura 1) (Miller-Fleming, et al, 2015).

+/\/\/\+ + NH:5 + .
T TR
H,N NH, HN H.N R,

3

Cadaverine Putrescine 1,3-diaminopropane

Spermine

-+ /\/\/\;/\/\-ﬁ
H,N H, NH,
N'-(aminopropyl)-cadaverine

- A7 5 -
H,N H H, NH,

2

N1,N’-bis(aminopropyl)-cadaverine

Figura 1. Estructura quimica de las PAs mas abundantes en la naturaleza. Estas moléculas se encuentran
cargadas positivamente a pH fisiolégico (Miller-Fleming, et al, 2015).

Estas moléculas pueden encontrarse en forma libre o conjugadas con carbohidratos,

esteroides, fosfolipidos, los grupos fosfato del ADN y ARN, péptidos o unidades sub-



estructurales de diversas familias de alcaloides (Hicks Gomez & Diaz Zagoya, 1988). Debido
a esta propiedad, las PAs participan en una multitud de procesos celulares, tales como
transcripcion, traduccion, regulacion de la expresion génica, proliferacion celular,
estabilizacion de ADN, inhibicién de la agregacion plaquetaria, autofagia y resistencia al
estres (Janne, et al, 1978; Heby, 1981; Grillo, 1985; Heby, 1986; Sjoholm, 1993; Rajam, et
al, 2004).

Las PAs son capaces de estabilizar y remodelar la cromatina, gracias a que pueden
interactuar y adherirse a los &cidos nucleicos y proteinas, por lo que son muy importantes
como moléculas reguladoras de la expresion génica (Childs, et al, 2003). Se ha encontrado
que las PAs estan involucradas en la induccion de la ARN polimerasa, en la regulacion
ribosomal, en la fidelidad de la traduccién, en el inicio y elongacion de la cadena proteica,

asi como en la inhibicién de las ribonucleasas (Sjoholm, 1993).

En los afos 50’s, se encontr6 que la Spm y Spd son capaces de promover el
crecimiento de Lactobacillus casei (Kihara, et al, 1957). Ademas, en 1970, se realizaron
diversas investigaciones en ovulos fertilizados de erizo de mar, donde se encontrd que las
PAs cambian su concentracion ciclicamente y que, al inhibirse la sintesis de éstas, se afectaba
notablemente la division del 6vulo (Kusunoki, et al, 1976; Kusunoki, et al, 1978). En celulas
procariontes, se ha observado una reduccién en el crecimiento cuando se disminuyen las
concentraciones de Spd y Put (Cunningham-Rundles, et al, 1975; Pitkin, et al, 1990; Xie, et
al, 1993); este mismo hecho, en células eucariontes, causa una interrupcion en la
proliferacion celular (Balasundaram, et al, 1991; Ray, et al, 1999; Chattopadhyay, et al,
2002). En el caso de Saccharomyces cerevisiae, se determind que la Spd 0 Spm son
esenciales para el crecimiento de la levadura en condiciones aerdbicas. Por lo tanto, en este
organismo, el requerimiento de estas PAs para el crecimiento dependera de las condiciones

metabolicas en las que se encuentre (Balasundaram, et al, 1991).

La progresion del ciclo celular, en eucariontes, requiere de las PAs (Heby, et al, 1973;
Heby, et al, 1976; Sunkara, et al, 1981). Se ha detectado un aumento de estas biomoléculas

durante las fases del ciclo celular G1/S y G2. Sin embargo, durante las fases S y M hay un



decaimiento en la concentracion de PAs, siendo mayor en la fase S (Odenlund, et al, 2009).
Asimismo, cuando la concentracion de PAs en la célula disminuye, el ciclo celular se detiene
(Ray, et al, 2000), sin embargo, atn no se ha definido en qué fase se presenta esta detencion.
Se argumenta que puede ser en G, S 0 G2 o bien, existe la posibilidad que se vea detenido en
todas las fases anteriores (Heby, et al, 1973; Cheetham, 1983; Anehus, et al, 1984; Kramer,
et al, 1999; Ray, et al, 2000; Odenlund, et al, 2009). También se ha observado que la
actividad de las enzimas Ornitina descarboxilasa (ODC) y S-adenosilmetionina
descarboxilasa (AdoMetDC) cambia durante las diferentes fases del ciclo celular,
observandose un aumento entre las fases G1/S 'y en G2 (Heby, et al, 1976; Terui, et al, 2007;
Nishimura, et al, 2009).

Se ha descrito ademas que, dada su alta concentracion en el citoplasma, las PAs
pueden comportarse como osmolitos, los cuales son importantes para mantener el equilibrio
en los fluidos y el volumen de la célula; ademas de que contribuyen a estabilizar la estructura
terciaria de las proteinas (Hicks Gomez & Diaz Zagoya, 1988).

Las PAs varian en cuanto a su concentracion y composicion, de acuerdo con el
organismo, especie o tipo de célula que se esté estudiando (Shah, et al, 2008; Valdés-
Santiago, et al, 2014). Podemos encontrar que la concentracion de Put es mas alta que la de
Spd y Spm en Escherichia coli, sin embargo, estas PAs son mayoritarias en otras células
procariontes y eucariontes (Shah, et al, 2008; Valdés-Santiago, et al, 2014).
Saccharomycotina, es uno de los pocos subfilos de hongos, en los que se ha detectado Spm
(\Valdés-Santiago, et al, 2014). En bacterias y plantas se ha determinado la presencia de Cad,
sin embargo, generalmente en las otras especies su concentracidn es baja o inexistente (Rhee,
et al, 2007; Kusano, et al, 2008; Shah, et al, 2008). Por otro lado, de acuerdo al proceso
celular en el que se encuentre la célula la concentracion de estas moléculas varia, por ejemplo,
existe un aumento de éstas durante la proliferacion celular. De igual forma, la concentracion
de las PAs presentes en la célula no son las mismas durante el crecimiento de la célula o

durante la apoptosis (Grillo, 1985; Hicks Gémez & Diaz Zagoya, 1988).



Se sabe que la concentracion de PAs varia en diferentes tejidos del mismo organismo,
por ejemplo, en la prostata y pancreas de rata no se ha encontrado Put, sin embargo, contienen
7.73 y 8.62 moles/g de peso himedo de Spd, respectivamente, y de Spm 4.77 y 0.80 moles/g
de peso himedo, respectivamente. La concentracion de las PAs también varia entre los
diferentes organismos, como en Pseudomonas aeruginosa y Shigella sonnei las cuales
Unicamente contienen 5.6 y 14 moles/g de peso humedo de Put, respectivamente. Por otro
lado, en los hongos Aspergillus niger solamente encontramos 4 moles/g de peso himedo de
Put y en Aspergillus nidulans tenemos 0.16 y 0.4 moles/g de peso himedo de Spd y Spm,
respectivamente. La Spm es mayor en tejidos diferenciados, y disminuye durante los
procesos de diferenciacion, como en la regeneracion del higado. Ademas, esta poliamina
(PA) disminuye de manera constante con la edad (Hicks Gmez & Diaz Zagoya, 1988).

En diversos estudios en organismos como S. cerevisiae y Drosophila melanogaster,
asi como en células mononucleares de sangre periférica humana, se ha observado que los
niveles de PAs disminuyen conforme aumenta la edad (Eisenberg, et al, 2009). Sin embargo,
al suplementar con Spd, se restauran los niveles de PAs e incrementa la esperanza de vida de
estos organismos (Vivo, et al, 2001; Gupta, et al, 2003; Eisenberg, et al, 2009). Ademas, en
D. melanogaster la suplementacion de esta PA evita la pérdida de memoria asociada a la
edad en un mecanismo que involucra a la autofagia (Gupta, et al, 2003).

Algo importante de resaltar es que los niveles de PAs pueden elevarse por diferentes
motivos, sin embargo, aunque no se encuentren detallados los mecanismos, las células
eucariontes y procariontes tienen multiples formas de prevenir la acumulacion toxica de las
PAs, sugiriendo con esto que se deben evitar las concentraciones excesivas de estas
moléculas (Heby, 1981).

1.1.2 Metabolismo

Las PAs se forman preferentemente a partir de los aminoacidos ornitina (Orn) y
metionina. Sin embargo, no todos los organismos las sintetizan partiendo del mismo sustrato,

por lo cual existen dos aminoacidos mas, arginina y lisina, que fungen como sustratos



alternativos para la sintesis de estas biomoléculas (Figura 2) (Tabor, et al, 1985; Rhee, et al,
2007; Kusano, et al, 2008; Shah, et al, 2008).

La ruta de la biosintesis canonica de las PAs comienza con la descarboxilacion de
Orn, por la ODC, para formar Put. Spd y Spm se forman a partir de Put mediante la adicion
de grupos aminopropilo por la espermidina y espermina sintasas (SpdS, SpmS). Estos grupos
son donados por el derivado de Met, S-adenosilmetionina descarboxilada (dcAdoMet), el
cual es producto de la descarboxilacion de S-adenosilmetionina (AdoMet) catalizada por la
AdoMetDC. Ademas, la Put puede sintetizarse por otras vias alternas como se muestra en la
figura 2 (Heby, 1981; Tabor, et al, 1985; Grillo, 1985; Heby, 1986; Luk & Yang, 1987;
Sjoholm, 1993; Rhee, et al, 2007; Kusano, et al, 2008; Shah, et al, 2008). Un ejemplo de
organismos que sintetizan Put por vias alternas son Arabidopsis thaliana y Trypanosoma
cruzi, ya que carecen de un gen que codifique para ODC, por lo que no sintetizan PAS
mediante la via candnica (Carrillo, et al, 1999; Hanfrey, et al, 2001). A. thaliana sintetiza Put
a partir de Arg en una reaccion catalizada por la arginina descarboxilasa (ADC) mientras que
el parasito Trypanosoma cruzi transporta Put y Cad del huésped (Le Quesne, et al, 1996;
Hasne, et al, 2010).
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Figura 2. Metabolismo de PAs en diferentes organismos. La Put puede sintetizarse a través de diferentes
reacciones en las cuales participan diferentes enzimas. La enzima ODC (Ornitina descarboxilasa), descarboxila
a la Orn (la cual también se puede formar a partir de la arginina en una reaccion catalizada por la arginasa)
formando la Put, la cual a su vez puede afiadir uno o dos grupos aminopropilo para formar Spd y Spm por las
enzimas SpdS (espermidina sintasa) y SpmsS (espermina sintasa), respectivamente. Los grupos aminopropilo
son donados por la dcAdoMet (S-adenosilmetionina descarboxilada), la cual se forma a partir de la AdoMet (S-
adenosilmetionina) que es descarboxilada por la AdoMetDC (S-adenosilmetionina descarboxilasa), esta
AdoMet se sintetiza por la accion de la AdoMetS (S-adenosilmetionina sintasa) sobre la Met. La ADC (arginina
descarboxilasa) actGa sobre la Arg formando agmatina, la cual es sustrato de dos enzimas, la agmatinasa, la
cual forma Put; y la AIH (agmatina iminohidrolasa) que hidroliza la agmatina formando N-carbamoil
putrescina, que posteriormente es hidrolizada por la CPA (N-carbamoil putrescina aminohidrolasa) formando
Put. Asimismo, se esquematiza la degradacidn intracelular de las PAs a partir de la acetilacién por medio de la
SSAT (espermidina/espermina acetiltransferasa) la cual va a acetilar tanto a la Spd como a la Spm. Ambos
productos acetilados se oxidan por la APAO (poliamina oxidasa acetilada), formandose Spd y Put. Ademaés de
la acetilacion, se pueden dar reacciones de oxidacion directa para degradar PAs, la Spm es oxidada por la PAO
(poliamina oxidasa) formando 1,3-DAP; y la Put por la enzima DAO (diamino oxidasa) formando 4-
aminobutanal. Existen organismos que ademas pueden sintetizar Cad a partir de Lys, que es descarboxilada por
la LDC (Lisina descarboxilasa). Asimismo, diferentes organismos (plantas, tripanosomatidos, levaduras,
mamiferos y bacterias) pueden transportar PAs desde y hacia el interior de la célula (Miller-Fleming, et al,
2015).



1.1.2.1 Regulacion del metabolismo de PAs

La regulacion de las PAs tiene un alto nivel de sofisticacion y complejidad, lo cual
representa otra fuerte evidencia de la importancia funcional de estas biomoléculas (Seiler,
1987). Las PAs estan ampliamente reguladas en su transporte, anabolismo y catabolismo. La
regulacion de las enzimas involucradas en su metabolismo se da a nivel de transcripcion,
traduccion y degradacion de proteinas. En la célula, estos mecanismos se encuentran
controlados por las concentraciones de las PAs. Esta regulacion particular es muy critica para
la célula por lo que se encuentra ampliamente conservada en todos los reinos (Miller-
Fleming, et al, 2015).

La ODC tiene una vida media corta, de 7 a 60 min en mamiferos, en higado y mucosa
intestinal de rata es de 11 (Russell & Snyder, 1968) y 22 min (Ilwami, Wang & Jain, 1990),
respectivamente. En S. cerevisiae la Ornitina descarboxilasa (Spelp) tiene una vida media
mucho mas larga que en otros organismos eucariontes (6 h) (Tyagi, Tabor & Tabor, 1981).
La ODC presenta un alto grado de sintesis inducida, que permite a las células incrementar
rapidamente los niveles de PAs en respuesta a estimulos diferentes, como el aumento de
mitogenos, estos son factores capaces de estimular la proliferacion celular (Hicks Gomez &
Diaz Zagoya, 1988; Heby & Persson, 1990). En la mayoria de los casos, el incremento en la
actividad de la ODC se debe a un aumento en la concentracion de proteina y, ocasionalmente
se correlaciona con un incremento en el contenido del ARNm (Heby & Persson, 1990;
Sjoholm, 1993). Las PAs regulan la actividad de sus enzimas por retroalimentacion. De esta
forma, cuando el contenido intracelular de PAs se incrementa, las actividades de la ODC y
AdoMetDC disminuyen, esto ocurre debido a la reduccion de la sintesis de estas proteinas y
al aumento de su degradacion (Sjoholm, 1993) (Figura 3). La Put, Spd y Spm inhiben la
actividad de la ODC, sin embargo, la concentracion de Put (1 mM) que se requiere para
inhibir esta enzima es mayor que la que se requiere de Spd (0.15 mM) (BRENDA profesional,
2018). Por otro lado, la Put también estimula la actividad de AdoMetDC. Un aumento en la
formacion de Put aumenta la sintesis de dcAdoMet y por lo tanto acelera la conversion
posterior de Put a Spd y Spm por las aminopropiltransferasas (Heby, 1981; Heby, 1986;
Hicks GOmez & Diaz Zagoya, 1988; Heby & Persson, 1990).
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Figura 3. Regulacion de PAs en células de mamiferos. Un aumento en los mitégenos va a propiciar el inicio
de la transcripcion del gen de ODC. EI ARNm formado sale del nlcleo para ser traducido, formando la ODC.
Esta enzima descarboxila a la Orn, formando Put, para posteriormente sintetizar Spd y Spm. Si ocurre una
internalizacion al citoplasma de Put, la concentracion de ésta aumenta provocando, por un lado, que comience
la degradacion de la ODC y por el otro que disminuya la transcripcion (Modificada de: Heby & Persson, 1990).

Otra manera de regular la concentracion de las PAs, en las células, es controlando el
catabolismo mediante su oxidacion y/o acetilacion. La poliamina oxidasa (PAO) se encarga
de regular la concentracion de PAs, generando compuestos mas pequefios que contienen
aminas como, por ejemplo, Spd y Spm pueden ser oxidadas por la PAO a 1,3-DAP. Un alto

nivel de PAO aumenta los niveles de Spd y Put. Al realizar estas reacciones se genera H20-
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y 3-aminopropanal (Figura 2), este ultimo subproducto se cree que se encuentra involucrado
en el inicio de las sefiales que llevan a la muerte de la célula (Murray-Stewart, et al, 2002;
Landry, et al, 2003; Wu, et al, 2003).

La Spm y Spd pueden acetilarse por la Spd/Spm acetiltransferasa (SSAT), para
posteriormente ser transportadas y eventualmente excretadas de las células. La acetilacion es
un medio para disminuir la carga positiva neta de las PAs y asi liberarlas de los sitios de
union anidnica. Sin embargo, no se ha encontrado ninguna funcion fisioldgica de las PAs
acetiladas (Seiler, 1987). Los derivados acetilados pueden eliminarse de las células por medio
del transporte, y también se cree que este aumento en los derivados puede causar la supresion
de la absorcion de las PAs del medio. Ademas, se ha demostrado que el incremento de las
PAs y AMPc produce la induccion de la SSAT. Estudios en tejido de cadncer de mama, han
reportado que los niveles de esta enzima y de las PAs acetiladas se encuentran elevados, y el
nivel de PAO esta disminuido (Wallace, et al, 2000). Esto refuerza las teorias sobre el papel
de los productos de oxidacion de esta enzima y su relacion con la apoptosis celular. El
aumento de las PAs acetiladas y la disminucién de los productos oxidados, promueve la
longevidad de las células cancerigenas y su proliferacion celular (Seiler, 1987; Wu, et al,
2003).

La SSAT se regula de diversas maneras de acuerdo con el tipo de célula, por ejemplo,
en algunas lineas celulares tumorales (H157, A549 y H82) se ha visto que se necesita de un
complejo para iniciar la transcripcion de SSAT. Sin embargo, en algunas células tumorales
(H157 y A549) (Shao, et al, 1996; Casero, et al, 1992) los analogos sintéticos de las PAs
regulan positivamente a SSAT, lo que aumenta la degradacion de las PAs (Seiler, 1987;
Wang, 1998; Wang, et al, 2001).

Los sistemas de transporte de membrana de las PAs estan descritos para diversos
organismos (Figura 2). E. coli cuenta con los sistemas de transportadores PotABCD vy
PotFGHI, que se encargan de importar Spd y Put, respectivamente (Kashiwagi, et al, 1993;
Igarashi, et al, 2001). Este organismo cuenta también con antiportadores conocidos como
PotE (Orn o Lys/Put) y CadB (Lys/Cad), que se encargan de excretar Put o Cad al captar Orn
0 Lys (Kashiwagi, et al, 1997; Soksawatmaekhin, et al, 2004; lgarashi, et al, 2010). El
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transportador CadB es altamente inducible en condiciones acidas, teniendo una participacion
en la respuesta al estrés por pH (Kashiwagi, et al, 1997; Soksawatmaekhin, et al, 2004). La
bacteria E. coli cuenta con un exportador MdtJl, el cual es un complejo formado por MdtJ y
Mdtl que son necesarios para transportar Spd y evitar la sobreacumulacion de esta PA. Este
transportador es muy Util para mantener la homeostasis de la célula, que se puede ver afectada
por las PAs (Higashi, et al, 2008).

La levadura S. cerevisiae cuenta con cuatro transportadores (DUR3, Sam3, AGP2 y
Gapl) implicados en el transporte de PAs hacia el interior de la célula (Uemura, et al, 2005;
Aouida, et al, 2005; Uemura, et al, 2007). Por otro lado, cuenta también con cuatro
exportadores (TPO1 - TPO4) los cuales llevan PAs hacia el exterior de la célula (Igarashi, et
al, 1999; Kusano, et al, 2008). Existen otros dos transportadores que no se encuentran en la
membrana plasmatica, uno de ellos es Uga4, el cual se encarga de transportar Put entre la
vacuola y el citoplasma; y el transportador (TPO5), el cual se encuentra en las vesiculas
secretoras de Golgi o post-Golgi y tiene como funcién exportar Put y Spd (Figura 2)
(Uemura, et al, 2004; Tachihara, et al, 2005).

En mamiferos, no se han identificado transportadores especificos, por lo cual se cree
que las PAs se transportan mediante un mecanismo endocitico (Igarashi, et al, 2010; Poulin,
et al, 2012). En plantas tampoco se conocen sistemas de transporte especifico,
particularmente en Arabidopsis, se cree que la captacion de las PAs esta mediada por la
familia de transportadores LAT (transportadores de aminoacidos tipo L) (Fujita & Shinozaki,
2014).

En el parasito T. cruzi, los transportadores son muy importantes, ya que este

organismo carece de ODC por lo cual no es capaz de sintetizar sus propias PAs, obteniéndolas
de su huésped (Hasne & Ullman, 2005).
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1.1.2.1.1 Regulacion de la ODC

La regulacion de ODC comienza en la transcripcion, la cual ha sido ampliamente
estudiada en mamiferos. El promotor de ODC responde a varios estimulos, como factores de
crecimiento, hormonas y promotores tumorales (Wagner, et al, 1993; Qin, et al, 2004; Pegg,
et al, 2006). Por otro lado, la regulacién de la traduccidn depende de la concentracion de las
PAs, ya que, al aumentar su concentracién en el interior de la célula, la traduccion de ODC
disminuye y viceversa. Sin embargo, hasta ahora, no se ha estudiado del todo cual es el
mecanismo a través del cual las PAs reprimen o activan la traduccién de ODC (Gazdar, et al,
1976; Pegg, et al, 1988; Patchett, et al, 1996).

La ODC participa en la primera etapa de la sintesis de PAs y es la primera enzima
limitante de estas reacciones. Cuando hay un estimulo con factores de crecimiento, la
expresién de ODC aumenta, por lo tanto, el nivel de ODC activa se incrementa en la célula.
Por otro lado, se ha demostrado que la expresion de ODC estd muy elevada en células
cancerosas (L1210, células hepaticas de rata) (Pegg, et al, 1988; Almrud, et al, 2000; Miller-
Fleming, et al, 2015). Por esta razon es que se ha denominado que esta enzima es oncogénica,
por lo que se han empleado inhibidores de ésta como agentes antitumorales (Almrud, et al,
2000).

La degradacion de ODC se lleva a cabo por un proceso independiente de la
ubiquitinacién, mediante el proteosoma 26S, este un rasgo poco comun ya que la mayoria de
las proteinas para ser degradadas sufren de ubiquitinacion (Murakami, et al, 1992; Erales, et
al, 2014). En estudios in vitro se ha detectado que la ODC puede ser fosforilada e inactivada
a través de la casein cinasa Il que es dependiente de las PAs, sin embargo, aiin no se conoce
la relevancia fisioldgica de esta reaccion, ya que no se ha detectado en las células (Pegg, et
al, 1986; Almrud, et al, 2000).

Para la degradacion de la ODC por el proteosoma 26S se requiere de la antizima (AZ).
Esta molécula es una proteina “antienzima para ODC”, la cual se activa por los niveles de

PAs, y se considera un inhibidor macromolecular necesario en la degradacion de ODC (Kay,
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et al, 1973; Heller, et al, 1976; Miyazaki, et al, 1992). Cuando las células son expuestas a
PAs exo6genas, la concentracion de AZ aumenta notablemente. Esta tiene una alta afinidad
por los mondmeros de ODC, y actla inhibiendo la formacion de los dimeros de esta enzima
por lo cual su actividad se ve disminuida (Heller, et al, 1976; Canellakis, et al, 1985). La
formacion del heterodimero (ODC/AZ) (Figura 4) causa un cambio conformacional en la
ODC, que deja expuesto su extremo C-terminal en organismos como mamiferos (rata, raton
y humano). En el caso de S. cerevisiae o en Kluyveromyces lactis el extremo expuesto es el
N-terminal, los cuales posteriormente son reconocidos por el proteosoma (Heller, et al, 1976;
Godderz, et al, 2011). A pesar de las diferencias entre las secuencias de ODC, de las
diferentes especies, todas se degradan por medio de la unién a AZ y libres de ubiquitinacion
(Erales, et al, 2014).

Figura 4. Monémero de ODC de humano en complejo con AZ. Se muestra el monémero de ODC en color
verde, la AZ en color azul, en rojo mostramos al PLP (cédigo PDB 5BWA). Esta figura fue realizada usando
el programa Pymol (Wu, et al, 2015).

1.1.2.1.2 Regulacion de la AdoMetDC

La AdoMetDC es una enzima critica para la sintesis de PAs en diversos organismos

como plantas o0 mamiferos. Se encarga de catalizar la reaccion en la cual se forma dcAdoMet,
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que es el donador de grupos aminopropilo. Hasta el momento es la Gnica funcion que se le
conoce, por lo cual los niveles de ésta son bajos y se encuentran regulados por la dcAdoMet
(Pegg, 2009).

La enzima AdoMetDC se sintetiza como una proenzima inactiva, sufre una escision
que da como resultado la formacion de un grupo piruvoilo, en el extremo N-terminal,

produciendo la enzima activa (Pegg, 2009; Bale & Ealick, 2010).

Las PAs se encargan de regular a la AdoMetDC, la Put regula o estimula su
activacion; mientras que la Spd y Spm regulan su inactivacion (Pegg, 2009). El tratamiento
hormonal, la regeneracion tisular y la diferenciacion celular son algunos de los estimulos que
estan asociados con el aumento en los niveles de esta enzima, ya que hasta el momento la
regulacién de la transcripcion no esta del todo clara (Lam, et al, 2005; Dayoub, et al, 2006;
Pegg, 2009).

La vida media de la AdoMetDC es de menos de 1 h, lo cual depende de la especie u
organismo. Por ejemplo, en Crithidia fasciculata su vida media es de 3 min (Nasizadeh &
Persson, 2003); en humano la vida media de esta enzima es de 48 min (Svensson & Persson,
1995), sin embargo, cuando los niveles de Spd y Spm aumentan, el recambio de AdoMetDC
aumenta (Nasizadeh & Persson, 2003; Pegg, 2009). Esta enzima, a diferencia de la ODC se
degrada por poliubiquitinacion por medio del proteosoma. Esta degradacion se acelera
cuando se transamina el grupo piruvoilo que es transformado en alanina. Esta transformacion,
ademés de promover su degradacion, también inactiva la enzima (Yerlikaya & Stanley,
2004). Se ha propuesto que esta reaccion induce un cambio conformacional en la enzima que
hace que el sitio de poliubiquitinacion sea mas accesible y sea mas facilmente reconocido

promoviendo la degradacion (Pegg, 2009; Yerlikaya, et al, 2004).
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1.2 Ornitina descarboxilasa
1.2.1 Generalidades

La ODC es una enzima dependiente de piridoxal 5'-fosfato (PLP). Su estado
oligomérico activo mas comun es como un homodimero, cada subunidad con simetria
molecular doble (Figura 5). EI peso molecular de cada una de estas subunidades va de un
rango de 51 a 53 kDa, dependiendo del organismo. Se forman dos sitios activos en la interfaz
entre el dominio N-terminal de un mondmero, que provee residuos implicados en las
interacciones con PLP; y el dominio C-terminal de la otra subunidad (mondmero) que
proporciona residuos previamente identificados como interactuantes con el sustrato (Almrud,
et al, 2000; Kern, et al, 1999).

Figura 5. ODC de humano. Se muestran las dos subunidades una en color beige y la otra en azul, en rojo
mostramos al PLP y en negro APA (c6digo PDB 2000). Esta figura fue realizada usando el programa Pymol
(Dufe, et al, 2007).

La ODC es una enzima extremadamente labil, se encuentra en las células en estado

de latencia en niveles bajos y representa el 0.0001% del total de proteina celular (Heby &
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Persson, 1990). Esta enzima tiene una vida media corta siendo de 7 a 15 min en mamiferos.
Como se menciond anteriormente, la actividad de la ODC se regula en tres niveles:
transcripcional, postraduccional y un control negativo de la estabilidad de la ODC por
retroalimentacién, regulado por los productos de la biosintesis de PAs. Esta enzima es
inducida de manera bifasica durante la fase tardia de G1 y en G2/M (Persson, et al, 1998;
Shantz & Pegg, 1999; Balasundaram, et al, 1991). De igual manera, cuando la concentracion
de esta enzima se incrementa, se promueve una acumulacion rapida de PAs en sistemas con
crecimiento rapido tales como el embrionario, el tumoral y en la actividad secretoria de las
glandulas endocrinas. Este aumento en la actividad de la ODC, frecuentemente estimulado
por las hormonas en sus tejidos blancos, es uno de los eventos méas tempranos que ocurre
durante la transicién de las células de la fase de letargo a la proliferacion activa (Grillo, 1985;
Luk, & Yang, 1987; Sjoholm, 1993).

La concentracion de ODC puede alterarse en respuesta a diferentes tipos de
perturbacion celular. Por ejemplo, su sintesis se induce en respuesta a estimulos de
crecimiento; en células eritroides de raton infectadas por retrovirus se han encontrado niveles
elevados de ODC. Ademas, en fibroblastos de embrién de pollo infectados por virus del
sarcoma de Rous, la actividad de ODC aumentd 20 veces con respecto a las células no
infectadas, 5 dias después de esta infeccidén (Don & Bachrach, 1975; Gazdar, et al, 1976). De
igual manera, la infeccién aguda causada por virus del sarcoma murino aumenta de 6 a 26
veces la actividad de la ODC, lo cual es una evidencia mas de que la infeccién por virus

perturba las condiciones normales de ODC (Gazdar, et al, 1976; Pegg, 1988).

Se ha observado que la actividad de ODC aumenta en algunas afecciones
premalignas, como la gastroenteritis. Algunos estudios han demostrado que el inicio de la
proliferacion celular de la mucosa intestinal depende de la ODC. Por otro lado, existe
evidencia de que muchos promotores tumorales son capaces de inducir un aumento en la
actividad de ODC, por lo cual, el contenido de Put se eleva durante el desarrollo de células
neoplasicas, lo que al parecer es critico para la induccion de tumores (Don & Bachrach, 1975;
Luk & Baylin, 1984; Pegg, 1988; Patchett, et al, 1996).
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La afinidad de la ODC por la Orn cambia de acuerdo con el organismo del que
provenga esta enzima. Por ejemplo, en Leishmania donovani, en humano (Dufe, et al, 2007),
en Vibrio vulnificus (Lee, et al, 2007) y en Trypanosoma brucei (Jackson, et al, 2000) la Km
es de 0.39-1.7 mM. También se reporta que la concentracion intracelular de Orn es de 1.86
(S. cerevisiae) (Olin-Sandoval, et al, enviado) a 10 mM (T. brucei). Con esto se corrobora
que la concentracion del sustrato es mucho mayor a la Km reportada, por lo que en la célula
la enzima se encuentra saturada por su sustrato (Pillai, et al, 1999; Dufe, et al, 2007; Jackson,
et al, 2000; Lee, et al, 2007).

Como ya se menciono6 anteriormente, la actividad de la ODC esta incrementada en
diversas patologias. Estos hallazgos han llevado a un interés muy elevado en el disefio de
inhibidores de la biosintesis de PAs, ya que pueden ser Utiles para el tratamiento de varias

enfermedades en las que la proliferacion celular se encuentra alterada (Pegg, 1988).

1.2.2 Inhibidores de la ODC

Debido a la gran importancia de esta enzima en el crecimiento celular y en

enfermedades tales como el cancer, se han disefiado algunos inhibidores de esta enzima.

1.2.2.1 D, L-a-Difluorometil ornitina

La D, L-a-Difluorometilornitina (DFMO) (Figura 6, seccién A) es un inhibidor
especifico, potente e irreversible de la actividad enzimatica de la ODC (Metcalf, et al, 1978;
Poulin, et al, 1992; Satya Tapas, et al, 2013). Su constante de disociacion aparente (Kd) se
encuentra en un rango de 1-39 uM (para los inhibidores irreversibles la Kd y la Ki son
iguales), por lo que hay una baja disociacion del complejo enzima-ligando (Metcalf, et al,
1978; Sjoholm, 1993). Este inhibidor se absorbe por difusion pasiva en cultivo celular de
rifidn (ratén) y se une a la enzima en el sitio del sustrato. La inactivacién de la ODC de ratén
implica la descarboxilacion de la DFMO vy la unién estequiométrica es muy cercana a 1 mol
de DFMO por subunidad de ODC (Metcalf, et al, 1978; Pegg, et al, 1987; Poulin, et al, 1992).

Esta molécula pierde un atomo de fluor, produciendo un intermediario altamente reactivo
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que alquila un residuo nucleofilico en el sitio activo y con eso inactiva permanentemente a

la enzima (Figura 6, seccion B) (Poulin, et al, 1992).
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Figura 6. Mecanismo propuesto para la inactivacién de la ODC de ratéon por DFMO. Seccién A.
Representacidon de la estructura atémica de la DFMO (Royal Society of Chemistry, 2015). Seccién B, se muestra
la inactivacion de la ODC donde, la DFMO reacciona con el PLP que se encuentra unido a la Lys-69 de la
enzima ODC. Este PLP se une al nitrogeno que se encuentra formando un enlace con el carbono a del inhibidor.
La posterior descarboxilacién genera la salida de un atomo de fllor, generando una molécula sensible a la
formacion de un enlace covalente entre el azufre de la Cys-360, de la ODC, y el carbono fluorado de la DFMO.
Posteriormente pierde este Gltimo flGor por la estabilizacién de electrones resonantes. En esta etapa la Lys-69
recupera su union con el PLP. El Gltimo paso de la reaccion es la pérdida de un amonio seguido de la formacion
de un ciclo, generando S-((2-(I-pirrolina)) metil) cisteina que al oxidarse se convierte en S-((2-pirrol) metil)
cisteina, mientras que al agregar borohidruro de sodio (NaBH.) se obtiene el compuesto reducido, S-((2-
pirrolidina) metil) cisteina (Poulin, et al, 1992).

Los efectos de la DFMO son estudiados en varias enfermedades humanas que pueden
responder a la inhibicidn de la actividad de la ODC y a la disminucién de la sintesis de PAs
(Romijn, et al, 1987). Este inhibidor, ademas se emplea en los estudios de la funcion
fisiolégica de las PAs y tiene un potencial considerable de uso farmacoldgico contra los
parasitos (por ejemplo: T. brucei gambiense y rhodesiense, Plasmodium falciparum, etc.) y
como agente antineoplasico (Mendez, et al, 1982; Fozard, et al, 1983; Mendez, et al, 1984).
En los modelos, animal (BALB/c) y celular (PC-93 y RC-21), la DFMO inhibe efectivamente
la actividad de la ODC a una concentracion por arriba de 50 uM (Romijn, et al, 1987). La
DFMO no resulto toxica en ratones, ésta fue administrada de forma oral en una solucion al 2

%. Por otro lado, también se ha observado que suprime el incremento de la actividad uterina
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de la ODC asociado con la embriogénesis temprana y detiene el desarrollo embrionario
(Mendez, et al, 1982; Fozard, et al, 1983; Mendez, et al, 1984).

La DFMO ha demostrado inhibir la actividad de la ODC, el cual acompafia el inicio
de la proliferacion de varios tipos celulares. Esta inhibicion retarda el crecimiento de muchos
tipos celulares en cultivo, incluyendo las células del hepatoma de ratas (Mamont, et al, 1978),
células de sarcoma EMT6 de raton (Marton, 1981), células L1210 de leucemia en raton
(Mamont, et al, 1978; Russel, 1983), células de adenocarcinoma pancreatico en hamster
(Marx, et al, 1987), células tumorales de rata 9L (Marton, et al, 1986), mieloma murino
(Marton, et al, 1986), células del adenoma prostatico humano (Russel, 1983) y células del
carcinoma de pulmén humano (Marton, et al, 1986).

Debido a que las PAs participan en la proliferacion celular, éstas se encuentran
involucradas en diversas enfermedades humanas tales como el cancer, en la cual se ha
observado un aumento en la actividad de ODC (Russell, et al, 1968). Por esta razon, se ha
intentado usar a esta via como una diana terapéutica. Se han desarrollado farmacos dirigidos
a diferentes reacciones de la ruta metabdlica de las PAs, pero su eficacia en el tratamiento
contra el cancer cae por debajo del éxito clinico. Uno de estos farmacos es la DFMO, la cual
esta aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para tratar tripanosomiasis
africana (enfermedad del suefio). Se observé que la DFMO tiene actividad anticancerigena
en modelos de ratones. Las pruebas iniciales con este farmaco fueron prometedoras, ya que
actlia como citostatico o al menos reduce la velocidad de crecimiento en células de mamifero.
Sin embargo, se determin6 que la DFMO sola o0 en combinacion con otros agentes, no es
clinicamente eficaz contra el cancer (Russell, et al, 1968; Weeks, et al, 1982; Nigro, et al,
1986; Milord, et al, 1992; Nowotarski, et al, 2013). El efecto limitado de la DFMO en el
tratamiento de algunas enfermedades infecciosas y varias formas de cancer puede deberse a
una variedad de mecanismos de regulacion que sirven para mantener el contenido éptimo de
PAs en la célula tales como la disminucidn en la degradacion de estas biomoléculas (Tomas,
et al, 1987; Tyms, et al, 1988).
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También se ha demostrado que la DFMO tiene un efecto antiviral contra el virus de
la vacciniay el citomegalovirus humano (CMV) en células diploides humanas (MRC-5), con
valores de dosis efectiva 50 (DE50) de aproximadamente 5 mM en cada caso. Los efectos
antivirales de la DFMO pueden relacionarse al incremento o expresion continua de la
actividad de la ODC en células infectadas con vaccinia 0 CMV, sin embargo, el mecanismo

por el cual actGia aun no ha sido esclarecido (Tyms, et al, 1986).

1.2.2.2 1-Amino-oxi-3-aminopropano

Otro potente inhibidor de la via de sintesis de PAs es el 1-Amino-oxi-3-aminopropano
(APA), el cual ejerce su efecto en al menos tres puntos diferentes de la biosintesis de estas

moléculas (Khomutov, et al, 1985).

APA es un anélogo estructural de la canalina, que es un potente inhibidor de varias
enzimas utilizan PLP como coenzima, dentro de las que se encuentra la ODC (Khomutov, et
al, 1985). Se ha observado que el grupo aminooxilo de APA interactta con el O4 del PLP, al
igual que con una Arg mediante la formacion de puentes de hidrégeno, esta interaccion es
importante ya que hace que el PLP rote e interactie con APA en el sitio activo, lo que impide
que la Orn sea descarboxilada por la ODC (Dufe, et al, 2007).

En experimentos realizados sobre la ODC de homogenados de rifién de raton, APA
se comporta como un inhibidor competitivo (Ki = 3.2 nM), con respecto a Orn (Khomutov,
et al, 1985). Por otro lado, también se ha estudiado el efecto de este inhibidor sobre la ODC
de Leishmania donovani (Ki = 1.0 nM), donde se encontré que inhibe el crecimiento del
promastigote in vitro, y del amastigote en un modelo de macréfagos, con una concentracion
inhibitoria 50 (C150) de 42 y 5 pM, respectivamente (Singh, et al, 2006; Dufe, et al, 2007).
Sin embargo, a pesar de que APA disminuye significativamente las concentraciones de Put,
Spd y Spm en promastigotes y amastigotes de Leishmania donovani, el efecto de este
inhibidor se revierte por la adicion de Put y/o Spd. Esto se comprobé con células que sobre-
expresan ODC, ya que éstas presentaron una resistencia significativa hacia APA (hasta de
200 uM) (Singh, et al, 2006). Todos los farmacos que presentan actividad contra parasitos
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deben ser selectivos entre el patogeno y el huésped, lo que ocurre en este caso, ya que al
exponer los macrdfagos a una concentracion elevada de APA (200 pM) éstos no se afectaron,
siendo entonces un buen farmaco contra la Leishmaniasis, ya que la CI50, tanto para
promastigotes como para amastigotes es menor (Singh, et al, 2006). Comparando la
eficiencia de los inhibidores APA y DFMO, se adicion6 hasta 10 mM de este ultimo
compuesto a los promastigotes, sin observar disminucion en el crecimiento, corroborando

que para este tipo de infecciones APA es mejor inhibidor (Singh, et al, 2006).

El protozoario Plasmodium falciparum es el causante de la enfermedad conocida
como Malaria, y el desarrollo intraeritrocitario de este parésito estd relacionado con el
aumento de los niveles de las PAs en los globulos rojos infectados. Debido a esto, se han
probado diversos farmacos para inhibir la proliferacion del protozoario, dentro de los cuales
se encuentra APA. Este inhibidor disminuye los niveles de Put y Spd, bloqueando el
desarrollo de la etapa de trofozoito del parésito. Este efecto se atribuye a la disminucion en
las concentraciones de las PAs, sin embargo, al ser un inhibidor competitivo, este efecto es
revertido si se adiciona Put. Esto es importante ya que se ha reportado que la Put es capaz de
penetrar los glébulos rojos que estan infectados, por lo cual hay que tomar en cuenta que esta
absorcién puede disminuir la eficacia de este inhibidor, si es empleado como un farmaco

contra esta enfermedad (Das Gupta, et al, 2005).
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2. ANTECEDENTES

Los agentes prooxidantes o especies reactivas son moléculas que tienen un electron
no apareado en el orbital externo, que impulsa a que exista una alta tendencia a reaccionar
con otras moléculas bioldgicas e inducir dafio (Lozada, et al, 2009). En el caso de las ROS,
son una cadena de intermediarios redox activos formados por la reduccion parcial quimica,

fotoquimica o bioquimica del Oz (Yu, 1994; Paradies, et al, 2002; Bergamini, et al, 2004).

Un antioxidante es una sustancia sintética o natural capaz de retrasar, prevenir o
eliminar la oxidacion de un sustrato oxidable como lipidos, ADN, proteinas, etc. (Corrales,
et al, 2012). Las células tienen un sistema de defensa contra las ROS, denominados
mecanismos antioxidantes tales como las enzimas antioxidantes (superéxido dismutasa,
catalasa y peroxidasas) (Paradies, et al, 2002; Corrales, et al, 2012; Sharma, et al, 2012). Por
otro lado, podemos encontrar los antioxidantes no enzimaticos como son: la vitamina C,
vitamina A, vitamina E, el glutation, el p-caroteno, algunos compuestos fendlicos como el

resveratrol contenido en el vino tinto y flavonoides, etc. (Galleano, et al, 2010).

Un cambio en el equilibrio entre las diversas ROS, RNOS y agentes antioxidantes,
presentes en las células, origina el estrés oxidante. Cuando éste persiste 0 se incrementa, se
promueve la oxidacién de lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos, lo cual provoca

un mal funcionamiento de la célula (Bailey, et al, 2005; Fu, et al, 2012).

Se ha encontrado un aumento en la expresion de varios genes, entre los cuales se
encuentran algunos que son responsables de la defensa contra las ROS. Las PAs son
conocidas por estar relacionadas con la respuesta al estrés (demostrado en plantas) (Alcazar,
et al, 2006). En los hongos, las PAs han sido objetivo de diversas investigaciones, lo que ha
llevado a obtener mutantes con alteraciones en el metabolismo de estas moléculas, lo que se
ha realizado con el fin de determinar la funcion de las PAs en la respuesta y proteccion al
estres (Rhee, et al, 2007; Kriger, et al, 2013). La eliminacion de ROS se puede dar por accién
de las PAs, ya que son policationicas cuando se encuentran a un pH fisiolégico. Se ha

demostrado, en estudios in vitro, que utilizando concentraciones fisiologicas de PAs, éstas
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pueden funcionar como captadores de radicales alquilo, OH e y ROOe (por Cad, Put, Spd y
Spm) y Oz (por Spd y Spm). Uno de los antioxidantes mas eficientes de ROS es la Spm, la
cual es muy eficaz para proteger el ADN del estrés oxidativo (Miller-Fleming, et al, 2015).

En un estudio previo se identificd, a partir de una coleccion de cepas knockout de S.
cerevisiae expuestas a 1.25 mM de H>O», que comparadas con las células wild-type, las
celulas KO del transportador de PAs TPOLl (Atpol), eran capaces de adaptarse mas
rapidamente al estrés generado por el oxidante y continuar con su crecimiento (Krger, et al,
2013). Esto sugeria que este transportador podria tener una funcion en la respuesta al estrés
oxidante. En este trabajo se concluyé que el transportador TPO1 controla las concentraciones
de Spd y Spm durante incubaciones con H2O», asi como la induccién de proteinas
antioxidantes como Hsp70, Hsp90, Hsp104 y Sod1(Kriger, et al, 2013).

En un estudio posterior, se determind a partir de un analisis protedmico de la respuesta
a estrés por H202 en S. cerevisiae que, en ausencia del transportador TPO1, las enzimas de
la via de sintesis de Lys: aminoadipato reductasa (Lys2p), sacaropina deshidrogenasa
(Lys9p) y homoisocitrato deshidrogenasa (Lys12p), aumentaban su expresion en respuesta
al oxidante, sugiriendo una relacion entre el metabolismo de la Lys y el de las PAs (Olin-
Sandoval, et al, enviado).

S. cerevisiae, no cuenta con un gen que codifique a LDC, como ya se menciono
anteriormente, por lo cual se propuso a la Spelp como aquella enzima capaz de descarboxilar
ala Lysy convertirla en Cad, esto como parte de una ruta alternativa de la produccion de Put
(Olin-Sandoval, et al, enviado). Lo anterior se demostro creciendo a las diferentes cepas KO
de la via de sintesis de Spm (KO de Spelp (Aspel)), KO de AdoMetDC (Aspe2), KO de
SpdS (Aspe3) y KO de SpmS (Aspe4)), en medio minimo en presencia y ausencia de Lys.
Los resultados de estos experimentos mostraron que las células Aspe2, Aspe3 y Aspe4 fueron
capaces de sintetizar Cad, contrario a lo obtenido con Aspel, demostrando asi que la Spelp

es la responsable de sintetizar esta PA (Figura 7) (Olin-Sandoval, et al, enviado).
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Figura 7. Determinacién de la enzima responsable de sintetizar Cad en S. cerevisiae. Se muestran las
diferentes cepas (WT, dspel, Aspe2, Aspe3 'y Aspe4) que crecieron en medio minimo sin Lys y suplementado
con Lys durante toda la noche. Posteriormente se determind la presencia de Cad por HPLC-MS/MS, donde se
encontr6 que la enzima Spelp es la responsable de la descarboxilacion de Lys en S. cerevisiae (Olin-Sandoval,
et al, enviado).

A continuacion, en este mismo trabajo se clono, expreso, purificd y se determinaron
los parametros cinéticos de la Spelp recombinante, en donde se observo que la enzima es
100 veces mas afin por Orn que por Lys (Km de 0.0318 y 3.178 mM, respectivamente),
ademés de tener una eficiencia catalitica mayor por su sustrato canénico (Orn = 88.9
mL/min*mg vs Lys = 0.095 mL/min*mg). Por lo tanto, a igual concentracion de estos
aminoacidos, la enzima va a descarboxilar preferentemente a Orn. Sin embargo, en los
medios suplementados con Lys, se encontrd que la concentracidn de Lys intracelular aumenta
71.2 y 42.5 veces en las células wt y Atpol, respectivamente, alcanzando niveles de Lys que
la Spelp puede detectar y descarboxilar a Cad. Por lo tanto, los datos cinéticos corroboraron

lo observado en las células suplementadas con Lys (Olin-Sandoval, et al, enviado).

Con esta informacion se pudo concluir, que la Spelp cataliza la conversion de Lys a

Cad que, en condiciones de estrés oxidante, sugiere una adaptacion y/o reprogramacion del
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metabolismo de este aminoacido para evitar la acumulacion de Lys (Olin-Sandoval, et al,

enviado).

Sin embargo, a pesar de que la Spelp ha sido ampliamente estudiada atn no se cuenta
con su estructura cristalografica con la cual se pueda proponer el mecanismo de catalisis de
la enzima. Por otro lado, la ODC al ser considerada un blanco terapéutico, ha sido estudiada
mediante biologia estructural, por lo que se han obtenido estructuras cristalograficas de

diversos organismos (Tabla 1).

Tabla 1. Estructuras cristalograficas de ODC en diferentes organismos con diferentes ligandos.

Organismo Ligando Resolucion Referencia

Trypanosoma brucei DFMO 20A Grishin, et al, 1999
Homo sapiens Put 21A Almrud, et al, 2000
Homo sapiens/

Leishmania APA/ Cad 3.0A Dufe, et al, 2007
donovani
Mus musculus L-Orn 16 A Kern, et al, 1999
EMEITES DFMO 287 A Satya Tapas, et al, 2013
histolytica : pas, et al,
Lactobacillus 30a Put 30A Momany, et al, 1995
Selenomonas Cad 25A Sagong, et al, 2016
ruminantium
Put 1.7A
Vibrio vulnificus Lee, et al, 2007
Cad 2.14 A
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Las estructuras atdbmicas de ODC eucariontes y procariontes se han resuelto mediante
cristalografia de rayos X. Las enzimas de T. brucei (Grishin, et al, 1999) y E. histolytica
(Satya Tapas, et al, 2013) fueron obtenidas con DFMO debido a la importancia de este
inhibidor para ser empleado como un farmaco contra las infecciones causadas por estos
parasitos. También, se han descrito las estructuras de Homo sapiens (Almrud, et al, 2000;
Dufe, et al, 2007) y Mus musculus (Kern, et al, 1999). La primera fue cristalizada con Put y
APA en conjunto con Cad, y la segunda con L-Orn. Estas son las Unicas estructuras de
mamiferos que se han obtenido. También se cuenta con las estructuras de los organismos
procariontes Lactobacillus 30a (Momany, et al, 1995), Selenomonas ruminantium (Sagong,
et al, 2016) y Vibrio vulnificus (Lee, et al, 2007). En las primeras dos estructuras el ligando
empleado fue Put y Cad, respectivamente, la Gltima se obtuvo con los dos ligandos anteriores,
ambos ligandos se encuentran interactuando con dos residuos de &cidos asparticos (D314 y
D340), siendo ésta la Unica estructura obtenida hasta el momento con ambos ligandos (Lee,
et al, 2007).

Lee y colaboradores, 2007 realizaron un andlisis filogenético de enzimas
descarboxilasas donde sugieren que diversas especies bacterianas también incluyen enzimas
de tipo ODC y LDC. Sin embargo, en comparacion con las ODC eucariontes, las diferencias
de aminodcidos que se identificaron en la secuencia, forman un elemento clave en la
especificidad del sitio activo, lo cual sugiere que podrian funcionar con sustratos nuevos. Se
caracterizaron las descarboxilasas putativas de una variedad filogenéticamente diversa de
bacterias para determinar su preferencia de sustrato. Las enzimas de especies dentro de los
géneros Methanosarcina, Pseudomonas, Bartonella, Nitrosomonas, Thermotoga, y Aquifex
mostraron una fuerte preferencia por Orn, mientras que la enzima de Vibrio vulnificus tiene
especificidad dual tanto para Orn (Km = 1.7 mM) como Lys (Km = 5.8 mM). Estos resultados
se comprobaron con la estructura atdbmica de Vibrio vulnificus que se resolvid en presencia
de los ligandos Put y Cad, mostrando que ambas PAs se unen al mismo sitio (Figura 8) (Lee,
et al, 2007).
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Figura 8. Mapas de densidad de electrones de la ODC de Vibrio vulnificus. Seccion A. Se muestran los
amino&cidos con los que interactda la Put. Seccion B. Se observan los aminoéacidos con los que interactiia Cad
(Lee, et al, 2007).

Otra de las estructuras analizadas en la literatura, es la ODC de humano con APA,
PLP (Figura9, seccion A) y Cad, la cual se empled como aditivo para la cristalizacion (Figura
9, seccién B) (Dufe, et al, 2007).

Figura 9. Estructura terciaria de la ODC humana con PLP, APA y Cad. Seccién A. Se muestran los
aminoacidos de la proteina que interactian con PLP y APA. Seccion B. Se muestran los aminoacidos de la
proteina que interactian con PLP, APA y Cad (Dufe, et al, 2007).

La estructura muestra que APA esta unido al sitio de Orn muy cerca del PLP (Dufe,
et al, 2007). La Cad, que se usé como un aditivo en la cristalizacién, se unid a la superficie
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de una subunidad de la proteina entre los dominios terminales N y C de la molécula. En
estrecha proximidad al sitio activo, se observo que el grupo 1-amino forma enlaces de
hidrégeno mediados por moléculas de agua con los grupos carbonilo de los aminoacidos
Cys202 y Asn385 de la cadena principal de la proteina (Dufe, et al, 2007).

Debido a que la interaccién de Cad con ODC humana se encontro en un sitio diferente
al sitio activo para Orn (Dufe, et al, 2007), realizamos la alineacion multiple de diversas
secuencias de ODC. De acuerdo con el sitio activo reportado para Put y Cad en la estructura
de V. vulnificus, estos aminoacidos se encuentran conservados en las especies analizadas
(Figura 10).

Humano 298 KEQTGSDDE <« =~~~ - DESSEQTFMYYVN GSFNCILYDRAHVKPLLQK - <<« avuwa 342
Ratén 298 KEQPGSDDE------ DESNEQTFMYYVN GSFNCILYDRAHVKALLQK - -------~ 342
Selenomonas ruminantium277 ~ =---ccceeeceeaanan- RGEQPWYILDEGIYGCFSGIMIDAWTYPLHCFGKG= = - = - - 311
Vibrio vulnificus 292  =sseecececcnanaann REGQIWYYLDDGIYGSFSGLMUEDJARYPLTTIKQG= === === 326
Saccharomyces cerevisiae 341 < ceccceciaaaanann SENEAMIYTN GNMNCILQDYQEPHPRTLYHNLEFHYDD 382
Trypanosoma brucei 296  GVQTDVGAH- - - -- - AESNAQSFMYYVN vg'c:ss'.cn DYAVVRPLPQR- - - -~ - --- 340
Leishmania donovani 522 LSDVEVSRQAFQSVVSMOEPEEYQYYVNDGLYHSFNCILRDJAHPTLLLLNDGDGAD - -G 579
Humano343  =---cc-emmmommm e RPKPDEKYYSSSIWGPTEDSLDR 365
RAON343  =e=ceccccccccccmccmccccacacassasaaaas RPKPDEKWSSSZHgT LBR 365
Selenomonas ruminantium312  c-ecceecceececscecscescss s s s s NKKPSTFGGRSED$ 1BV 328
Vibrio vulnificus 327~ == =======mmm e mmm e GELIPSVLSGPTRDEVDV 344
Saccharomyces cerevisioge 383  FESTTA----ccececmmmcccacanaaana. VLDSINKTRSEYPYKVSIWGPTED$LDC 416
Trypanosomo brucei 341  =«=veremcmmcecscccc e EPIPNEKLYPSSVWGPTRDSL 363
Leishmania donovani 580  VESGTEAAAVCSEEEGETSLSGPLANDPLFMSAWDRRRSFARRPLRITTIFGRTEDEMOC 639

LA ER L) Kb

Figura 10. Alineacion multiple de las secuencias de ODC en la region del sitio activo reportado para V.
vulnificus. Las secuencias de las ODC eucariontes (Raton, T. brucei, Humano, S. cerevisiae y L. donovani) y
procariontes (V. vulnificus y S. ruminantium) se muestran marcados en azul los D314 y D340 que interaccionan
con Cad y Put, realizado en: UniProt Consortium (https://www.uniprot.org/).

La alineacion mdltiple de secuencias muestra que es un sitio ampliamente conservado
entre las especies. Esta misma alineacidn se realizd, pero ahora comparando los aminoacidos

que interaccionan con APA de acuerdo con la estructura de ODC humana (Figura 11).
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Humano 124 ANNGVOMMTFRSEVEL
i Ratén 124  ASNGVQMMTFBSEIEL
-€ f um 106 ADYNVRRF T FDDPSET
Vibrio vuinificus 121 LAYGCNVFVVBNLNELE
Saccharomyces cerevisioe 171 ASKNVMKS TFDNVEELHI
Tryponosoma brucei 122 RDSGVDVMTFBCVDELE
Leishmania donoveni 345 QACGVTYVTVENPLEME

/ARAHPKAKLYLRIATDDSKAVC
WVARAHPKAKLVLERIATDDSKAVC
TAKAVPGADVLVRIAVRNNKAL

FKAYRDEVE LLVERLSFRNSEAFA
IKKFHPESOLLLRIATDDSTAQC
VAKTHPKAKMVLRISTDDSLARC
ISRLMPSAHATIRIKTNDSK

ATLRTSRLLLER 183
ATLETSRLLLER 183
APVEEALDLLKA 165
CSPEQALVIIET 180
EMENVOVLLEKA 230
AKVEDCRFILEQ 181
GAPLEDVEGLLEA 404

o TR

Humano 298 KEQTGSODE~ « =« =« DESSEQTFMYYVNDG SENCIRVDRAHVKPLLQK - - - - - - 342
~ Ratén 298 KEQPGSODE- -~~~ DESNEQTFMYYVNDGEY$SFNCI DYAHVKALLOK - - - - - -- 342
Sel ’ 277 mmmememmememeeeeeo RGEQPWYILDEGRYSCF<GIRYDIWTYPLHCFGKG- -~~~ -~ 311
Vibrio vulnificus 202~ - - - cmmmmeeeee oo REGQIWYYLDDG IYSSF <GLAFDRARYPLTTIKQG- -~~~ -~ 326
Saccharomyces cerevisige 341 ~----ccemmmmmmmamn SENEAMIYTNDGEYSNMNCI RFDRQEPHPRTLYHNLEFHYDD 382
T’Ygﬂnospma brucei 296 GVQTDVGAH - - - = = = AESNAQSFMYYVNDGEYESF NCT .2 AVVRPLPQR= == = = = = = = 340
Leishmania donovani 522 LSDVEVSRQAFQSVVSMDEPEEYQYYVNDGEYESFNCT FFDRAHPTLLLLNDGDGAD - -G 579
L R et RPKPDEKYYSSS IW( 365
~ RAON343 e RPKPDEKYYSSSI 365
Sel 105 1 M 312 —-mmmeeemmmeeee oo NKKPSTFG! 328
Vibrio vulnificus 327 ~ e e aec e eecieeededccesaccecancacaaa GELIPSVLS 344
Saccharomyces cerevisioe 383 FESTTA-----mmmmmmm e - VLDOSINKTRSEYPYKVSI 416
Tryponosoma brucei 341 e e cmccmm i eiaiicacaaaaaaa EPIPNEKLYPSSV 363
Leishmanie donoveni S80 VESGTEAAAVCSEEEGETSLSGPLANDPLFMSAWDRRRSFARRPLRITTIFGR 639
- .
Humano 366 IVERCDLP - EMHVGDWMLFENMGAY FVAAAST QRPT - IYYVMSGPAWQLMQQFQNP 423
Raton 366  IVERCNLP-EMH MLFENMGAYEVAAAS T QRPN - 1YYVMSRPMWQLMKQIQSH 423
Sel rumi um329 LYRDFMAP-ELKIGDKVLVTE <; IYESVSATR YLAPTIIFEDQPEYAARLTEDDDV 387
Vibrio vulnificus 345 TAENILLP-KLNI LVIGRTMGAYRSATATDENF EKRAQTIALNEIVASSERMIG- - -~ 399
Socchoromyces cerevisice 417  TAKEYYMKHDVT FYFPALGAYESSAAT EEQTADIVYIDSELD===n==uuu= 466
Trypanosoma brucei 364 IVERYYLP-EMQVGEWL LFEDMGAYEVVGT SS QSPT-IYYVVSGLPDHVVRELKSQ | Hs APA O] 421
0DC Leishmania donovani 640 ILKKQPFP-EMKLGDWL LVPDMG H TAAAGF ‘ATRR “Lecnceea EWVSSVDLCAR 690
- - - . - . - .

Figura 11. Alineacién multiple de las secuencias de ODC en la regidn del sitio activo reportado para
Humano. Las secuencias de las ODC eucariontes (Ratén, T. brucei, Humano, S. cerevisiae y L. donovani) y
procariontes (V. vulnificus y S. ruminantium) se muestran marcados en verde los aminoacidos L166, Y323,
Y331, D332, D361 y Y389 que interaccionan con APA, siendo el sitio de interaccion de Orn, realizado en:
UniProt Consortium (https://www.uniprot.org/).

La comparacion muestra que al igual que el sitio activo de Vibrio vulnificus, los
aminoacidos que interactian con APA estan ampliamente conservados. En la misma
estructura de ODC humana, se reportan los aminoacidos que interaccionan con Cad, por lo

cual, se realiz6 también una alineacion comparando estos aminoacidos (Figura 12).
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Humano 184 241

Ratén 184 241

Selenomeonas ruminantium 166 223
Vibrio vulnificus 181 239
Saccharomyces cerevisioe 231 298
Trypanosoma brucei 182 239
Leishmania donovoni 485 462
Humano 242 ASAFTLAVNITAKKIVL 297

Ratdén 242 ASAFTLAVNITAKKTVW 297

Selenomonas ruminantium 224 RIMCGTAVNLVTSVIGTKT - « 276
Vibrio vulnificus 240 RYICAPAVTSVASVMGQAE - - 291
Saccharomyces cerevisioe 291 IRYFVATAF TLASHVIAKRKL - 340
Trypanosoma brucei 240 ASAFTLAVNVIAKKVTP 295
Leishmania donovani 463 IRYF TAASHALLMNVEASRTLR 521
Humano 366 IVERCDLP-E RPT - IYYVMSGPAWQLMQQF QNP 423
Raton366  IVERCNLP-E . PN- LYYVMSRPMWQLMKQIQSH 423
Selenomonas ruminontium 329 LYRDFMAP-ELKIGOKVLY YLAPTIIFEDQPEYAARLTEDODV 387
Vibrio vulnificus 345  TAENILLP-KLN: Ay FEKRAQTIALNEIVASSERMIG- - -~ 399
Saccharomyces cerevisioe 417 TAKEYYMKHOVT EQTADIVYIDSELD =« «vnvux-x 466
Trypanosoma brucei 364 IVERYYLP-EM L PT-IYYWSGLPOHVVRELKSQ 421
Leishmania donovoni 648  TLKKQPFP - EMKLGOWL SNGEATRR-L=»=vv=- EWVSSVDLCAR 658

Figura 12. Alineacion multiple de las secuencias de ODC en el sitio de interacciéon con Cad reportado
para Humano. Las secuencias de las ODC eucariontes (Ratdn, T. brucei, Humano, S. cerevisiae y L. donovani)
y procariontes (V. vulnificus y S. ruminantium) se muestran marcados en morado los aminoacidos C202, P239,

S241, V244, R277 y N385 que interactian con Cad, realizado en: UniProt Consortium
(https://www.uniprot.org/).

Comparando los sitios de unién a Cad, se muestra que no estan conservados. Lo que
sugiere que la union de Cad en esta estructura es muy probablemente inespecifica,

aseveracion que ellos mismos hacen en el articulo que describe la estructura (Dufe, et al,
2007).

Los sitios activos en V. vulnificus, para Cad y Put, y de Humano, para APA u Orn,
son notablemente similares, estdn ampliamente conservados sin importar si son células
procariontes o eucariontes, por lo que al no estar conservado el sitio con el que interactla la
Cad en la ODC de humano es muy probable que esta interaccion sea inespecifica, es decir,
que solo se trate de un artefacto de la cristalizacion.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de que la Spelp puede descarboxilar a mas de un sustrato en condiciones
fisioldgicas, no existe un estudio estructural que describa el mecanismo de la actividad dual
de esta enzima. Debido a esto, es necesario identificar las condiciones para obtener cristales
de la Spelp recombinante con ambos sustratos, con buena calidad de difraccion. En estudios
posteriores, con estos cristales, se podra analizar la estructura atdbmica de la proteina mediante

cristalografia de rayos-X.

4. HIPOTESIS

Es posible encontrar las condiciones Optimas para obtener cristales de la Spelp
recombinante con un patron de difraccion adecuado para posteriormente determinar la

estructura atdmica de esta enzima con los ligandos propuestos.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Generar cristales de la Ornitina descarboxilasa recombinante de Saccharomyces

cerevisiae (Spelp) a partir de la busqueda de las condiciones 6ptimas de cristalizacion.

5.2 Objetivos particulares

> Generar en Escherichia coli, el sistema recombinante necesario para la

sobreexpresion de la Ornitina descarboxilasa de Saccharomyces cerevisiae.

> Obtener a la Ornitina descarboxilasa recombinante de Saccharomyces cerevisiae

(Spelp) purificada.

> Establecer las condiciones de cristalizacion de la Spelp apropiadas para el

crecimiento de cristales con calidad de difraccion.

> Evaluar la actividad dual de la Spelp recombinante in vitro.
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6. MATERIAL Y METODOS

Para poder cumplir los objetivos propuestos, el gen de la Spelp se amplifico a partir
del ADN genomico de la levadura cepa W303a. Posteriormente, se clond y sobre-expreso en
la bacteria E. coli. Después, se purificé mediante técnicas cromatogréaficas en un Fast Protein
Liquid Chromatography (FPLC). Finalmente, se indujeron cristales de la proteina purificada
optimizando las condiciones de cristalizacion. Posteriormente la difraccion de estos cristales
se llevo a cabo en un difractdbmetro de laboratorio y en el sincrotrén (Laboratorio Nacional
de Argonne) en la ciudad de Chicago, Illinois, USA. También se llevd a cabo la medicién de

la actividad de la Spelp, por espectrometria de masas y espectrofotometria.

6.1 Método quimico para generar células competentes

Se utilizaron las cepas Topl0 y/o SoluBL21 de E. coli, las cuales se inocularon
independientemente en placas con agar Luria Bertani (LB, Sigma) (2 % de LB), dejando
incubar durante 18 ha 37 °C. Posteriormente, se tomaron 5 colonias de la placay se colocaron
en un tubo conico (uno por cepa) con 20 mL de medio SOB (2 % de triptona, 0.5 % de
extracto de levadura, 10 mM de NacCl, 2.5 de mM KClI), y se incubaron a 37 °C toda la noche.
Se agrego el pre-cultivo a matraces Erlenmeyer de 500 mL estériles, con 250 mL de medio
SOB++ (se suplementa el medio con 10 mM de MgCl> y 10 mM de MgSQg). Se incubo a
temperatura ambiente (T. Amb.) hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm (Abs600) entre
0.3-0.6 unidades. Posteriormente, se incubaron en hielo de 30 a 60 min y se centrifugaron a
3,000 rpm durante 10 min a 4 °C en el rotor JA-14. Una vez que se obtuvo la pastilla celular,
ésta se resuspendid en 27 mL de solucion amortiguadora CCMB80 (10 mM de CH3COOK
pH 7.0, 80 mM de CaCl,, 20 mM de MnCl,, 10 mM de MgCl., 10% de glicerol) por cada
250 mL de células. Se incub6 nuevamente en hielo por 20 min y se centrifugé a 3,000 rpm
durante 10 min a 4 °C en el rotor JA-14. Se resuspendio la pastilla en 4 6 5 mL de solucion
amortiguadora CCMB80. Se midid la Abs600 de la solucién de células, mezclando 800 pL
de medio SOC (preparar SOB y adicionar 20 mM de glucosa) y 200 pL de la suspensién de
células, ajustando a 1.0 y 1.5 de unidades, con solucion amortiguadora CCMB80. Se
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realizaron alicuotas de 100 pL en tubos eppendorf de 0.6 mL que se congelaron en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80 °C.

Para probar la competencia de las células, se tomo una alicuota de 100 pL de células
competentes y se transformo adicionando 10 pg del plasmido pUC19. Posteriormente, como
control negativo, se tomo otra alicuota de 100 pL de células y se transformé adicionando 10
pL de agua estéril. La transformacion se llevo a cabo mediante choque térmico, la cual se
describe més adelante. Una vez que se concluyé la transformacion se tomaron 4 cajas de agar
LB con ampicilina (100 pg/mL), en una se sembraron 50 pL del control negativo; en las 3
cajas faltantes, se adicionaron 10, 25y 50 pL de las células con pUC19 y se incubaron a 37
°C toda la noche.

6.2 Transformacion de células competentes por choque termico.

Esta técnica se utiliza para insertar el ADN plasmidico en células bacterianas. Se basa
en la permeabilizacion temporal de la membrana celular lo que permite la incorporacion de
material genético exdgeno (Chen & Dubnau, 2004). Se agregaron 0.5-1.5 pg de plasmido a
50 pL de células competentes, después se mezclé y se incubd en hielo durante 30 min.
Posteriormente, se incub6 a 42 °C por 35 s, e inmediatamente se colocé en hielo y se incubd
por 2 min. A continuacion, se adicionaron 400 pL de medio SOB sin antibidtico y se incubo
a 37 °C durante 1 h con agitacion constante. Posteriormente, se centrifugé a 14,000 rpm por
5 min y se desechd el sobrenadante. Por ultimo, se resuspendié la pastilla en
aproximadamente 25 pL de medio y se extendi6 en una placa de agar LB con ampicilina (100

pg/mL), se incubd toda la noche a 37 °C.

6.3 Extraccion de ADN gendmico de levadura

El ADN genomico de la levadura se obtuvo creciendo las levaduras (cepa W303a) en
2 mL de medio YPD (1 % de extracto de levadura, 2 % de triptona y 2 % de glucosa) en bafio
de agua a T. Amb toda la noche. Se tomaron 1.5 mL del cultivo y se centrifugo a 14,000 rpm
durante 1 min, la pastilla se resuspendi6 en 200 pL de solucién amortiguadora de lisis (2 %
de triton X-100, 1 % de SDS, 100 mM de NaCl, 10 mM Tris con HCI pH 8.0, 1 mM de &cido
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etilendiaminotetraacético (EDTA) pH 8.0). La suspension de células se congel6 en nitrogeno
liquido durante 2 min, posteriormente se incub6 en un bafio de agua a 95 °C durante 1 min.
Los dos pasos anteriores se repitieron y se agitdé por 30 s vigorosamente. Despues, se
afiadieron 200 pL de cloroformo y se mezclé por 2 min en vortex, seguido por una
centrifugacion a 14,000 rpm durante 3 min a T. Amb. Posteriormente, se tomd la fase acuosa
y se transfirié a otro tubo con 400 uL de etanol absoluto previamente enfriado en hielo. Se
dejo reposar 5 min a T. Amb. y se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm durante 5 min, se
retird el sobrenadante, la pastilla se lavo con 0.5 mL de etanol al 70% y se dejo secar a T.
Amb. durante 5-10 min. Finalmente, se resuspendio la pastilla de ADN gendémico en 50 pL
de solucién amortiguadora TE (10 mM de Tris pH 8.0, 1 mM de EDTA pH 8.0) (Harju, et
al, 2004). La cuantificacion de ADN se llevé a cabo mediante el uso del espectrofotémetro
NanoDrop Lite de Thermo Fisher Scientific, utilizando 2 pL de muestra de ADN.

6.4 Electroforesis en gel de agarosa

En este trabajo se utilizaron geles de agarosa (Invitrogen) al 0.8 % w/v (8 g/L)
disueltos en solucién amortiguadora TBE 1x (89.2 mM de Tris, 89 mM de acido borico, 2.57
mM de EDTA). Durante la polimerizacion del gel se agregé SYBR Safe DNA Gel Stain a
una concentracion final de 0.01 % v/v. Las muestras se mezclaron directamente con solucion
amortiguadora de carga 10x (Invitrogen) justo antes de cargarlas en el gel. La electroforesis
se llevd a cabo a 80 V durante 1 h en la solucion amortiguadora TBE 1x. Los geles se
observaron en un transiluminador UV Accuris con una longitud de onda UV de 302 nm,
usando un filtro de 535 nm, se observaron las bandas de color verde. Se us6 un marcador de
pesos moleculares producido en el laboratorio de 100 pb. En el laboratorio se producen dos
marcadores de pesos moleculares, empleando los plasmidos pPSU1 y pPSU2, cuando éstos
se digieren con Pstl 0 ECORV se producen marcadores de 100 pby 1 kb. Estos presentan una
ventaja economica con respecto a los comerciales y son de mas alta calidad que otros

marcadores producidos en los laboratorios (Henrici, et al, 2017).
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6.5 Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina

Para poder obtener el ADN de naturaleza plasmidica, las células de E. coli Topl0
previamente transformadas con 0.5-1.5 pg del plasmido de interés, se crecieron en placas de
agar LB con ampicilina (100 pug/mL) y se incubaron toda la noche a 37 °C. Después, se
tomaron 5 colonias de la placa y se inocularon 3 mL de medio LB con ampicilina (100
pg/mL) y se incubaron a 37 °C toda la noche en agitacion. Posteriormente, se tomaron 1.4
mL del cultivo bacteriano, se incubaron en tubos de 1.5 mL en hielo por 30 min y se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 1 min. Se elimino el sobrenadante y se resuspendio la
pastilla en 100 pL de solucion alcalina | (50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCI pH 8.0, 10
mM de EDTA pH 8.0) se mezcl6 vigorosamente. Posteriormente se afiadieron 200 pL de
solucion alcalina 11 (0.2 N de NaOH, 1 % de SDS), se prepar6 al momento, se mezcld
invirtiendo el tubo suavemente 5 veces. Los tubos se mantuvieron en hielo, y se adicionaron
150 pL de solucion alcalina 111 (3 M de CH3COOK, 2 M de acido acético glacial), se mezclo
invirtiendo el tubo hasta la aparicion de un precipitado blanquecino insoluble.
Posteriormente, se incubo en hielo de 3 a 5 min y se centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, cuidando de no resuspender la pastilla. Se
afiadi6 un volumen de fenol-cloroformo y se mezclaron las fases vigorosamente. Se
centrifugd 2 min a 14,000 rpm vy la fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo, seguido de la
adicion de un volumen de isopropanol, los cuales se mezclaron e incubaron a T. Amb. por 2
min. Se centrifugo a 14,000 rpm durante 5 min, se retir6 el sobrenadante y se coloco el tubo
en posicion invertida con el fin de evaporar el isopropanol. Se adicioné 1 mL de etanol al
70%, se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 min, se retird el sobrenadante y se dejé evaporar
el remanente de etanol durante 5-10 min (se observo una pastilla de color blanco). Una vez
que se evapord todo el etanol, el ADN se resuspendio en 50 pL de solucion amortiguadora

TE o en agua milliQ estéril. EI ADN plasmidico se almacen¢ a -20 °C.

6.6 Amplificacion de ADN por PCR

Para clonar el gen de la Spelp utilizamos el vector pRSET (Figura 13) el cual cuenta
con un promotor T7, el cual es Gtil para una mayor expresion de la proteina de interés; un

sitio de unién a ribosomas y un coddn de inicio, los cuales son esenciales para la sintesis de
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proteinas; una secuencia que codifica para una etiqueta de His en el N-terminal, la cual es
atil para purificar a la proteina por cromatografia de afinidad con resina quelante de niquel
(Life Technologies Corporation, 2010); y una secuencia que codifica para el sitio de corte
para la enzima proteasa del virus del tabaco (TEV, del inglés Tobacco Etch Virus (TEV))
(Carrington & Dougherty, 1988; Phan, et al, 2002), la cual es una proteasa necesaria para
retirar la etiqueta de His. También cuenta con un gen que le confiere resistencia a ampicilina
(100 pg/mL) a la bacteria. El vector pRSET (Figura 13) permite la sobre-expresion de
proteinas en la cepa SoluBL21 de E. coli. Esta bacteria es una variante genética (no
caracterizada) de la cepa BL21 (DE3). Esta Ultima cepa es capaz de expresar proteinas, sin
embargo, una gran cantidad de estas proteinas no se pliegan correctamente, lo cual afectaria
su actividad bioquimica, y no permitiria su estudio. Debido a esto surgié la necesidad de
sobre-expresar proteinas recombinantes solubles y no toxicas para el huésped. Llevando a
cabo una evolucion dirigida de la cepa BL21 (DE3) hasta obtener la cepa SoluBL21, la cual
aumenta la probabilidad de obtener las proteinas recombinantes en forma soluble.
Comparando las células BL21 (DE3) y SoluBL21, en estas Ultimas se puede observar que
son capaces de resistir los efectos toxicos causados por la proteina recombinante. Sin
embargo, este mecanismo (aun desconocido) no esta relacionado con el blogueo de la
expresion de la proteina recombinante, ya que hay un aumento significativo en la expresion

de la proteina (Genlantis, 2017).
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Figura 13. Mapa del plasmido pRSET con el gen de Spelp (pScODC). Se muestran los componentes del
plésmido y el gen de Spelp (gen se muestra en color verde). Creado con Snap Gene.

Como ya se explicd anteriormente, se aislé el ADN gendmico de S. cerevisiae y el
plasmido pRSET, el cual provino de una biblioteca de plasmidos de nuestro laboratorio.
Tanto el gen de Spelp como el pldésmido, se amplificaron por PCR usando las secuencias de

oligonucle6tidos que se muestran en la tabla 2.

38



Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para llevar a cabo la amplificacion del gen de Spelpy el vector pRSET.
Se encuentran en sentido de 5'— 3",

Nombre Secuencia
FScO GTGGATCCATGTCTAGTACTCAA
RScO CAAGCTTTCAATCGAGTTCAGAG
FPIScO CGATTGAAAGCTTGATCCGGCTG
RPIScO CTAGACATGGATCCACCCTGGAAG

Utilizamos como templado 240 ng del ADN genomico extraido de S. cerevisiae para
la realizacion del PCR utilizando el kit Phusion High-Fidelity (PCR Master Mix with HF
Buffer, New England Biolabs). Para la amplificacion del vector pRSET, se utilizaron 217 ng
del ADN plasmidico. La mezcla de reaccién se usé como indica el proveedor y el protocolo

de amplificacion se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones utilizadas para la amplificacion del inserto y del vector.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion
- 98 °C 30s 1
inicial
o 98 °C 10s
Desnaturalizacion i
. . Gradiente
Alineamiento 30s 35
- 50,62y 70 °C
Extension
72 °C 30 s/kb

Extension final 72 °C 10 min 1

La enzima Phusion High-Fidelity es de muy alta fidelidad, debido a esta caracteristica
evita errores de apareamiento entre bases durante la amplificacion, gracias a que posee un
dominio que mejora la eficacia, aumenta la fidelidad y la velocidad. Tiene una tasa de error

50 veces menor que la Taq DNA polimerasa (New England BioLabs, 2018).
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6.7 Ensamble in vivo

Para clonar el gen de la Spelp en este plasmido, utilizamos la técnica de ensamble in
vivo (Figura 14). Esta técnica consiste en la recombinacion homéloga de los fragmentos de
ADN, del vector con el inserto, donde el huésped bacteriano (E. coli) realiza la fusion de este
ADN. Para esto no es necesario emplear cepas especializadas, se ha encontrado que es una
ruta ubicua en esta bacteria, aunque el mecanismo de recombinacion es aun desconocido.
Esta técnica elimina la necesidad del uso de enzimas de restriccion y de ligacion, reduciendo
el tiempo y el costo, es muy eficiente, ininterrumpida y no requiere de ninguin kit especial
(Garcia-Nafria, et al, 2016).

En los pasos anteriores se obtuvo el amplificado del inserto y del vector, cada uno por
separado. Para poder realizar el ensamble in vivo se llevo a cabo una digestion del ADN
metilado que proviene de la bacteria, con la enzima Dpnl, la cual reconoce el ADN metilado,
cortandolo de manera inespecifica (New England BioLabs, 2018). Es importante llevar a
cabo esta reaccion ya que el ADN que se empleé como templado en la amplificacion por
PCR del vector fue obtenido de una bacteria, por lo que esta metilado, y se requirié de esta
digestion para que se lleve a cabo el ensamble in vivo. Al producto del PCR del vector se le
adicionaron 0.3 pL de enzima, ademas de 5 pL de solucion amortiguadora CutSmart 10x,
para un volumen final 50 pL, esta mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C por 1 h, y finalmente

se detuvo la reaccion incubando a 80 °C por 20 min.

Posteriormente, se realizé la transformacion de células de la cepa Topl10 de E. coli
mediante la técnica de choque térmico, con las siguientes relaciones 1:1, 1:2, 1:5y 1:10 del

plasmido y del gen respectivamente.

Con la finalidad de corroborar que las colonias que crecieron en las placas contenian
el vector con el inserto, se realizd la amplificacion por PCR del gen de Spelp, empleando los
oligonucle6tidos mencionados en la tabla 2, se usé como templado el plasmido extraido de

estas colonias que se obtuvieron. El protocolo de amplificacion que se utilizo es el que se
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encuentra en la tabla 3, utilizando una temperatura de 50 °C para el alineamiento. La

construccion final fue denominada pScODC (Figura 13).
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Figura 14. Ensamble in vivo. A partir de las células de levadura de S. cerevisiae se extrajo el ADN genémico
a partir del cual se obtuvo el gen de Spelp el cual se amplificé por PCR con pares de bases homdlogas. Por otro
lado, el plasmido pRSET se obtuvo de la bacteria E. coli, el cual también se amplificé por PCR que cuenta con
pares de bases homoélogas, pero complementarias al gen de Spelp. Ambos amplificados se introdujeron en
ceélulas competentes de E. coli (Top10) por medio de una transformacién por choque térmico. Posteriormente
se obtuvo el plasmido pScODC el cual cuenta con un promotor, sitio de union a ribosoma, coddn de inicio,
etiqueta de histidinas, un sitio de corte para TEV, el gen de Spelp y el codén de término. Modificada de
Medelian Genetics. Recuperado de: https://rhspreib.weebly.com/mendelian-genetics.html

6.8 Perfiles de expresion

Células competentes SoluBL21 se transformaron con el pldésmido pScODC. Al
siguiente dia, se tomaron 5 colonias de la placa, se inocularon en 1 mL de medio LB con
ampicilina (100 pg/mL), cada una de manera independiente y se incubaron a 37 °C toda la
noche en agitacion. Para cada uno de los cultivos, se tomaron 10 pL y se colocaron en 5 tubos
con 1 mL de medio 2xYT (1.6 % de triptona, 1 % de extracto de levadura, 85 mM de NaCl)
con ampicilina (100 pg/mL). Los 5 tubos se incubaron durante 3 h con 30 min a 37° y se
agregé 1 mM de Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) a todos los tubos excepto al
tubo 1, el cual sirvié como control negativo. Después, se incubd a la temperatura y tiempo
correspondiente, en agitacion de acuerdo a la tabla 4. Una vez terminado el tiempo de
incubacion, las células se centrifugaron a 14,000 rpm durante 2 min y se desecho el

sobrenadante. Se agregaron 50 pL de solucion amortiguadora de la muestra (NUPAGE,
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Invitrogen) con 10 mM de DTT para resuspender la pastilla, y se incubé a 95 °C durante 5

min. Por ultimo, la muestra se analizé mediante un gel de acrilamida desnaturalizante.

Tabla 4. Condiciones de tiempo y temperatura para la incubacion de las bacterias en los perfiles de expresion.
Tubo Temperatura Tiempo

1 (Control) 37°C Toda la noche

T. Amb. Toda la noche
5

6.9 Electroforesis en gel de acrilamida

Esta técnica se empled para visualizar la sobre-expresion de la Spelp. Se utilizaron
geles de acrilamida al 8% (Tabla 5). Las muestras de cada experimento se resuspendieron en
solucion amortiguadora de muestra (NUPAGE, Invitrogen) con DTT y se cargaron en los
diferentes pozos en los geles de acrilamida. La electroforesis se llevo a cabo con un voltaje
constante de 140 V durante 1 h, utilizando soluciéon amortiguadora de anodo (200 mM de
Tris pH 8.4) y solucion amortiguadora de catodo (100 mM de Tris pH 8.25, 0.1 % de SDS,
100 mM de Tricina) (Schagger & Von Jagow, 1987). Al finalizar la electroforesis, el gel se
tifid con azul de Coomassie (3 mM de azul brillante de Coomassie, 45 % de metanol, 1.74 M
de acido acético glacial), durante 30 min con agitacion constante. Se retird la solucién de
tincion y se incubo en solucidon destefiidora (20 % de metanol, 15 % de acido acético) durante
30 min con agitacion constante o hasta la decoloracion del gel. Finalmente se realizo la

digitalizacion del gel.
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Tabla 5. Soluciones para realizar geles de acrilamida.
Porcentaje de 8 4

acrilamida separador concentrador

1.6 mL 0.533 mL
I —
1.6 mL 2.466 mL

6.10 Sobreexpresion y purificacion de la Spelp

Células competentes SoluBL21 se transformaron con el plasmido pScODC, se
tomaron 5 colonias de la placa y se inocularon en 10 mL de medio LB con ampicilina (100
pg/mL), se incubaron a 37 °C toda la noche en agitacion. Se afiadieron los 10 mL de cultivo
inicial en 500 mL de medio 2xYT con ampicilina (100 pg/mL). Dicho cultivo se incub6 a 37
°C con agitacion constante hasta alcanzar una Abs600 0.6-0.8 unidades. A continuacion, se
agregaron 500 mL de medio 2xYT con ampicilina (100 pg/mL), 1 mM de MgSOsy 1 mM
de IPTG. Se incubd toda la noche a 37 °C con agitacion constante. Posteriormente, el cultivo
se centrifugé a 4,000 rpm por 30 min a 4 °C en un rotor JLA 8-1000. Se decantd el
sobrenadante y la pastilla se almacend a -80 °C para su posterior uso.

La pastilla obtenida se resuspendi6 en 12.5 mL de solucién amortiguadora A (10 %
de solucién amortiguadora de lisis 10x (300 mM de Tris pH 7.5, 2 M de NaCl, 20 mM de
MgClz), 10 mM de imidazol pH 7.0, 2 mM de benzamidina, 800 uM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF), 3.46 mM de B-mercaptoetanol), por cada litro de cultivo (las
células se mantuvieron en hielo). A continuacion, las células se lisaron mecanicamente
usando un sonicador con 10 pulsos de 7 s por 35 s de descanso, incubando en un bafio de
hielo. El lisado se centrifugd en un rotor 70 Ti a 40,000 rpm por 30 min a 4 °C. La pastilla
se desecho y el sobrenadante (clarificado celular) se filtr6 con una membrana de poro de 0.22
pum (Millex-GV PVDF) y se inyectd a columnas IMAC con 12 mL de resina HisTrap (niquel;

GE Healthcare) (4 columnas, 2 de 5 mL y 2 de 1 mL), se equilibraron previamente con
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solucion amortiguadora A con un flujo de 3 mL/min. El soporte de las columnas consiste en
perlas de agarosa que actGia como quelante de los iones de niquel divalente (Ni?*). De esta
forma los iones de Ni?* quedan unidos por 4 enlaces a la columna, haciendo muy dificil su
desprendimiento. A través de los dos enlaces restantes, se unié la etiqueta de His de la
proteina (GE Healthcare Life Sciences, 2018).

Posteriormente, las columnas se lavaron con solucién amortiguadora A, hasta que la
absorbancia a 280 nm se estabilizd. Para eluir la proteina se utilizé imidazol, el cual compite
por la union al niquel, que se encuentra en la resina de las columnas, logrando asi que se
desprendiera la etiqueta de His, con lo cual se separ6 la Spelp de las otras proteinas que se
encontraban contenidas en el clarificado celular. Para esta elucion, se empleo la solucion
amortiguadora B (10 % de solucién amortiguadora de lisis 10x, 500 mM de imidazol pH 7.0,
2 mM de benzamidina, 800 uM de PMSF, 3.46 mM de B-mercaptoetanol) realizando un
gradiente de 5.5 volumenes de columna del 0 % al 100 % de solucién amortiguadora B. Se
colectaron fracciones de 3 mL cada una desde el inicio del gradiente. Las fracciones se
analizaron mediante un gel de poliacrilamida al 8 % y se logro identificar en cuales se eluyo
la proteina Spelp. Las fracciones con la proteina se juntaron y se eliminé el imidazol, ya que
este compuesto inhibe la actividad de la enzima TEV, que es el siguiente paso de la
purificacion. Para eliminar el imidazol, se llevd a cabo un cambio de solucion amortiguadora
por concentracion, el cual consistid en centrifugar la muestra con un Filtro Amicon Ultra-15
(con un corte de 30 kDa). Este procedimiento se realizé 3 veces, hasta que se obtuvo un
volumen entre 500-1000 pL. A la proteina resultante se le adicionaron 25 mL de solucién
amortiguadora TEV (20 % de solucion amortiguadora TEV 5x (50 % de glicerol, 750 mM
de KCI, 100 mM de Tris pH 7.5), 1 mM de DTT) y 100 pL de enzima TEV (4 mg/mL),
incubando toda la noche a 4 °C. La enzima TEV es una proteasa que se encarga de remover
la etiqueta de 6 His presente en el N-terminal de la Spelp. Su sitio de reconocimiento se
encuentra entre la Spelp y la etiqueta de 6 His. La enzima TEV se purifico en el laboratorio
con el protocolo que se describe en el siguiente capitulo. Para identificar que toda la proteina
Spelp esté escindida de la etiqueta de histidinas, posterior a la incubacion con la enzima
TEV, la muestra se analizé mediante un gel de poliacrilamida 8 %. En caso de no ser asi, se

agregaron 25 pL extra de enzima TEV (4 mg/mL) por cada litro de cultivo y se incubo por 2
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h a T. Amb, se analiz6 nuevamente mediante un gel de poliacrilamida al 8 %. Una vez que
la enzima ya no cont6 con la etiqueta de His, se inyectd nuevamente a una columna HisTrap
a un flujo de 3 mL/min y se colectaron fracciones de 6 mL con la finalidad de separar la
enzima Spelp de la TEV, ya que ésta Ultima, también contenia una etiqueta de 6 His lo que
hizo posible la separacion por cromatografia de afinidad. Después, se realizO una
identificacion de las fracciones que contenian la proteina de interés, haciendo una medicion
cualitativa usando el método de Bradford (Biorad). Las fracciones que contenian la Spelp se
concentraron realizando una filtracion por centrifugacion a través de un Amicon Ultra-15

(con un corte de 30 kDa) hasta que se obtuvo un volumen entre 500-1000 L.

Finalmente, la proteina concentrada se purifico por una cromatografia de exclusién
molecular y fue inyectada a una columna Superdex200 Increase (10/300 mm; GE Healthcare)
se pre-equilibré con solucién amortiguadora TEV, a un flujo de 0.5 mL/min y se colectaron
fracciones de 0.5 mL. Estas se analizaron mediante un gel de poliacrilamida al 8 %. Se
concentraron las fracciones con la proteina pura, a través de un Amicon Ultra-15 (con un
corte de 30 kDa). Por ultimo, se cuantificd la concentracion de proteina por el método de

Bradford, haciendo alicuotas de (50 pL) a 10 6 20 mg/mL y almacenandolas a -80 °C.

6.11 Purificacion de la proteina TEV

Células competentes SoluBL 21 se transformaron con el plasmido pTEV, se tomaron
5 colonias de la placa y se inocularon en 10 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL),
incubando a 37 °C toda la noche en agitacion. Se afiadieron los 10 mL de cultivo inicial en
500 mL de medio 2xYT con ampicilina (100 pg/mL). Dicho cultivo se incub6 a 37 °C con
agitacion constante hasta que se alcanzé una Abs600 0.6-0.8 unidades. A continuacion, se
agreg6 500 mL de medio 2xYT con ampicilina (100 pg/mL), 1 mM de MgSOsy 1 mM de
IPTG. Se incub0 toda la noche a 37 °C con agitacion constante. Posteriormente, el cultivo se
centrifugo a 4,000 rpm por 30 min a4 °C en un rotor JLA 8-1000. Se decantd el sobrenadante

y la pastilla se almacend a -80° para su uso posterior.
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La pastilla de las células se resuspendié en 12.5 mL de solucién amortiguadora TGl
(20 % de TGI 5x (100 mM de Tris, 100 mM de imidazol, 50 % de glicerol, a un pH 7.5), 1
mM de PMSF, 2 mM de benzamidina, 10 mM de B-mercaptoetanol), por cada litro de cultivo
(las células se mantuvieron en hielo). A continuacion, las células se lisaron mecanicamente
usando un sonicador con 10 pulsos de 7 s por 35 s de descanso, se incubaron en un bafio de
hielo. Posteriormente, se adicion6 NaCl (250 mM) y sulfato de amonio (25 % 6 1 M) hasta
que se solubiliz6 completamente en agitacion constante en un bafio de hielo y se incubd
durante 15 min. El lisado se centrifug6 en un rotor 70 Ti a 40,000 rpm por 30 mina 4 °C. Se
desechd la pastilla y el clarificado celular se filtr6 con una membrana con poro de 0.22 pum
(Millex-GV PVDF) y se inyectd a columnas IMAC de HisTrap (niquel; GE Healthcare) (4
columnas, 2de 5 mL y 2 de 1 mL) (se equilibraron previamente con solucion amortiguadora
A (20 % de TGI 5x, 250 mM de NaCl, 10 mM de B-mercaptoetanol)) usando un flujo de 1
mL/min. Posteriormente, se lavaron las columnas con solucién amortiguadora A, sin cambiar
el flujo, hasta que la absorbancia fue estable a 280 nm. Para eluir la proteina se emple6 un
sistema isocratico con la solucion amortiguadora B (20 % de TGI 5x, 500 mM de imidazol,
5 mM de B-mercaptoetanol, se ajusto el pH a 7.5) con un flujo de 3 mL/min. Se colectaron
las fracciones cada min desde que se comenzo a eluir con la solucion amortiguadora B, la
ultima fraccion se colectd por aproximadamente 2 min. Para identificar qué fracciones tenian
la proteina de interés, se realiz6 un gel de poliacrilamida al 8 %. Las fracciones con la
proteina se concentraron con la solucion amortiguadora de dialisis (20 mM de Tris pH 7.4,
10 % de glicerol, 250 mM de NaCl, 5 mM de B-mercaptoetanol), a través de un Amicon
Ultra-15 (con un corte de 30 kDa). La concentracién de proteina se cuantificé por el método
de Bradford. La proteina se almacend a una concentracion de 4 mg/mL a -80 °C.

6.12 Cristalizacion

La cristalizacion de proteinas, acidos nucleicos y grandes complejos bioldgicos, como
los virus, depende de la preparacion de una solucion sobresaturada de la macromolécula, en
condiciones que no perturben significativamente su estado natural. La sobresaturacién se
produce mediante la deshidratacion gracias a la adicion de agentes precipitantes suaves tales

como sales neutras o polimeros (Figura 15), y mediante la manipulacion de diversos
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parametros que incluyen temperatura, fuerza iénica y pH. También son importantes en el
proceso de cristalizacién los factores que pueden afectar el estado estructural de la
macromolécula, tales como iones metélicos, inhibidores, cofactores u otras moléculas
pequefias convencionales. Se han desarrollado una variedad de enfoques que combinan el
espectro de factores que afectan y promueven la cristalizacion, y entre los mas utilizados se
encuentran la difusion de vapor, la didlisis y la difusiéon liquido-liquido (McPherson &
Gavira, 2013). En este trabajo se utilizaron dos técnicas del método de difusion de vapor,
‘microbatch’ y gota colgante; sin embargo, microbatch, fue la tinica que indujo la formacién
de cristales de buen tamario de la Spelp. Los éxitos en la cristalizacion macromolecular se
han multiplicado rdpidamente en los Gltimos afios debido al uso de kits de cribado practicos
y faciles de usar y gracias a la aplicacion de la robotica de laboratorio (McPherson & Gavira,
2013).
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Figura 15. Diagrama de fases de cristalizacién de una macromolécula. Se divide en 2 regiones, una de
saturacion y otra de sobresaturacion. En la region de saturacion o zona estable, las moléculas estan en equilibrio
entre la existencia de la fase sélida y la fase libre de la molécula. La region de sobresaturacién se divide en 3
zonas metaestable, 1abil y de precipitacion. En la zona de precipitacién o sobresaturacién muy alta, las
moléculas forman agregados amorfos. En la zona labil o de sobresaturacion media, ocurre la nucleacion y
crecimiento de pequefios cristales. En la zona metaestable o de sobresaturacion baja, hay crecimiento de
cristales con baja o nula formacion de nucleacion.
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En la actualidad, una de las técnicas que puede producir mapas de densidad
electrdnica a resolucion atomica de macromoléculas bioldgicas, es la difraccion de rayos X.
Como su nombre lo sugiere, la aplicacion de la cristalografia de rayos X es absolutamente
dependiente de los cristales de la macromolécula, de tamafio y calidad suficientes para
permitir la recoleccion de intensidades de difraccion precisas. La calidad de la imagen
estructural final esta directamente determinada por la calidad de la difraccion, es decir, el
tamafio y las propiedades fisicas de la muestra cristalina; por lo tanto, el cristal se convierte

en el eje de todo el proceso y el determinante final de su éxito (McPherson & Gavira, 2013).

El primer paso para cristalizar la proteina purificada es llevar acabé la técnica de
Microbatch con 2500 condiciones al azar, las cuales se preparan manualmente. Una vez que
en alguna de estas condiciones se obtiene por lo menos un cristal, se toma esta condicion

para comenzar la optimizacién de los cristales.

6.12.1 Preparacion del licor madre

Las diferentes condiciones se disefiaron en la pagina web de Hampton Research
(https://hamptonresearch.com/make_tray.aspx). Una vez que se realizd el disefio, se
prepararon manualmente las mezclas en placas de poliestireno con 96 pozos de 2 mL cada
uno. En esta placa se prepararon 500 L de cada una de las soluciones con los componentes
del licor madre (Tabla 6). Las cajas se almacenaron a 4 °C.
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Tabla 6. Placas de licor madre, componentes y rango de concentraciones.

amortiguadora (mM PEG (%)

PSR MoCl. | caclz | SrCl:
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6.12.2 Microbatch

Para las pruebas de ‘microbatch’ se utilizaron placas de poliestireno de 60 pozos
(Figura 16). La capacidad de cada uno de los pozos es de 9 pL, donde se coloco la proteina
(10 6 20 mg/mL) y el agente precipitante en una relacion 1:1 (1 pL). Posteriormente se
recubrié con una gota de aceite de parafina cada uno de los pozos y se adicionaron 2.5 mL

de este mismo aceite en toda la placa. La temperatura se mantuvo fijaa 18 °C.
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Figura 16. Placas de 60 pozos. Caricatura de la placa y la forma en la cual se adiciond el licor madre de acuerdo
con su composicion (Imagen representativa).

6.13 Medicion de la actividad de Spelp por espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica de anélisis que permite obtener iones a
partir de moléculas organicas. Estos iones van a ser separados de acuerdo a su masa y su
carga (m/z). Esta técnica desempefia un papel importante en la identificacién y monitoreo de
biomarcadores, farmacos, proteinas, lipidos, etc. La sensibilidad y velocidad en
espectrometria de masas es muy alta, siendo capaz de detectar bajas concentraciones en
diferentes tipos de muestras. Este equipo cuenta con tres componentes principales: 1) fuente
de ionizacidn, 2) analizador de masas y 3) detector. Existen fuentes de ionizacidon diferentes
como ionizacion por electrospray (ESI), ionizacion quimica por presién atmosférica (APCI)
y desorcion/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI). Cuenta con diferentes
analizadores entre los que se encuentran resonancia del ciclotrén del ion mediante las
transformadas de Fourier (FT-ICR), cuadruplo, tiempo de vuelo entre otros (Glish & Vachet,
2003). En este caso se empled un equipo que cuenta con una fuente de ionizacién ESI y triple
cuédruplo. EI ESI es una técnica de ionizacion en la que, mediante la aplicacion de un campo
eléctrico, se produce la nebulizacion de una solucion que contiene el analito. Los cuadruplos
son sistemas multipolares que consisten en cuatro barras paralelas separas entre si; se les
aplica un potencial combinado de corriente continua y de radiofrecuencia que crean en su
interior un campo denominado cuadrupolar (Abian, et al, 2008). Debido a las ventajas

analiticas, alta resolucion y precision de esta técnica, es que la hacen una herramienta
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poderosa para la medicion de diferentes analitos (Glish & Vachet, 2003) como los productos

formados por Spelp después de la descarboxilacion de Orn'y de Lys.

Se intent6 determinar la actividad de la Spelp midiendo la produccion de Cad (PM =
102.2 g/mol) o Put (PM = 88.2 g/mol) por espectrometria de masas para lo cual fue necesario
la preparacién de una curva patron de ambas PAs. A partir de una solucion 500 uM de cada
PA (Put o Cad) se prepard un stock para cada concentracion con el objetivo de agregar el
mismo volumen en las soluciones que componen la curva patron, y se disolvieron en 40 mM
de HEPES a pH 7.5 o0 en agua MilliQ. Posteriormente, la curva patron se prepard utilizando
las siguientes concentraciones: 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.12, 6.25, 12.5 y 25 uM en una mezcla, 80
% de metanol y 0.1% de &cido formico. La muestra se inyectd directamente en un ESI
ionization 3200 Q-TRAP MS/MS (AB SYSTEM) en donde las PAs se detectaron en modo

positivo.

Para la determinacion de la actividad de ODC/LDC se prepard un medio de reaccion
que contenia: 40 mM de HEPES, 10 mM de Orn o Lys, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM de PLP.
La reaccion se inici6 adicionando 0.1 mg/mL de Spelp recombinante. Se tomaron 40 uL de
la reaccion cada minuto por 4 min y se afladié metanol frio para detener la reaccion. Las
muestras se incubaron en hielo seco durante 20 min y luego se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 10 min. Posteriormente se agreg6 0.1 % de &cido formico. Por ultimo, la muestra se
inyecto directamente en un ESI ionization 3200 Q-TRAP MS/MS (AB SYSTEM).

6.14 Medicion de la actividad de Spelp por espectrofotdmetro

La actividad de la Spelp se determiné monitoreando la produccion de dioxido de
carbono (CO.), mediante la reaccion acido-base entre el &cido carbénico formado por la
disolucion del COz en H20, y el rojo de fenol (Correa, 2002; Winum, et al, 2009; Diaz, 2018),
espectrofotométricamente (Gene Quant 1300) a 557 nm (Winum, et al, 2009). EIl rojo de
fenol tiene color rojo a un pH superior a 8.4, por debajo de este valor y hasta 6.8 el color que

presenta es naranja-rojizo y vira a color amarillo a valores menores de 6.8 (Correa, 2002).
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Para la determinacion de la actividad de Spelp por este método, se preparé 1 mL de
mezcla de reaccion, la cual contenia: 40 mM de HEPES pH 7.4, 1 6 10 mM de Orn 0 10 mM
de Lys, 0.1 mM de EDTA, 0.1 mM de PLP y 0.02 mM de rojo de fenol. La reaccidn se inici6
mediante la adicién de la Spelp recombinante 0.5 y 1 mg/mL. La aparicion de CO; se

monitoreo durante 10 6 20 min, tomando lecturas cada 10 s (Winum, et al, 2009).
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7.0 RESULTADOS
7.1 Extraccion de ADN

Para poder realizar la amplificacion del gen de Spelp fue necesario extraer el ADN
genomico de la levadura S. cerevisiae cepa W303a (la cual fue donada por el Dr. Samuel
Zinker Ruzal, del Departamento de Genética y Biologia Molecular, del CINVESTAV-
Zacatenco). La concentracion del material aislado fue de 1615.8 ng/uL. El rendimiento de la

extraccion fue de 80.79 ug por 1.5 mL de cultivo.

7.2 Clonacion por ensamble in vivo

Esta técnica consistio en amplificar independientemente tanto el vector pRSET, como
el gen de la Spelp con secuencias homdlogas que se ligaron dentro de la célula hospedero,
en este caso la cepa Topl0 de E. coli. El vector pRSET se amplifico a partir del ADN
plasmidico, proveniente de E. coli, obtenido de una biblioteca de plasmidos en el laboratorio,
empleando los oligonucledtidos FPIScO y RplScO. Se realizé un PCR con gradiente de

temperatura de alineamiento con lo que se determind la temperatura adecuada para lograr la
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amplificacion mas eficiente. Se observd que la mejor temperatura de alineamiento fue de 50
°C (Figura 17).

4000 pb

3078 pb

2000 pb

Figura 17. Productos de PCR del vector pRSET. Electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %. En el carril
izquierdo se muestran los marcadores de peso molecular para ADN de 100 pb, seguido de los productos
amplificados por PCR a las temperaturas de alineamiento de 50, 62 y 70 °C, la flecha blanca de la derecha
muestra las pb del vector.

Por otro lado, se realiz6 un PCR de gradiente para determinar la temperatura adecuada
para el alineamiento de los cebadores y con ello lograr la amplificacién mas eficiente. El gen
de la Spelp se amplificd con una temperatura de alineamiento de 50 °C (Figura 18).
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4000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 18. Producto de PCR del inserto correspondiente al gen de Spelp. Se muestra un gel de agarosa al
0.8 %. En el carril izquierdo se muestran los marcadores de peso molecular para ADN de 100 pb, seguido de
los amplificados por PCR a las temperaturas de alineamiento: 50, 62 y 70 °C. La flecha blanca de la derecha
muestra las pb del inserto.

Una vez obtenido el amplificado del vector se realizd la digestion con Dpnl para
hidrolizar el ADN templado. Se cuantificd la concentracion del ADN de ambos amplificados

y posteriormente se realizé el ensamble in vivo.

Para esto, se transformaron células competentes de E. coli de la cepa Topl0, con
diferentes relaciones vector: inserto, 1:1, 1:2 y 1:5 (en pL). De esta transformacion se obtuvo
el crecimiento de colonias en las tres diferentes cajas. Posteriormente, se seleccionaron 21

clonas de las tres cajas y se extrajo el plasmido de las 21 clonas.

Para determinar si todas las colonias contenian el inserto, se realiz6 un PCR

empleando los plasmidos aislados por la técnica de miniprep y los oligonucleétidos que
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permiten amplificar el gen de Spelp. En la figura 19, podemos observar la presencia de una
banda de aproximadamente 1.4 kb, correspondiente al tamafio del inserto clonado. De las 21
clonas analizadas, 20 resultaron positivas a la amplificacion del gen SPE1.

PM 20

4000 pb sy

2000 pb  we—p
1500 pb s

1000 pb el = 1400 pb

Figura 19. Producto de PCR del inserto correspondiente al gen de Spelp. Se muestra un gel de agarosa al
0.8 %. En el carril izquierdo los marcadores de peso molecular para ADN de 100 pb, seguidos de una clona que
cuenta con el inserto del gen de Spelp. La flecha azul de la derecha muestra las pb del inserto (Imagen
representativa).

7.3 Perfiles de expresion de la proteina Spelp

La expresion de la proteina recombinante se realizé a T. Amb y a 37 °C. Para inducir
la expresion de la proteina, se afiadié IPTG (inductor de la sintesis de proteinas) y se incubé
durante 3 h o toda la noche con agitacion constante. Las células se cosecharon después de la
incubacion con IPTG y, mediante una electroforesis en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 8 %, se observo la sintesis de la proteina recombinante en el lisado celular
total (Figura 20). Se observd la expresion de la proteina en forma cualitativa, ya que en cada

carril se cargaron 10 pL de la muestra.
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Figura 20. Perfiles de expresion de la Spelp recombinante. En el primer carril de la izquierda se muestran
los marcadores de peso molecular, seguido de la muestra control sin estimulo de IPTG; los siguientes 4 carriles
contiene muestras de células que fueron estimuladas con IPTG. En el tercer y cuarto carril se indujo la proteina
a temperatura ambiente 3 h y toda la noche, respectivamente; en el quinto y sexto carril la proteina se indujo a
37 °C 3 h y toda la noche, respectivamente. La flecha negra de la derecha muestra el peso molecular de la
proteina Spelp (Imagen representativa).

Se observé que la construccion de la Spelp con la etiqueta de histidinas y el sitio de
corte de la enzima TEV (64 kDa), se expresé en las cuatro condiciones, sin embargo, el
tiempo y temperatura éptimos de induccién fue de 37 °C toda la noche. Posteriormente, se
realizd la sobreexpresion de estas proteinas en cultivos bacterianos de 1 L de medio para

posteriormente purificar la proteina.

7.4 Purificacion de la proteina Spelp

Se purifico a la Spelp recombinante a partir de 4 litros de cultivo bacteriano, mediante
una cromatografia de afinidad, empleando columnas acopladas a niquel (IMAC) y eluyendo
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a la enzima mediante un gradiente continuo de imidazol de 10-500 mM. Esto se observa en
el cromatograma de purificacion (Figura 21), donde se analiz6 la absorbancia a 280 nm de
los diferentes pasos de la purificacion. Se muestra el pico (Spelp) que corresponde a la sefial
de la proteina Spelp (linea azul), cuya elucion es dependiente de la concentracion de imidazol
(linea verde). Por otro lado, se muestra que la absorbancia a 280 nm no disminuyé por
completo, es decir, no llego a la linea basal. Este aumento se debe a que el imidazol en su
estructura tiene dobles enlaces conjugados los cuales absorben a 280 nm, proporcionando la

sefial mostrada.

Sample Application Column Wash Elution

50 100 150 200 250

Figura 21. Cromatograma del proceso de purificaciéon por cromatografia de afinidad de la proteina
recombinante Spelp. Para realizar la purificacion, se inyecta la muestra en las columnas de afinidad (IMAC)
y se obtienen una sefial correspondiente a todas las proteinas que no se estan adhiriendo a la columna (0-125
mL), una vez que se aplica el clarificado celular, se continla el lavado de la columna (126-190 mL) con la
solucién amortiguadora A hasta que se estabiliza la sefial, posteriormente se comienza el gradiente de imidazol
(190-275 mL), obteniéndose el pico correspondiente a la proteina Spelp (250 mM aproximadamente de
imidazol). La linea azul corresponde a las unidades de absorbancia medidas a una longitud de onda de 280 nm,
la linea verde corresponde al gradiente de imidazol que se realiz6 (0 y 100 % corresponden a 10 y 500 mM,
respectivamente de Imidazol) (Imagen representativa).

Para determinar que fracciones contienen a la Spelp, se realizo una electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 8 %, esto se muestra en la figura
22, donde estan las doce fracciones obtenidas durante la purificacion, de las cuales se
concentraron las fracciones 5 a 12, ya que son las que fracciones que contienen a la proteina

Spelp.

58

—r | == 280 nm

Imidazol



75 KDa s

“.,_ . <4=64KDa

50 KDa el

Figura 22. Purificacion de la Spelp recombinante por cromatografia de afinidad. En el primer carril de la
izquierda se muestran los marcadores de peso molecular, sequido del sobrenadante o clarificado celular.
Posteriormente, se encuentra el lavado (fraccién que se obtiene antes de comenzar la elucion), a continuacion,
estan las 12 fracciones obtenidas de la elucion. La flecha negra de la derecha muestra el peso molecular de la
proteina Spelp (Imagen representativa).

Se combinaron las fracciones 5ala 12, y se cambi¢ a la solucién amortiguadora TEV.
Posteriormente, estas fracciones se incubaron con la enzima TEV durante toda la noche a 8
°C para retirar la etiqueta de His de la Spelp. En la figura 23 se muestra la digestion de la

etiqueta de His por la enzima TEV en un gel de poliacrilamida al 8%.
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Figura 23. Digestion de la proteina Spelp empleando la enzima TEV. En el primer carril de la izquierda se
muestran los marcadores de peso molecular, seguido de la proteina Spelp antes de ser sometida a la digestién,
el siguiente carril corresponde a la enzima Spelp una vez realizada la digestion (pierde 12 KDa). Las flechas
negras de la derecha muestran a la enzima TEV, el peso molecular de la proteina Spelp antes y despues de la
digestion (Imagen representativa).

Una vez que se cortd la mayor parte de la etiqueta de His de la Spelp, se realizé una
cromatografia de afinidad, empleando columnas con niquel (IMAC), para separar a la enzima
TEV (la cual cuenta con una etiqueta de His) de la Spelp. Posteriormente a la cromatografia
de afinidad, las fracciones con enzima libre de etiqueta de His se concentraron de 500 a 1000
pL, posteriormente realizamos una cromatografia de exclusion molecular. En la figura 24 se
muestra el cromatograma de elucion de la cromatografia de filtracién en gel utilizando la
columna Superdex 200 Increase (GE), donde se analizd la absorbancia a 280 nm de las

fracciones de purificacion mostrandose un solo pico que corresponde a la enzima Spelp.
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Figura 24. Cromatograma del proceso de purificacion por cromatografia de exclusion molecular de la
proteina recombinante Spelp. Se inyecta la muestra en el equipo y posteriormente se comienza la separacion

de la proteina Spelp por peso molecular. La linea azul corresponde a las unidades de absorbancia a 280 nm
(Imagen representativa).

Posteriormente a la cromatografia de exclusion molecular, se realiz6 una

electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% para determinar las fracciones que contenian a
la Spelp (Figura 25).

50 KDa™P> ' - "---—-

Figura 25. Purificacion de la Spelp recombinante por cromatografia de exclusion molecular. En el primer
carril de la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular, seguido de las fracciones obtenidas de la
proteina Spelp con un peso molecular de 52 KDa (Imagen representativa).
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Posteriormente, las fracciones 15-23 se concentraron mediante una filtracion por
centrifugacion hasta tenerla a una concentracién entre 10 6 20 mg/mL. La proteina se
cuantifico utilizando la técnica de Bradford. El rendimiento de la purificacion fue de 0.3 a 3

mg de proteina Spelp por litro de cultivo (22 purificaciones).

7.5 Cristalizacion de la Spelp por microbatch

Los cristales de la proteina Spelp se obtuvieron utilizando la técnica de Microbatch
(ver metodologia). La cristalizacion se llevo a cabo, en presencia y ausencia de la coenzima

PLP, asi como de diversos ligandos de la enzima (Figura 26).

- PLP
- Put
- D-Lys
- Cad

+PLP
- Put
D-Lys
- Cad

+PLP +PLP
+ Put - Put
-D-lys +D-Lys
- Cad -Cad |
D E

Figura 26. Cristales de Spelp obtenidos por el método de microbatch a diferentes condiciones de
cristalizacion. En la seccion A, C, D, E, F la concentracion de la proteina Spelp es de 10 mg/mL; en la seccion
B la concentracion de la Spelp es de 20 mg/mL. — PLP no contiene PLP; + PLP contiene 0.2 mM de PLP; - Put
no contiene Put; + Put contiene 20 mM de Put; - D-Lys no contiene D-Lys; + D-Lys contiene 25 mM de D-
Lys; - Cad no contiene Cad; + Cad contiene 25 mM de Cad (Imagenes representativas).

Los cristales obtenidos fueron de forma prismatica hexagonal. El tamafio y grosor de
éstos varid dependiendo de las diferentes soluciones de precipitacion y el ligando. Las
mejores condiciones de cristalizacion hasta el momento fueron MES 100 mM pH 6.5, MgCl;
62 mM, PEG 3.35K 16.054 %, PLP 0.2 mM y Cad 25 mM (Figura 26, seccion F).
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7.6 Determinacion de la actividad de Spelp

7.6.1 Cuantificacion de Cadaverina y Putrescina por espectrometria de masas

Se utilizd espectrometria de masas para medir la actividad de la Spelp mediante la
cuantificacion de sus productos de descarboxilacion, Put y Cad. Para esto fue necesario
primero optimizar y determinar el patron de fragmentacion de cada una de las moléculas, de
manera independiente, como se describe en la metodologia. La muestra del estandar de PA
resuspendido en agua, se inyecto directamente en el espectrometro de masas y se realizd un

escaneo de iones en modo positivo de las moléculas presentes en la muestra (Figura 27 y 28).
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Una vez que se identificaron los iones especificos de Cad y Put en modo positivo, se
realiz6 la fragmentacion de estos iones (Figura 29 y 30), lo que nos permitid identificar el
fragmento mayoritario de la Cad o Put. De ambas moléculas se determind que el patrén de

fragmentacion para Put era: m/z = 88.9 — 72.1 y para Cad: m/z =103.2 — 86.2.
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Posteriormente, conociendo el patron de fragmentacion de cada PA, se inyectaron
diferentes concentraciones de los estdndares de Put y Cad obteniéndose un espectro para cada
concentracion, con lo que se pudo observar que la cuenta de iones aumentaba de manera
proporcional a la concentracion y por lo tanto no existia ninguna interferencia de algun otro
componente presente en la muestra. (Figura 31y 32).
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A partir de estos espectros se pudo obtener el area bajo la curva de las diferentes
concentraciones de Put (m/z = 88.9 — 72.2) y Cad (m/z = 103.2 — 86.2) y se construy6 una
curva patron (Grafica 1) para la cuantificacion de las PAs producidas por la Spelp.
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Graéfica 1. Curva de concentracion de Put o Cad vs area bajo la curva. Se muestra el area bajo la curva
obtenida de los espectros de masas. Las lineas continuas de color azul y naranja corresponden a las curvas
obtenidas de los datos experimentales de Put y Cad, respectivamente. Las lineas discontinuas de color azul y
naranja corresponden a la linealizacion de los datos obtenidos de Put y Cad, respectivamente. La R?=0.9928 y
0.9782 corresponden a las ecuaciones de las curvas de Put y Cad, respectivamente.

Las curvas de concentracion vs area bajo la curva de cada PA se prepararon usando
agua como disolvente. Sin embargo, la reaccion de enzimatica se llevaria a cabo en la
solucién amortiguadora HEPES por lo cual se prepard una curva patron en presencia de esta
solucion amortiguadora a una concentracion de 40 mM. La cuenta de iones que se obtuvo
con las PAs disueltas en 40 mM de HEPES, disminuy6 de manera importante en comparacion
con las obtenidas con la PAs disueltas en agua. Para tratar de disminuir este efecto de matriz,
se probaron dos concentraciones diferentes de solucién amortiguadora HEPES, 5y 10 mM a
pH 7.5. Empleando ambas concentraciones, la solucion amortiguadora HEPES disminuy0
significativamente la sefial de la concentracion de Cad mas alta (25 uM) (Figura 33). Este
resultado imposibilitd la medicién de la actividad por esta técnica, tomando en cuenta que la
concentracion del metabolito después de la reaccion enzimatica de la Spelp seria de
aproximadamente 1.4 uM por min.
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Figura 33. Superposicion de los espectros de masas obtenidos en modo positivo con diferentes
concentraciones de solucién amortiguadora HEPES. Se muestran las sefiales de uno de los iones especificos
de Cad (m/z = 103.1) con agua (pico verde), HEPES 5 (pico rojo) y 10 mM (pico azul).

7.6.2 Cuantificacion de CO; por espectrofotometria

Debido a la interferencia de la solucion amortiguadora, no fue posible medir la
actividad empleando espectrometria de masas, entonces se decidié emplear un método
espectrofotométrico para medir la cinética de la formacion de CO,. Para esto se midié la
reaccion acido-base entre el rojo de fenol y el &cido carbdnico que se forma por la interaccion

del agua y el COy, este tltimo formado por la descarboxilacion de la Orny Lys.

Esta reaccion se realiz6 empleando como sustrato Lys con dos concentraciones
diferentes de enzima 0.5 mg/mL y 1 mg/mL, esto para realizar dos cinéticas de formacion de
CO2 y compararla. Sin embargo, no se observé ningin cambio en la absorbancia al llevar a

cabo la reaccién (Figura 34 seccién A, By C).
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Al emplearse Lys como sustrato no se observo el comportamiento cinético esperado,
lo cual podria ser debido a la baja tasa de formacion de CO2 con este aminoacido. Por lo
tanto, se intentd medir la cinética de la Spelp empleando Orn 10 y 1 mM, ya que al ser mayor
la tasa de formacion de CO: con este sustrato, se esperaba ver la actividad de
descarboxilacién de la enzima (Figura 34 seccién D, E, F, G y H). Sin embargo, tampoco
logramos observar ningun cambio en la absorbancia por lo que no pudimos determinar la

actividad de esta enzima por esta metodologia.

A Lys B Lys

D Orn EOrn ) FOrn

Figura 34. Cinética de formacién de CO2 de la enzima Spelp. Seccién A Se muestra el control sin adicion
de Spelp y con Lys 10 mM. Seccion B contiene una concentracion de 0.5 mg/mL de Spelp y Lys a 10 mM.
Seccion C se adiciond una concentracion de 1 mg/mL de Spelp y Lys a 10 mM. Seccidn D esté el control sin
adicion de enzima y con 10 mM de Orn. Seccién E contiene una concentracion de 0.5 mg/mL de Spelp y Orn
a 10 mM. Seccidn F se empled una concentracion de 1 mg/mL de enzimay Orn a 10 mM. En todas las secciones
anteriores se us6 40 mM de HEPES. Seccion G se adicion6 una concentracion de 5 mM de HEPES, 10 mM de
Orny 1 mg/mL de Spelp. Seccion H se adicion6 una concentracion de 5 mM de HEPES 1 mM de Orny 1
mg/mL de Spelp.
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8.0 DISCUSION

La ruta de sintesis de Put, Spd y Spm inicia con la ODC, la cual es la enzima més
regulada de la via y se ha visto involucrada en diversos procesos bioldgicos, incluyendo el
desarrollo de enfermedades tales como el cancer (Russell & Snyder, 1968). Las levaduras,
especialmente S. cerevisiae, son organismos modelo de las células eucariontes, por lo cual se
han estudiado ampliamente (Miller-Fleming, et al, 2015). Una de las investigaciones méas
recientes sobre esta levadura, dio como resultado la relacion del metabolismo de la Lys y el
de las PAs, donde se encontrd que la Spelp es capaz de descarboxilar tanto a la Orn como a
la Lys (Olin-Sandoval, et al, enviado). Sin embargo, a pesar de esta recién descubierta
actividad dual, el mecanismo atdmico de catalisis no ha sido obtenido. Por ello es importante
caracterizar estructuralmente a la Spelp.

Para este proyecto fue necesario obtener la proteina recombinante. Para esto,
extrajimos el ADN gendmico de la levadura. Las formas convencionales para aislar ADN
gendmico de este organismo utilizan perlas de vidrio o digestion enzimatica para romper la
pared celular. El uso de las perlas de vidrio lleva mucho tiempo, mientras que la digestion
enzimatica de las células es costosa (Harju, et al, 2004). Por lo tanto, en este trabajo
realizamos dos ciclos de congelacion - descongelacion de las células en una solucion
amortiguadora de lisis que se utilizo para romper la pared celular y liberar el ADN, sin
necesidad de usar enzimas o perlas de vidrio. La lisis celular fue seguida de la extraccion con
cloroformo y precipitacion con etanol (Harju, et al, 2004). Empleando esta técnica se
obtuvieron 80.79 pug de ADN por 1.5 mL de cultivo lo que lo vuelve un protocolo muy
eficiente ya que, utilizando las perlas de vidrio y la digestion enzimatica, se obtienen entre
2-4 g de ADN por 10 mL de cultivo (Hoffman & Winston, 1987) y 50 mg de peso himedo
de levadura (Merck KGaA, 2018), respectivamente.

Una vez que se aislo el ADN genomico de levadura, se realizé la amplificacion del
gen de Spelpy se clono en el plasmido de expresion en E. coli pRSET, utilizando la técnica
de ensamble in vivo. Esta técnica se basa en la recombinaciébn homologa del ADN

amplificado, tanto del gen a expresar, como del plasmido, que sera el vector de expresion,
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dentro del huésped E. coli. Esta técnica presenta como ventaja la reduccion del tiempo y

costos, ya que no requiere emplear algun kit comercial (Garcia-Nafria, et al, 2016).

Para poder obtener la mayor produccién de proteina recombinante, fue necesario
realizar perfiles de expresion en la cepa SoluBL21 de E. coli transformada con el pScODC,
con los cuales se determinaron la temperatura y tiempo de induccién 6ptimos para la sobre-
expresion. Debido a que el plasmido contiene un promotor T7, utilizamos IPTG para la
induccién. Esta molécula es un isémero de lactosa, que actu6 como un andlogo no
hidrolizable de ésta Ultima y permitid la sobreexpresion de la proteina codificada por el
vector. ElI IPTG a diferencia de la lactosa es el inductor méds empleado, ya que no es
metabolizado por la bacteria (Hansen, et al, 1998). Obtuvimos la mayor expresion de proteina
a 37 °C incubando toda la noche después del estimulo con IPTG. Se han reportado diferentes
condiciones de tiempo y temperatura para la sobre-expresion de la Spelp, lo cual sugiere que
cada proteina presenta condiciones particulares debidas al organismo del que proviene (Dufe,
et al, 2007; Lee, et al, 2007).

Después de que obtuvimos las condiciones dptimas de expresion, se realizaron
macrocultivos y posteriormente llevamos a cabo la purificacion de una cantidad de proteina
suficiente para cristalizar. La etiqueta de His presente en la proteina recombinante facilita su
purificacion, debido a que interactda con el Ni?* que se encuentra unido al grupo quelante
que contiene la agarosa que se encuentra en las columnas (HisTrap HP, GE Healthcare Life
Sciences, 2018). Es importante retirar la etiqueta de His, debido a que la proteina expresada
no la contiene de manera natural. Ademas, al momento de cristalizar, dificulta la formacién
de cristales ya que en general, le confiere mayor movilidad a la proteina, impidiendo su
estabilizacion (Bergfords, 2009; Dale, et al, 2003).

Fue necesario obtener a la proteina con un alto grado de pureza, para poder inducir la
formacion de cristales. Para ello se llevo a cabo una cromatografia de exclusion molecular
como paso final de la purificacion (Kandiah, et al, 2016), lo cual nos permitio separar a la
proteina en su estado oligomérico nativo, de un estado de agregacion no fisiologico. Al
finalizar la cromatografia, se purificé entre 3 - 0.3 mg de proteina por litro de cultivo

bacteriano, siendo esta una gran cantidad de proteina comparada con la que se obtendria de
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la S. cerevisiae. Se ha reportado que el 45 % del peso seco de la levadura es proteina
(Gutiérrez & Gomez, 2008). De esta cantidad el 0.0001 % del total de proteina celular es
Spelp (Heby & Persson, 1990), lo que nos dejaria con muy poca cantidad de la enzima de
interés. Siendo mucho mas eficiente la obtencion de proteina recombinante. Una vez
purificada la proteina se concentré a 10 mg/mL y 20 mg/mL. La primera concentracion se
ocupd de manera inicial para la induccién de cristales (Bergfords, 2009) y la segunda fue
reportada para la cristalizacion de la ODC (Homo sapiens) en presencia de la solucion
amortiguadora Tris (Almrud, et al, 2000; Grishin, et al, 1999). Esto ultimo, es importante ya

que la ODC de humano es la que tiene el mayor porcentaje de identidad (26 %) con la Spelp.

Para establecer el mecanismo de catlisis de esta enzima con Orny Lys, se realizaron
varios intentos de cristalizacion con resultados parcialmente exitosos como se puede notar
en la figura 26. Para obtener cristales adecuados, a menudo se buscan cristales de un gran
tamario, lo cual implica gran dificultad (McPherson & Gavira, 2013). Los cristales de
proteina deben ser cultivados en solucién acuosa, denominada licor madre (McPherson &
Gavira, 2013). Este licor madre presenta caracteristicas particulares (iones, ligandos,
sustrato, coenzimas, inhibidores, farmacos u otras moléculas efectoras) para la cristalizacion,
donde generalmente el contenido no altera la estructura de las macromoléculas individuales
(McPherson & Gavira, 2013).

En este trabajo se emple6 el método de Microbatch para obtener cristales de Spelp.
La ventaja de emplear esta técnica es el uso reducido de muestra debido a que se trabaja con
bajos volumenes (uL) (Bergfors, 2009). Ademas de esta ventaja es importante resaltar que
en un ensayo (placa de microbatch) se pueden probar varias condiciones que involucran
diferentes licores madre. Se realizaron varias pruebas con diversas soluciones
amortiguadoras (HEPES, Tris y MES) y diferentes concentraciones tanto de MgCl> como de
PEG 3.35K (revisar tabla 8) al igual que la adicién de diversos ligandos como D-Lys, Puty
Cad. Los primeros cristales obtenidos fueron con la proteina sin ligandos, ni PLP, en
presencia de la solucion amortiguadora HEPES, sin embargo, éstos eran muy pequefios
(Figura 26 seccion A). Posteriormente, se obtuvieron cristales de un mayor tamafio, donde el
PLP estaba presente (Figura 26 seccion B). Esto se logro por un cambio de solucion

amortiguadora (Tris en lugar de HEPES) y un aumento en la concentracién de la proteina (20
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mg/mL). Asimismo, se realizd otro cambio de solucion amortiguadora (en este caso se uso
MES), donde se obtuvieron cristales de mayor tamafio con respecto a los anteriores (Figura
26 seccion C). Se uso solucion amortiguadora MES a pH 6.5 debido a que la estructura de
ODC de humano se obtuvo empleando esta solucion amortiguadora (Dufe, et al, 2007). Otra
modificacion fue la adicion de los ligandos. Los cristales obtenidos adicionando Put (20 mM)
y D-Lys (25 mM) al licor madre (Figura 26 seccién D y E, respectivamente), en lugar de
presentar alguna mejora, fueron cristales mas pequefios y menos definidos. Los mejores
cristales fueron obtenidos en presencia de 25 mM de Cad, 100 mM de solucion
amortiguadora MES pH 6.5, 62 mM de MgClz, 16.054 % de PEG 3.35K y 0.2 mM de PLP
(Figura 26 seccion F). Estas modificaciones fueron incluidas ya que la estructura de ODC de
V. vulnificus se obtuvo empleando Tris al igual que 20 mM de Put (Lee, et al, 2007), en la de
T. brucei se emple6 25 mM de D-Orn (en nuestro caso se empled D-Lys) (Jackson, et al,
2003) en la estructura de LDC de E. coli se emple6 30 mM de Cad (en nuestro caso fue 25
mM) (Kanjee, et al, 2011). La sustitucion de la solucion amortiguadora afectd positivamente
la estabilidad de la Spelp promoviendo su cristalizacion (McPherson & Gavira, 2013). El
cambio en la concentracion de la proteina empleada para la cristalizacion es dependiente de
las condiciones del licor madre que se esté empleando (Bergfors, 2009). Por otro lado,
también se probo el uso de PEG de cadena mas corta (ver tabla 6), debido a que se reporta
que mejora las caracteristicas de los cristales (\Van Driessche, et al, 2018), sin embargo, en

este caso no promovio ningln cambio que representara una mejora en los cristales.

La obtencion del patrén de difraccion depende principalmente de 2 factores, el
primero es la calidad del cristal (McPherson & Gavira, 2013) (que so6lo se puede verificar
con la obtencidn de este patron) y el segundo es la potencia del rayo del equipo que se emplea.
El primer paso para la obtencién de la estructura cristalografica fue el uso de un difractometro
presente en el Laboratorio Nacional de Estructura de Biomacromoléculas (LANEM)
(Instituto de Quimica, UNAM). Sin embargo, no se pudo obtener un patron de difraccion,
por lo que se optd por utilizar la radiacion sincrotron (Laboratorio Nacional de Argonne,
Chicago, IL.). El resultado que pudimos rescatar del uso del difractémetro de laboratorio es
que se trataba de cristales de proteina, ya que los cristales de sales, independientemente de la

sal que sea, tienen un patron de difraccion muy caracteristico, en el cual no se observan
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reflexiones en el centro, y generalmente es de alta resolucion. Por otra parte, a pesar de las
capacidades de la radiacion, tampoco se pudo obtener un patron de difraccion en el
sincrotrén. Algunas sustancias, pueden liberar el solvente con el que estan interactuando, lo
cual rompe con el equilibrio y comienza la perdida de la estructura cristalina. Este fendbmeno
se puede observar cuando el cristal ha sido expuesto demasiado al aire. Lo anterior, y el que
la calidad del cristal no fuera la éptima, son las razones por las cuales no se obtuvo un patron
de difraccion. Por lo tanto, para mejorar la calidad del cristal, seria conveniente probar otras
técnicas de cristalizacion como micro y macro seeding. ElI cambio de la técnica de
cristalizacion en ocasiones ayuda a mejorar los cristales obtenidos (Bergfors, 2009). También
se recomienda el cambio de la sal que se emplea por las sales de los compuestos quimicos de
la misma familia (Bergfors, 2009). En este caso, de acuerdo con la tabla 6, se probaron
diversas sales en las soluciones de licor madre, sin embargo, los cristales obtenidos fueron
mas pequefios que los conseguidos anteriormente con MgCl,. Debido a lo anterior y de
acuerdo con la tabla 6 la Gnica sal que nos falta probar es BaCl,, que podria ayudarnos a

mejorar los cristales.

Por otro lado, continuamos con la determinacion de la actividad de la Spelp.
Inicialmente decidimos medirla monitoreando la aparicion de sus productos (Put o Cad) por
espectrometria de masas, debido a que es una técnica altamente selectiva y sensible (Glish &
Vachet, 2003). Fuimos capaces de determinar el patron de fragmentacién de los estandares
(Put y Cad) disueltos en agua, y con esto se construy6 una curva patron (Put, R = 0.9782 y
Cad, R = 0.9928). Sin embargo, cuando éstos se encontraban en presencia de HEPES, las
cuentas de los iones especificos de Cad y Put disminuyeron de manera muy importante. Este
fendmeno ocurre porque hay un efecto de la matriz, que es comudn cuando se utilizan fuentes
de ionizacién por ESI (Li & Huang, 2014; Khoury, et al, 2016). Esta supresién es debida a
los componentes de la matriz o0 a la presencia de compuestos potencialmente ionizables en
las muestras (Bonfiglio, et al, 1999; Li & Huang, 2014; Khoury, et al, 2016). Las
interferencias estan cominmente asociadas con el grado de ionizacion del analito. En este
contexto, la ionizacién se refiere a los dos procesos que conducen a la formacion de iones en
fase gas muestreados por el espectrometro de masas: 1) transferencia del analito a la fase

gaseosa y 2) la adicion de una carga para formar un ion. Por lo tanto, la sefial de una
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determinada concentracion del analito puede cambiar de acuerdo a los componentes de la
matriz (Bonfiglio, et al, 1999). Este efecto de supresion se puede disminuir utilizando un
HPLC acoplado a masas, ya que los componentes de la muestra se van a separar de acuerdo
a la interaccion de estos con la columna presentando asi diversos tiempos de retencién
logrando tener la sefial de nuestro analito libre de la matriz (Burtis, et al, 1970; Thermo Fisher
Scientific, 2012).

Debido a esta interferencia no fue posible medir, por este método, si la enzima Spelp
recombinante era activa, ya que la actividad de producto que esperabamos era de 1.4 uM por
min y se encontraria en la linea basal de deteccidn. Por lo tanto, se buscé utilizar un método
espectrofotométrico basado en una reaccién acido-base entre el rojo de fenol y el &cido
carbdnico que se forma por la interaccion del agua y el CO2 que se desprende después de la
descarboxilacion de la Orn ¢ Lys. Sin embargo, tampoco pudimos detectar actividad de la
Spelp, probablemente debido a que la reaccion enzimatica no produce el CO; suficiente para
formar una concentracion de &cido carbonico capaz de romper el sistema de amortiguamiento
de la solucién amortiguadora de reaccion utilizado por lo que no se observé un cambio en la
absorbancia del rojo de fenol. Otra razdn, podria ser que el acido carbdnico que reacciona
con el indicador es muy poco y el equipo no es capaz de detectar el cambio. Sin embargo, en
un trabajo donde miden la actividad de la anhidrasa carbdnica (Homo sapiens), usaron una
solucion amortiguadora con una concentracion de 10 mM de HEPES (Winum, et al, 2009).
Inicialmente empleamos una concentracion de 40 mM de la misma solucién amortiguadora,
ya que se us esta concentracion para medir la actividad de la Spelp mediante LC-MS/MS
(Olin-Sandoval, et al, enviado), lo cual influy6 en nuestros resultados. No obstante, también
se us6 5 mM de HEPES obteniendo el mismo resultado, con lo cual podemos decir, que
efectivamente el acido carbdnico que se forma es poco. Otra técnica que pudiera ayudar a
resolver si se trata de una enzima activa, es cuantificando Put y Cad derivatizadas con cloruro
de dansilo por HPLC acoplado a un detector de fluorescencia. Este agente se emplea para
derivatizar aminoacidos, PAs, péptidos y proteinas pequefias. Esta molécula es capaz de
reaccionar con aminas primarias y secundarias produciendo derivados fluorescentes (Sigma-
Aldrich, 2018).
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9.0 CONCLUSIONES

A traves del ensamble in vivo se logré clonar la proteina Spelp de Saccharomyces

cerevisiae.

El proceso de purificacion de Spelp fue efectivo para lograr obtener la proteina en

cantidad y con la pureza necesaria para llevar a cabo la cristalizacion.

Después de probar diversas condiciones de optimizacion, se logré una condicion con
MES, MgCl,, PEG 3.35 K, PLP y Cad que permiti6 obtener los cristales de mayor tamafio.

A pesar de haber obtenido cristales de un tamafio adecuado, estos no fueron de la

calidad necesaria para obtener un patrén de difraccion.

La cuantificacién de los productos de Spelp, Put'y Cad por espectrémetro de masas

no fue posible debido al efecto de matriz causado por el medio de reaccion.

No fue posible cuantificar la produccién de CO., de Spelp, espectrofotométricamente

utilizando rojo de fenol.

10.0 PERSPECTIVAS

> Medir la actividad de la Spelp por HPLC acoplado a un detector de Fluorescencia

derivatizando a las PAs con cloruro de dansilo.

> Continuar la optimizacién de cristales modificando los componentes del licor madre,

de igual forma incubar con Putrescina, D-Lisina y/o Cadaverina.
> Analizar la difraccion de nuestros cristales con luz de sincrotron.

> Establecer mecanismo de actividad dual.
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