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RESUMEN

RESUMEN

Las quitina sintasas (Chs) son enzimas de gran importancia en la naturaleza debido
a que sintetizan los componentes estructurales de especies de diferentes reinos
eucariota, incluyendo al de los hongos. Desafortunadamente, su estructura y el
mecanismo molecular de la sintesis de su producto microfibrilar siguen siendo en
gran medida, desconocidos. Probablemente, esto se debe a que hasta el momento
no se han purificado quitina sintasas fungicas activas, posiblemente debido a su
extrema hidrofobicidad. En este estudio, hemos recurrido a la expresién heterdloga
de una quitina sintasa de tamafo pequefio del hongo Zygomycota Rhizopus oryzae
(RO3G_00942, Chs1) en Escherichia coli, que aunque se acumulaba principalmente
en cuerpos de inclusion, altas concentraciones de arginina o urea permitieron su
solubilizacion. Sin embargo, durante la dilucion de la enzima, asi solubilizada, ocurrid
su desnaturalizacion y precipitacion. Pese a ello, el uso de urea permitidé la
purificacion de pequefias cantidades de la enzima. Las propiedades cinéticas de la
enzima RoChs1 (Km del substrato, temperatura y pH Optimos efecto de N-
acetilglucosamina (GIcNAc)) fueron anormales comparadas con las determinadas en
preparaciones crudas de enzimas Chs de diferentes hongos, probablemente debido
a que carece de las regiones transmembranales, zonas hidrofobicas que son
caracteristicas de las quitina sintasas. La proteina RoChs1 es capaz de sintetizar
quitina in vitro, producto que en contraste con quitina sintetizada por preparaciones
de quitosomas, ocurria sélo parcialmente en forma de microfibrillas cortas de baja
cristalinidad. Este trabajo es el primero que describe una Chs activa expresada de
manera heterologa, y en el que se ha podido medir la actividad de una sola Chs, ya
que en trabajos anteriores se han empleado mezclas crudas de varias enzimas o
quitosomas. Este enfoque puede conducir a futuros trabajos en el afan de obtener
quitina sintasas activas que permitan la comprension de su mecanismo de actividad

molecular, y el proceso de sintesis de microfibrillas de quitina.
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ABSTRAC

ABSTRACT

Chitin synthases are highly important enzymes in nature, where they synthesize
structural components in species of different eukaryotic kingdoms, including the
kingdom Fungi. Unfortunately, their structure and the molecular mechanism of
synthesis of their microfibrillar product remain largely unknown, probably because no
fungal active chitin synthases have been isolated, possibly due to their extreme
hydrophobicity. In this study we have turned to the heterologous expression of the
transcript from a small chitin synthase of Rhizopus oryzae (RO3G_00942, Chs1) in
Escherichia coli. The enzyme was active, but accumulated mostly in inclusion bodies.
High concentrations of arginine or urea solubilized the enzyme, but their dilution led to
its denaturation and precipitation. Nevertheless, use of urea permitted the purification
of small amounts of the enzyme. The properties of Chs1 (Km, optimum temperature
and pH, effect of GIcNAc) were abnormal different to others previously reported,
probably because it RoChs1 lacks the hydrophobic transmembrane regions
characteristic of chitin synthases. The product of the enzyme showed that, contrasting
with chitin made by membrane-bound Chs’s and chitosomes, was only partially in the
form of short microfibrils of low crystallinity.
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.  INTRODUCCION

1.1. Funciones y composicion de la pared celular

Un gran numero de organismos como las plantas, los hongos y los procariotas,
poseen una estructura externa llamada pared celular que los protege de los cambios
en el medio ambiente. Dicha estructura se localiza fuera de la membrana celular y
ademas de brindarles resistencia, soporte y plasticidad, les confiere su forma, y
también permite que la célula pueda interactuar con su entorno (Ruiz-Herrera, 2012).

En el caso de los hongos, la pared celular provee funciones de proteccion y de
interaccidn con superficies solidas, incluyendo a otros organismos que pueden ser
sus huéspedes. En primer lugar, al proveer funciones de proteccion pues actua como
una barrera en contacto con el ambiente donde se desarrollan los hongos. Si la
pared celular se remueve o debilita, el hongo muere, debido a que la membrana
plasmatica es incapaz de resistir los cambios en la presion osmética existentes entre
la célula y el medio ambiente. Por otro lado, la interaccion con superficies solidas es
debido a que puede poseer moléculas hidroliticas como también tdxicas, y éstas
pueden estar siendo involucradas por el hongo en la invasion de diversos nichos
ecologicos, incluyendo sus huéspedes, en el caso de hongos patogenos (Latge,
2007). En las levaduras, la cubierta externa es una estructura rigida que mide cerca
de 100-200nm de espesor y constituye alrededor del 25% del total de la masa seca
de la célula (Rast et al., 2003).

La pared celular esta compuesta de cuatro clases de macromoléculas:
proteinas altamente glicosiladas (“manoproteinas”), dos tipos de -glucanas y quitina
(Fig. 1). La composicion de la pared celular esta sujeta a considerables variaciones
de acuerdo a las condiciones del medio externo, o de los estadios de desarrollo,
alteraciones que pueden ser altamente controladas en el espacio y el tiempo (Erwig y
Gow, 2016).
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Melanina Rodillos

Proteinas

Mananas

p-1,6-glucana

p-1,3-glucana

Quitina

Levadura Candida Conidio Aspergillus

Fig. 1 Esquema general de la pared celular en dos tipos de hongos

La pared celular de hongos (levadura o micelio) esta generalmente compuesta de
cuatro clases de macromoléculas: (glicoproteinas altamente glicosiladas
(“manoproteinas”), dos tipos de p-glucanas y quitina. (figura modificada de Erwig y
Gow, 2016).

La estructura y biogénesis de la pared celular de hongos es unica, e involucra un
numero de procesos celulares que a menudo resultan ser excelentes blancos para el
desarrollo de drogas antifungicas. Estos procesos han sido caracterizados a nivel
molecular, por medio del analisis de la funciéon de muchos genes y proteinas.

La riqueza de la informacién genética involucrada en la biogénesis de la pared
celular debe ser una salvaguarda para la proteccion de la célula, de modo que la falla
de algun proceso puede ser compensada por la activacién de otro mecanismo que

restaure la barrera para su estabilidad.
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Por medio de tratamiento con enzimas liticas en presencia de un estabilizante
osmotico, la pared celular de los hongos puede removerse sin perjudicar la viabilidad,
aunque si otras funciones de la célula. Estas células “desnudas” son llamadas
protoplastos, los cuales pueden regenerar la pared celular, y este proceso ha sido
usado para estudiar los mecanismos involucrados en su biosintesis.

En 1811, Henry Braconnot aislé por primera vez de un hongo (Agaricus
volvaceaus) un polisacarido que llamo fungina, y que conocemos actualmente como
quitina (Braconnot, 1811). A mediados del siglo XX, se aislaron por primera vez
paredes celulares de hongos que mostraron poseer este polisacarido altamente
resistente, asi como una composicion compleja formada por diversos polisacaridos
no-nitrogenados, ademas de lipidos, proteinas y substancias inorganicas (ejemplos
de estos estudios, se pueden ver en Horikoshi and lida, 1964; Ruiz-Herrera, 1967;
véase una revision global en Ruiz-Herrera, 1992). Estos componentes pueden
entrecruzarse por medio de uniones covalentes dentro de la matriz de la pared
celular (Ruiz-Herrera, 2012, 1992) para constituir una estructura coherente.

De manera interesante, cabe sefalarse, que la quitina, que constituye el
componente estructural mas importante en la pared celular de los hongos, se ha
determinado posteriormente que esta ampliamente distribuida en otros grupos de
organismos eucariotas. Es asi que desde que Odier (1823) la identificd en los élitros
de los escarabajos, se ha demostrado su existencia en Protistas (Mulisch, 1993),
incluyendo quistes de amoeba (Arroyo-Begovich y Ruiz-Herrera, 1979; Campos-
Gongora et al., 2004), algunas algas tales como cromofitos y diatomeas (Blackwell et
al., 1967; Round et al., 1990; Smucker y Dawson, 1986); prymnesiophytes
(Chretiennot-Dinet et al., 1997), algunos Cromistas (Stramenopiles) (Dietrich, 1975),
e incluso en Cordados (Tang et al., 2015; Wagner et al., 1993).
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1.2. Quitina sintasas y la biosintesis de quitina

Glaser y Brown (1957), describieron por primera vez la sintesis de quitina in vitro
usando extractos crudos de Neurospora crassa, y las propiedades de la enzima
involucrada en el proceso (quitina sintetasa, llamada ahora quitina sintasa, aunque
ambas denominaciones son comunes) (Glaser and Brown, 1957). Posteriormente un
gran numero de estudios ha sido descrito en la literatura sobre las propiedades de
estas enzimas, aunque en todos ellos se emplearon extractos crudos que contenian
un numero variable de enzimas. Dentro de estos estudios se puede citar que Ruiz-
Herrera y Bartnicki-Garcia (1974) demostraron la sintesis de microfibrillas de quitina
in vitro por una forma “soluble” de quitina sintasa del hongo Mucor rouxii. Esta forma
de la enzima estaba dentro de microvesiculas especializadas en el transporte de la
quitina sintasa hacia la membrana plasmatica, denominadas quitosomas (Ruiz-
Herrera and Bartnicki-Garcia, 1974). Cabe sefialar que posteriormente se demostro
que M. rouxii posee mas de 20 quitina sintasas (Flores-Martinez et al., 1990; Lending
et al., 1991), por lo que el numero de quitina sintasas presente en los quitosomas
debe ser grande.

Algunos de los componentes de la pared celular de los hongos son
polimerizados en el exterior de la célula, mientras que otros son sintetizados
intracelularmente y transportados al exterior por una via secretora que se inicia en el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, la cual forma un sistema de vesiculas,
microvesiculas, microtubulos y microfilamentos de actina, localizado en el apice de
hifas conocido como corpusculo apical o Spitzenkorper, en el caso de hongos
filamentosos (Martin-Udiroz et al., 2004a; Riquelme, 2013; Riquelme y Sanchez-
Ledn, 2014; Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza, 1999).

Como ya se senald, la sintesis de quitina es llevada a cabo por enzimas
conocidas como quitina sintasas (Chs) que se localizan intracelularmente dentro de
vesiculas especializadas conocidas como quitosomas (Bracker et al., 1976; Ruiz-
Herrera y Bartnicki-Garcia, 1974). Las Chs no han podido ser purificadas aun, sin

embargo, mediante el uso de extractos crudos de membranas y quitosomas, que
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poseen mezclas de diferentes Chs, se ha podido estudiar la sintesis de quitina in
vitro (Ruiz-Herrera, 2012). Se ha demostrado que las Chs son enzimas alostéricas
que se activan por N-acetilglucosamina que se une a su sitio alostérico. Utilizan
como sustrato la uridina-difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), mediante una
reaccion de transglicosilacion (Fig. 2) la GIcNAc se une a una cadena creciente de
quitina. Esta reaccion requiere como cofactor un metal divalente que usualmente es
el Mg*" (Horsch et al., 1996). Las Chs se han clasificado en dos divisiones y cinco

clases, aunque algunos autores manejan siete clases. De acuerdo a su clasificacion,

la Division 1 comprende las Chs de tipo I, Il y Ill, mientras que en la Division 2 se
0
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UDP-N-acetil-D-glucosamina + [1,4-(N-acetil-g-D-glucosaminil)]n =UDP + [1,4-(N-acetil-B-D-glucosaminil)]n*1
enmarcan las clases IV y V (Ruiz-Herrera et al., 2002).

Fig. 2 Esquema y ecuacion de la sintesis de quitina por la enzima quitina
sintasa

A, Esquema de la sintesis de quitina por la enzima quitina sintasa que anade a partir
del azucar donador (UDP-GIcNAc) unidades de GIcNAc al extremo no-reductor de la
cadena de quitina en crecimiento. B, ecuacion de la sintesis de quitina. (Figura
modificada de Wattenberg et al., 2010).

Los genes que codifican Chs se conocen como CHS, y se sabe que los hongos
poseen mas de una clase de estos genes (Ruiz-Herrera y Ortiz-Castellanos, 2010).
Esto podria explicarse como un mecanismo de proteccion de la célula a la pérdida de
una quitina sintasa, o como enzimas con una regulacién, localizacion o funcidn
distintas. Saccharomyces cerevisiae tiene en su genoma tres genes CHS. La
disrupciéon de los primeros genes conocidos como CHS1 y CHS2 no causo6 grandes
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alteraciones fenotipicas (Bulawa, 1992; Bulawa et al., 1986; Bulawa y Osmond,
1990). Por el contrario, la mutante en el tercer gen, CHS3, mostré una reduccion
notable en el contenido de quitina (Valdivieso et al., 1991). La funcion de cada uno
de los productos que codifican estos genes ha sido sugerida con escasas bases en
este organismo. Asi, se ha sefialado que Chs1 esta involucrada en la reparacion
después de la gemacion, Chs2 participa en la formacion del septo y Chs3 sintetiza la
mayoria de la quitina; el anillo de quitina del septo que separa la célula madre y la
célula hija durante la gemacion y la quitina para la sintesis de quitosana en las
ascosporas (Cabib y Arroyo, 2013; Shaw et al, 1991; Silverman et al., 1988;
Valdivieso et al., 1991).

1.3. Infecciones fungicas e inhibidores de la sintesis de quitina

Las infecciones fungicas han llegado a ser recientemente un tema de alarma junto
con la alta tasa de morbilidad y mortalidad en pacientes que han sido aquejados por
estas infecciones (micosis) al recibir trasplantes de O6rganos, quimioterapia
antineoplasica, o que sufren de sindrome de inmunodeficiencia humana (HIV, por
sus siglas en inglés) (Pfaller and Diekema, 2007). Muchas de estas infecciones son
causadas por patdégenos oportunistas como Candida, Cryptococcus y Aspergillus
(Seyedmousavi et al., 2015). En este sentido cabe sefalar que existen escasos
antifungicos seguros y efectivos. Algunos de los mas comunes usados en la terapia
clinica incluyen a triazoles (por €j. fluconazol, voriconazol, itriconazol y pisaconazol),
polienos (por ej. anfotericina B, nistatina), inhibidores de sintesis de glucanas (por. €j.
equinocandinas, caspofungina, micofungina, anidulafungina), inhibidores de Ila
sintesis de quitina (por ej. nikomicina, polioxinas) y flucitosina, pero cada uno de ellos
tiene limitantes (Kathiravan et al., 2012; Perlin, 2007; Verweij et al., 2009; Louise A.
Walker et al., 2010).

Ademas, como existe un incremento emergente de cepas resistentes a varias

de estas drogas y surgen nuevos patogenos (Scheffler et al., 2013), hay una continua
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demanda hacia el descubrimiento de novedosos agentes antifungicos para tratar
enfermedades infecciosas causadas por hongos.

En hongos, las células estan protegidas por una pared celular, como antes se
menciond, que posee mayormente dos tipos de polisacaridos estructurales, los
cuales no existen en los humanos, por lo que son blancos especificos contra las
micosis: p-1,3-glucanas y quitina. La biosintesis de estos polisacaridos es llevada a
cabo por dos (glicosiltransferasas, 1,3-f-glucana sintasa y quitina sintasa
respectivamente (Munro, 2013). Las nuevas clases de drogas antifungicas que
inhiben la sintesis de 1,3-p-glucanas de la pared celular fungica son equinocandinas
(por ej. caspofungina, micofungina, y anidulafungina) (Cappelletty y Eiselstein-
McKitrick, 2007; Denning, 2003). Estas equinocandinas son caracterizadas por su
efectiva y relativa seguridad en las terapias, sin embargo, existe preocupacion al
respecto por la aparicion de mutantes resistentes. En algunos estudios, donde se
utilizaron equinocandinas, se observo un reforzamiento en la ruta de sintesis de
quitina, y con ello alteraciones en la eficacia de las drogas, pues la pared celular
contenia cantidades adicionales de quitina (Lenardon et al., 2010; Walker et al.,
2010; Wiederhold, 2007). Este es un proceso de compensacion o salvamento. Por
ello la quitina sintasa se vuelve el blanco ideal para el desarrollo de agentes
antifungicos, y en algunos casos, los inhibidores ya existentes para quitina sintasa
son el complemento cuando son usados con equinocandinas.

En la naturaleza existe una gran cantidad de antibioticos de tipo nucledsidos
que han mostrado tener una actividad contra una variedad de microbios. Entre ellos,
polioxinas y nikomicina, las cuales fueron descritas por primera vez como inhibidores
competitivos de las quitina sintasas in vitro, mostrando actividad antifungica,
insecticida y acaricida (Liu y Balasubramanian, 2001). A pesar de su favorable
actividad in vitro, estos inhibidores no han sido aceptados como antifungicos
alternativos, pues no son transportados facilmente a través de la membrana celular, y
tampoco alcanzan concentraciones efectivas en el suero. Sin embargo, estructuras

analogas a estos antibioticos podrian ser utilizadas para disefar y desarrollar
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inhibidores mas potentes de la quitina sintasa (Liu y Balasubramanian, 2001; Ruiz-
Herrera y San-Blas, 2003).

Perfeccionar las propiedades farmacocinéticas de las polioxinas y la nikomicina
implica la sintesis de derivados que contengan modificaciones en diferentes sitios de
la estructura (por ej. cambios estructurales en una parte del péptido, modificaciones a
la posicion C-5’ del nucledsido, o modificacion de una base). Estos analogos pueden
ser compuestos que poseen mayor actividad inhibitoria comparable que la de la
nikomicina. Varias derivados de uridina fueron sintetizados y probados contra quitina
sintasa. Compuestos con mejor eficacia fueron 1,2,3-triaolin unido a derivados de
uridina (Behr, 2011). Otros inhibidores fuertes incluyen analogos de la nikomicina Z
(nikkomycin Z), que fueron sintetizados por condensacion de aldehido de uridina con
varios acidos carboxilicos e isocianuros en enfoques combinatorios de sintesis, o
sintesis por induccién de grupos aromaticos al aminoacido terminal a partir de
polioxina C (Liao et al., 2009; Merzendorfer, 2013). Sin embargo estos estudios son

aun preliminares y requieren mucho trabajo a futuro.
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. HIPOTESIS

Existen en la actualidad metodologias que permiten el estudio de proteinas
recombinantes que pertenecen a un ambiente hidrofébico, como es el caso de las
proteinas transmembranales. Las quitina sintasas (Chs) de los hongos son proteinas
transmembranales que no han podido ser aisladas por sus caracteristicas
hidrofébicas, lo que ha impedido su estudio a nivel molecular. Por ello se ha
propuesto buscar en la literatura la descripcion de una Chs con menores
caracteristicas hidrofébicas, para intentar expresarla en forma de una proteina
recombinante activa en Escherichia coli y proceder a su purificaciéon parcial para
determinar sus propiedades y las caracteristicas fisicoquimicas de su producto, la
quitina. Ello permitira obtener un acercamiento al conocimiento molecular de las

quitina sintasas,
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lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Obtener en un sistema de expresion heterdloga (E. coli) la sintesis de una proteina
quitina sintasa recombinante y evaluar su capacidad de sintesis de quitina, y

determinar la naturaleza del producto sintetizado.

3.2. Objetivos Especificos

. Seleccionar a partir del analisis de la literatura una quitina sintasa (Chs), con
un bajo nivel de hidrofobicidad, cuyo gen codificante sea expresada in vivo.
. Elaborar una estrategia basada en su expresion heterdloga en E. coli para

obtener la enzima recombinante.

. Aislar la quitina sintasa recombinante mediante diferentes estrategias de
purificacion.
. Evaluar las caracteristicas bioquimicas y cinéticas de la quitina sintasa

recombinante
. Obtener producto de la sintesis (quitina), y determinar sus caracteristicas

fisicoquimicas
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material biolégico y medios de cultivo

La cepa de Rhizopus oryzae 2672 utilizada para la obtencidon del gen RO3G_00942
fue adquirida del centro de Coleccion Espafiola de cultivos Tipo (CECT). Esta fue
mantenida y propagada en medio sélido YPD, el cual contiene peptona al 2% (Difco),
extracto de levadura al 1% (Difco), glucosa al 2% (Sigma) y agar bacteriologico al 2%
(Difco). Para obtener el micelio, se recuperaron 5x10® esporas por mL en agua
destilada estéril, se inocularon en medio YPD liquido y se incubaron por 24 h en
condiciones de agitacion (180 rpm). El micelio fue colectado por centrifugacion y
lavado dos veces con agua destilada estéril.

La cepa de Escherichia coli BL21 (DE3) (Hussain y Ward 2003), asi como las
cepas modificadas para la expresion de genes fueron mantenidas en medio sélido
Luria-Bertani (LB) que contiene NaCl 1%, extracto de levadura 5%, peptona de
caseina 1% (Difco), agar bacteriolégico 2%, suplementado con 100ug por ml de
ampicilina y 34 ug por ml de cloranfenicol]. Las células fueron crecidas a 37 °C hasta

que alcanzaron una densidad 6ptica (OD 600 nm) de 0.6 (entre 12y 16 h).

4.2. Analisis in silico de la estructura de la Chs candidata

Para obtener estructuras tridimensionales confiables, se empleé el programa en linea
llamado Phyre2 (Protein Homology/analogy Recognition Engine v 2.0, por sus siglas
en Inglés, Kelley et al. 2015). Este nos permite construir de manera automatica
estructuras tridimensionales con extension “pdb”, y que se pueden utilizar y trabajar
en “software” libres como PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.2r3pre, Schrodinger, LLC) y UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004). Como antes se
menciond, Phyre? implementa cuatro estadios al momento de construir los modelos :
1, alineamiento de secuencias; 2, busqueda en librerias estructurales; 3, modelado y

4, remplazo. Para estos fines, es decir, la obtencion de una estructura 3D de la

11
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quitina sintasa in silico, fue una tarea laboriosa, pues a la fecha no se conocen
estructuras para esta clase de proteinas, pero si para las glicosiltransferasa tipo 2,
GT-2 y B-GT (Vrielink et al. 1994; Tarbouriech et al. 2001; Ciocchini et al. 2002;
Gurien et al. 2007; Vetting et al. 2008; Sheng et al. 2009; Sethaphong et al. 2013),
estructuras templado utilizadas en Phyre? pues son de la familia a la que pertenece la

quitina sintasa.

4.3. Aislamiento de RNA y sintesis de cDNA

Para el aislamiento de RNA se utilizd micelio de la cepa de Rhizopus oryzae 2672
previamente congelado en nitrogeno liquido y almacenado a -80 °C. Las muestras de
micelio congelado fueron maceradas en un mortero con pistilo con nitrégeno liquido y
el RNA fue extraido usando el reactivo TRIzol siguiendo las recomendaciones del
fabricante (USB Biochemical, Affymetrix). Posteriormente, la sintesis de cDNA de
primera cadena se realizd usando oligonucledtido dTo) y la enzima transcriptasa
reversa Superscript Il (Invitrogen).

4.4. Clonacion del transcrito de la quitina sintasa RO3G_00942 de R.

oryzae en plasmidos de expresion.

Dado que el gen seleccionado RO3G_00942 contiene dos intrones, se sintetizé y
cloné su correspondiente cDNA para su expresion en E. coli en lugar del gen
completo. Para la amplificacion del transcrito del gen RO3G_00942 (de aqui en
adelante nombrado CHS1) se usaron tres oligonucleotidos: el sentido (CSF1, 5'-
CTCGAGATGTCTGAAGAATCAGGAAGC-3, el sitio Xhol esta subrayado), el
antisentido 1 (CSR1, 5 -TCTAGATTAAGTACAAAGGAAGGATGAG-3) vy el
antisentido 2 (CSR2, 5-TCTAGATTATTCAATCAACAGCAAGAACG-3’, el sito Xbal
esta subrayado).

Los oligonucledtidos CSF1 y CSR1 se usaron para sintetizar el transcrito
completo, mientras que CSF1 y CSR2 fueron utilizados para sintetizar un transcrito

12
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incompleto. Dicha version, carece del dominio transmembranal ubicado al 3’ del gen,
en donde se removi6 el fragmento que codifica los 30 aminoacidos mas hidrofébicos,
pero se preservaron los motivos importantes de las quitina sintasas (Ruiz-Herrera et
al. 2002).

La mezcla de PCR (50 uL) contenia el cDNA de R. oryzae, oligonucledétidos
0.25 yM, dNTP 200uM y 1.25 U de Taq DNA Polymerase Platinum de alta fidelidad
(Invitrogen). Las condiciones de reaccion en el termociclador fueron 30 ciclos a 94 °C
por 30s, 57 °C por 30s y 68 °C por 90s. Los fragmentos de DNA amplificados de 1.5
kb fueron clonados en el vector de clonacion TOPO (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los vectores TOPO que contenian los fragmentos de
DNA fueron digeridos con Xhol y Xbal y posteriormente purificados en geles de
electroforesis de agarosa.

Para la construccidn de los vectores de expresion, se uso el plasmido pCold | el
cual contiene un residuo de seis histidinas hacia el amino terminal (Takara Bio,
Kyoto, Japon). Tanto los fragmentos de DNA purificados asi como el pCold | fueron
mezclados y ligados con la Ligasa T4 (Sigma) para generar asi los vectores de
expresion pCold-chs942 (transcrito completo que codifica un péptido de 530 aa) y el

pCold-chs942TD (transcrito truncado que codifica un péptido de 500 aa).

4.5. Expresion heteréloga del gen RoChs1 en E. coli

Células competentes E. coli BL21 Star (DE3) pRARE (Hussain y Ward, 2003) se
transformaron con los vectores de expresiéon pCold-chs942 6 pCold-chs942TD. Los
cultivos fueron establecidos en medio LB a una temperatura de 37 °C hasta que
alcanzaron una DO 600 nm de 0.6. Posteriormente, fueron transferidos a un bafio de
hielo por 30 min, se adicioné IPTG (isopropil-B-D tiogalactopiranosido) 1 mM y se
continué la incubacién por 16 h a 18 °C. Las células fueron cosechadas por
centrifugacion y almacenadas a -80 °C hasta su uso. En algunos casos se requirio
resuspender las células de E. coli en una solucion de lisis (Na2HPO4/NaH2PO4 50
mM de pH 6.5, 0.05%) con diferentes adiciones y PMSF 1 mM.

13
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Las células fueron fragmentadas mecanicamente por vibracion ultrasonica
usando una secuencia de pulsos de 10 seg y fueron centrifugadas a 750 g por 30
min. Los extractos celulares fueron resuspendidos en dodecil sulfato de sodio (SDS)
caliente y sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, Leammli
1970) al 12 %. La tincion se realiz6 con azul de Coomassie. La banda
correspondiente a la quitina sintasa se identificé por su movilidad correspondiente a

una proteina de 55 kDa.

4.6. Determinacion de la actividad enzimatica

De manera habitual se usé el método de filtraciébn descrito por Ruiz-Herrera y
Bartnicki-Garcia (1976). La mezcla de incubacion normal usada contenia lo siguiente:
extracto enzimatico, UDP—['*C]GIcNAc 0.4 mM (0.2 Ci mol” GIcNAC 20 mM, MgCl; 1
mM, Na;HPO4/NaH2PO4 50 mM pH 6.5 en un volumen final de 0.05 mL. Después de
30 0 60 min de incubacion, se detuvo la reaccién al adicionar ya fuese 20 yL de acido
acético glacial o 50 yL de NaOH 2 N. Las muestras fueron filtradas a través de discos
de fibra de vidrio de un diametro de 2.5 cm (Whatman GF/C) y subsecuentemente
fueron lavadas con 50 mL de una mezcla de acido acético 1 M y etanol al 95%. Los
discos fueron secados a 70 °C al menos por 1 h y se midié su radioactividad en un
contador de centelleo. La actividad fue expresada como nmoles de GIcNAc
incorporada en quitina por h. La actividad especifica fue calculada por mg de
proteina. En algunos experimentos, al final de la incubacién enzimatica, las muestras
fueron hidrolizadas con quitinasa (Sigma, 1 U por ml en regulador de
NaxHPO4/NaH2PO4 50 mM pH 6.0 a 25 °C por 2 h) y se filtraron en discos de fibra de
vidrio como anteriormente se menciond o fueron sometidas a cromatografia en papel
ascendente en tiras de papel Whatman No. 3 usando como solvente etanol/acido
acético glacial 7:3 v/v. Los cromatogramas (10 cm de longitud) fueron cortados en
fragmentos de 1 cm y su radioactividad fue medida como se mencioné antes.

Para determinar la actividad enzimatica de la quitina sintasa separada por
electroforesis en gel de poliacrilamida (12 %) en condicidn desnaturalizante (SDS-
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PAGE) o nativa (PAGE), los geles se incubaron con una mezcla de substrato no
radioactivo usando el doble de las concentraciones ya mencionadas. El gel fue
lavado con una solucién de fosfato de sodio 50 mM de pH 5.6 toda la noche, se
incubo con 0.1% de Calcofluor por 3 h en la oscuridad, y finalmente después de un
lavado con agua destilada toda la noche, se observo bajo una fuente de UV y se
tomaron fotografias.

Para sintetizar quitina no radioactiva con muestras enzimaticas, y asi evaluar
sus caracteristicas fisicoquimicas y morfologicas, las condiciones de incubacion se
modificaron ligeramente. Usamos el doble de las concentraciones de substrato no
radioactivo y GIcNAc, pero la misma concentracion de MgCly, y la incubacion se llevo
a cabo toda la noche a 28°C. La reaccion fue detenida como ya se describio y el
producto de ésta fue colectado por centrifugacion a 12,000 rpm en tubos Eppendorf.
Posteriormente se hicieron dos lavados con NaOH 2N, seguidos de tres lavados con
etanol al 20% y agua. Por ultimo, las muestras se secaron a 65 °C por 1 h y se
resuspendieron en 10-15 pyL de agua. Este producto se caracterizé por medio de
IFTR (transformacion de Fourier de espectroscopia de infrarojo), XRD (Difraccion de
rayos X), TEM (Microscopia electronica de transmision) y AFM (Microscopia de

fuerza atomica).

4.7. Deteccién de RoChs1 por medio de Western blot

Se sintetizd un péptido con la secuencia GKLVRTDTESYLDAPKTQ, la cual se
encuentra en la zona externa de Chs1, el cual fue usado como antigeno para obtener
anticuerpos en conejos (GeneScript, USA). Las muestras que fueron analizadas
fueron sometidas a electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida y
posteriormente se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa y se
detectaron como lo describen Harlow y Lane (1988) con el anticuerpo descrito
anteriormente. El anticuerpo secundario fue anti-conejo de cabra acoplado a
peroxidasa de rabano (Invitrogen). El substrato usado para realizar el revelado de la

RoChs1ATD fue una solucién de Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche).
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4.8. Cromatografia en gel por exclusion molecular

Se uso6 una columna de de Bio-Gel P-100 de Bio-Rad de 45 cm x 1 cm. Las muestras
enzimaticas de 0.5 mL obtenidas del sobrenadante del extracto de la cepa de E. coli
que expresaba la Chs1 (RoChs1ATD), fueron aplicadas y eluidas con la solucién de
lisis empleada. A continuacion, se recuperaron alicuotas de 0.5 mL de las
respectivas fracciones en donde se analizé la presencia de la proteina recombinante

por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida y por Western blot.

4.9. IMAC (Cromatografia por afinidad metalica inmovilizante)

Se utilizé una columna de Sepharose HiTrap IMAC FF (GE Healthcare Life Sciences)
equilibrada con una solucién de lisis que contenia 0.05 % de LMNG (2,2-
didecilpropano-1,3-bis--D-maltopiranosido, lauril maltosa neopentil glicol; Chan et
al.,, 2010) y urea 8 M. Después de adicionar 5 mL del sobrenadante del extracto
celular, se realizé un lavado con 5 volumenes de la misma solucion de lisis. La Chs1
fue eluida con 10 mL de soluciones de lisis que contenian cada una 20 mM, 40 mM
o 500 mM de imidazol. Las muestras eluidas fueron dializadas contra soluciones de
lisis carentes de imidazol que contenian sucesivamente urea 6M, 4M, 2M o solucidn
libre de urea. Finalmente se determin6 en cada fraccion la actividad enzimatica y el

patrén electroforético (SDS-PAGE) de las proteinas eluidas.

4.10. Microscopia de fluorescencia

Los analisis de microscopia de fluorescencia fueron realizados con muestras de
quitina previamente suspendidas en 10 yL de agua destilada y tefidas con calcofluor
0.02%, seguido de 2 lavados con agua destilada estéril y decantados por
centrifugacion. Posteriormente se fijaron y observaron en un microscopio de
fluorescencia Olympus BX50 (Japan). Se utilizaron filtros de excitaciéon de 350/400

nm y de emision de 400-421 nm. Las imagenes fueron tomadas con una camara
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Infinity3 de alta sensibilidad (Lumenera). Para la observacion de la autoflorescencia
de la quitina, las muestras fueron observadas en un microscopio confocal con laser
de barrido (LSM 800; Carl Zeiss, Oberkochen). Se uso un filtro 2-methylbenzaxozole
(MBenz) en un rango de excitacion de una longitud de onda de 300 nm y emision de
490 nm.

4.11. Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

La quitina no radioactiva sintetizada fue colocada en una rejilla para microscopia
electronica de 300 mallas cubierta con Formvar con un revestimiento de carbono
(Electron Microscopy Science, USA) y se sometido a tincidn negativa con acido
fosfotungstico al 2% a un pH 5.5 durante 1 min. Después de retirar el exceso de
liquido en las rejillas con un papel filtro, se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril y se dejaron secar al aire. Una vez secadas las muestras, éstas fueron
observadas en un microscopio electronico Morgagni M-268, Phillips/FEI
(Netherlands).

4.12. Espectroscopia de infrarrojo por trasformada de Fourier (FTIR)

La FTIR fue llevada a cabo usando un FTIR Cary 660 Agilent con refulgencia total
atenuada (ATR, PIKE Diamond MIRacle) bajo los siguientes parametros: resolucion
espectral: 2 cm'; escaneo: 64 scans; espectro 4000-500 cm’; apertura: 4 cm;
usando un testigo de sulfato de triglicina dopado de L-alanina deuterada; frecuencia
del espejo: 5 kHz. El programa para la recopilacién y analisis de datos fue Agilent
Resolutions Pro version 5.2.

4.13. Difraccién de rayos X

Cada muestra fue secada y puesta sobre placas de cristal y analizadas en un
difractometro PANa-lytical XPERT-PRO (XRD, Netherlands) operado a 45 kv, 20 mA,
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entre 20 = 4° y 206 = 100°. Los difractogramas fueron medidos por el método de
reflexion con filtrado de CuKa como fuente de radiacion.

4.14. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Se obtuvieron imagenes topograficas de las superficies de las muestras con un AFM
(Veeco Digital Instruments) en el modo de “tapping”. Se utilizé un tamafo de
exploraciéon de 3 ym para dar una ampliacién de aproximadamente 51.600x. Las
imagenes obtenidas con el sensor (“cantiliver”) para grabar con punta de silicona de
una longitud de 125 ym, un ancho de 30- 40 pym, una altura de la punta de 10-15 ym,
a una fuerza constante de 20-100 Nm™ y una frecuencia de resonancia de 200-400
Hz. El software SPMLab de la compaiia Veeco (USA) se utilizd para recopilar los
datos topograficos.
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V. RESULTADOS

5.1. Anadlisis in silico para determinar la Chs candidata a ser clonada

y expresada en bacteria

Se practico una busqueda de genes que codifican quitina sintasas de diferentes
organismos con genomas conocidos hasta la fecha (Tabla 1) en la base de datos del
NCBI y los resultados fueron evaluados con diferentes programas en linea. Los
primeros estudios que se realizaron a cada secuencia primaria de proteinas Chs
versaron en las caracteristicas de secuencia secundaria y los dominios
transmembranales simultdneamente. Con ello se pudo establecer la viabilidad de la
expresion, pues fue importante reconocer las zonas hidrofilicas/hidrofobicas en la
secuencia primaria de las proteinas analizadas. De aproximadamente 60 genes de
diferentes organismos del reino de los hongos, solo uno cumplié con los requistos
para ser evaluado experimentalmente, el cual fue la Chs del hongo Rhizopus oryzae
con numero de identificacion RO3G_00942. En términos generales, Rhizopus oryzae
contiene 24 genes que codifican quitina sintasas (Fig. 3) y entre ellas, la diversidad
en extension y cantidad de los dominios transmembranales es muy clara.

El dendrograma (Fig. 3) construido a partir de las 24 secuencias de quitina
sintasa existentes en R. oryzae nos permitidé conocer su clasificacion, asi como
establecer comparaciones entre ellas. Las evidencias sugieren que los dominios
transmembranales no favorecen la solubilidad de la quitina sintasa, y que aunque
estos dominios pueden ser indispensables para la completa funcionalidad de la
enzima, es decir de su actividad como se menciona por Magellan et al. (2010),
aquellas proteinas que los contengan en exceso probablemente no serian

expresados adecuadamente en E. coli.
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Tabla 1. Organismos utilizados para localizar Chs’s en la base de Datos en linea.

Numero de

Hongo cecuencias Chs Grupo taxonémico Referencia
Saccharomyces cerevisiae 3 Ascomycota Bulawa Y Osmond, 1990
Cryptococcus neoformans 8 Ascomycota Banks et al., 2005

Aspergillus fumigatus 7 Ascomycota Choquer et al., 2004; Mellado et al., 2003
Neurospora crassa 7 Ascomycota Fajardo-Somera et al., 2015
Botrytis cinerea 8 Ascomycota Morcx et al., 2013
Fusarium oxysporum 8-12 Ascomycota Martin-Udiroz et al., 2004b
Yarrowia lipolytica 7 Ascomycota Sheng et al., 2013
Schizosaccharomyces pombe 2 Ascomycota Matsuo et al., 2004
Candida albicans 4 Ascomycota Munro Y Gow, 2001
Candida glabrata 4 Ascomycota Ueno et al., 2011
Aspergillus nidulans 8 Ascomycota Choquer et al., 2004; Specht et al., 1996
Ustilago maydis 8 Basidiomycota Xoconostle-Cazares et al., 1996
Saprolegnia parasitica 2 Oomycete Mort-Bontemps et al., 1997
Rhizopus oryzae 24 Zygomycota Ma et al., 2009
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_Ezoze_03037(1w2u)
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Fig. 3 Dendrograma de las secuencias de quitina sintasa del hongo Zigomycota
Rhizopus oryzae
Se muestra la organizacion de las quitina sintasas (24 secuencias) clasificadas en

tres grupos: Clase Il de la Division 1, y Clases IV y V de la Division 2. Dendrograma
construido por el método de Neighbor joining y un bootstrap de 1000 repeticiones.

En la Tabla 2 se muestran los programas en linea utilizados para determinar los
dominios transmembranales, asi como la estructura secundaria de las proteinas. Por
ejemplo, podemos observar que de la Divisién 1 de Rhizopus oryzae solo posee Chs
Clase I, pues los hongos Zygomycota solo contienen Chs de la Division 1, y no

presentan ninguna Chs de las Clases | y Ill.
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Tabla 2. Sitios en linea para la evaluacion de residuos hidrofébicos & Dominios transmembranales

Sitio en linea Referencia
Center for Biological
TMHMM Server v. 2.0 Sequence Analysis, The
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/ Technical University of
Denmark
DAS Stockholm University,
http://lwww.sbc.su.se/~miklos/DAS/ Sweden
Phobius L. Kall et al., 2004. J. Mol.
http://phobius.binf.ku.dk Biol. 338: 1027-1036
MINNOUS Cao et al., 2006.
http://minnou.cchmc.org Bioinformatics 22: 303-309
TMDET P.W. Hildebrand et al., 2009.
http://tmdet.enzim.hu/?go=form Nucl. Acids Res. 37
PROTTER U. Omasits et al., 2014.
http://wlab.ethz.ch/protter/start/ Bioinformatics. 30:884-886
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Esas enzimas de la Clase Il de R. oryzae son 5: RO3G_00522 (812 aa),
RO3G_15485 (1736 aa), RO3G_00942 (530 aa), RO3G_08099 (742 aa) y
RO3G_11900 (760 aa).

Es notorio que las caracteristicas de una excelente candidata para ser una
proteina recombinante eran las de la quitina sintasa con numero ID RO3G_00942
con 530 aminoacidos, pues solo contiene 1 dominio transmembranal (DT, de ahora
en adelante) muy pequefio hacia el carboxilo terminal, de las también quitina sintasas
de la clase Il del hongo, éstas poseen un numero mayor de DT’s de mayor tamafio:
RO3G_00522, con 7 DT, RO3G_15485, con 8 DT, RO3G_08099 y RO3G_11900 con
5 DT cada una. Adicionalmente la RO3G_00942, en lo sucesivo RoChs1, es una
quitina sintasa, si no la mas pequefia de Rhizopus oryzae, si una de las mas
pequefias en todo el Reino de los hongos, pero que conserva todos los motivos
caracteristicos de las quitina sintasas. RoChs1 contiene una secuencia, como se
menciond anteriormente, hacia el carboxilo terminal con altas probabilidades de ser
un dominio transmembranal, que va desde el aminoacido 502 al 526
(LLLIEGIYNVISLIFSWFSVVIVLS), secuencia que forma una a-hélice, que segun un
analisis in silico es de inclusidon membranal, resultado que se ampliara mas adelante,
y probablemente esta anclada a la membrana plasmatica de la célula (Tabla 3).

Ademas, nos parecié interesante evaluar, desde el punto de vista estructural, la
reconstruccion in silico de muchas de las secuencias candidatas a clonar para
obtener la proteina recombinante. Lo anterior para sustentar la evaluacion de los
dominios transmembranales que se analizaron mediante el programa “DAS”,
facilitado en linea y elaborado en la Universidad de Estocolmo, Suecia (Tabla 2).

Como se muestra en la Fig. 4, la estructura construida in silico de RoChs1 se
obtuvo utilizando como templados principalmente tres proteinas que ya se
encontraban en la base de datos del Banco de Datos de Proteinas (PDB, por sus
siglas en ingles) de estructuras tridimensionales de proteinas.

La primera estructura templado que el sitio en linea Phyre’ emplea es la
subunidad A de la celulosa sintasa (4HGG6.pdb) de Rhodobacter sphaeroides
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(Morgan et al., 2013), con una confianza del 99.9% de reconstruccion y un 19% de
identidad con RoChs1.

Lo que quiere decir que a pesar de que la celulosa sintasa, siendo una
glicosiltransferasa y no una N-acetilglucosaminiltransferasa, a nivel de secuencia
primaria es 19% idéntica, inclusive son altas las probabilidades de que este plegado
sea el que forme la quitina sintasa (RoChs1). Las dos segundas enzimas con las que
se construyo la estructura son UDP- galactofuranosiltransferasa (4FIY.pdb) de
Mpycobacterium tuberculosis (Wheatley et al, 2012), y la polipéptido N-
acetilglucosaminiltransferasa (1XHB) de Mus musculus (Fritz et al., 2004), ambas
con un 98.2 de confianza y con un 15-18% de identidad de secuencia. Por ultimo, la
polipeptido N-acetilgalactosaminiltransferase (2FFU.pdb) de Homo sapiens (Fritz et
al., 2006) con una confianza de 98 y un 19% de identidad.

La proteina RoChs1 contiene todos los motivos importantes caracteristicos de
las quitina sintasa en hongos (Ruiz-Herrera et al. 2002). En la Tabla 4 se muestran
los residuos conservados en las quitina sintasa de la Division 1.

RoChs1 contiene 6 dominios conservados en identidad de aminoacidos de los
8 aqui descritos, incluso aquellos que RoChs1 no contiene, “TMYNE” y “SWGTK”,
aun son descritos como con funcion desconocida. Los sitios firma mas
representativos entre las quitina sintasas son “QXXEY”, “LAEDRXL” y “QRRRW”
(Ruiz-Herrera et al.,, 2002), y ellos se encuentran totalmente conservados en
RoChs1. En la Fig. 5 se muestra la ubicacion de los motivos conservados a lo largo
de la secuencia primaria de la proteina RoChs1.
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Tabla 3. Evaluacion de dominios transmembranales para Chs clase Il de Rhizopus oryzae.

Numero de dominios

ID Aminoacidos Diagrama de hidrofobicidad transmembranales
inicio final  longitud Corte
. estricto
) ’f F 201 207 7 2.2
D | PR 498 514 17 2.2
RO3G_00522 812 E .l‘r HR (’“1% flu 543 558 16 2.2
: ,WMMUHWN :\J | M‘]\ 574 596 23 2.2
PR PR PR S PR PR 621 638 18 2.2
T T 753 770 18 2.2
783 796 14 2.2

RO3G_00942 530

Perfil de puntuacion

MN(\J/\ Wﬂ\w\mﬂ&/ wroeeoowmo®

Consulta de secuencia RO3G_00942
Corte medio
Corte estricto
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RO3G_15485

Perfil de puntuacion

|
1 \

M»@ it

Consulta de secuencia RO3G_15485
Corte medio - -
Corte estricto

RO3G_08099

Perfil de puntuacion
€ v

w

w
l

MN M Hf

Consulta de secuencia RO3G_08099
Corte medio ----
Corte estricto

RO3G_11900

Perfil de puntuacion
€ 5

34

2lll| s

P.

il W W

Corte medio ____
Corte estricto

8
Cons Ita de secuencia RO3G 11900

266
347
894
924
1207
1518
1560
1589

491
530
564
594
648

544
582
612
666
690

270
353
901
945
1210
1551
1576
1603

496
544
582
618
665

562
599
639
683
697

RESULTADOS

) 2.2

2.2
8 2.2
22 2.2
4 2.2
34 2.2
17 2.2
15 2.2
6 2.2
15 2.2
19 2.2
25 2.2
18 2.2
19 2.2
18 2.2
28 2.2
18 2.2
8 2.2

Caracteristicas de los dominios transmembranales para las Chs clase || de Rhizopus oryzae. El Hongo R. oryzae contiene 5 genes que codifican para
quitinas sintasa de la clase Il, que practicamente parecen funcionales, segun lo demuestra la presencia de transcrito por RT-PCR (Ma et al., 2009)
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A

C-terminal

Dominio
transmembranal

N-terminal

Fig. 4 Estructura construida in silico para la RoChs

A, esquema de la estructura mostrando el “bucle” del dominio transmembranal; B,
estructura con la superficie electrostatica de acuerdo con los residuos expuestos y
en contacto con el solvente. Marcado con una flecha negra se muestra el “bolsillo”
catalitico sugerido de acuerdo a la estructura de la proteina.
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Tabla 4. Ocho firmas conservadas en quitina sintasa (adaptado de Choquer et al., 2004).

Los motivos de la “a” la “h” tienen una posicion central en las quitina sintasa y generalmente estan rodeando a los dominios

transmembranales, pues se especula que antes de llegar a la pared celular, la sintesis ocurre previo a atravesar la membrana,
canal formado por los dominios transmembranales.

Motivo a b b’ c d e f g h
Funcion ., ) Union a Nucleo Uniodn a .
Union de sustrato desconocida .. e .. desconocido
supuesta quitina catalitico quitina
Divisibn1l TMYNE DG KINSH DVGT QNFEY LPG LAEDRIL QRRRW SWGTK
RoChs1 NA DG KINSH DVGT QNFEY LPG LAEDRIL QRRRW NA
Ubicacién NA 191 278 302 351 375 425 467 NA
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5.2. Clonacion de RoChs1 y construccion de vectores de expresiéon

Considerando el gran numero de secuencias de quitina sintasa (Chs’s) presentes en
los hongos Zygomycota, como se describio anteriormente, seleccionamos la
secuencia RO3G_00942 (RoChs1) la cual contenia todos los aspectos positivos para
expresarla en un sistema de expresion heterdlogo, ya que era una enzima pequefa,
y cuya estructura primaria demostraba en su mayoria una constitucion hidrofilica,
excepto el carboxilo terminal (Tabla 3). El gen que la codifica esta constituido por
1789 pares de bases, y en él se localizan dos intrones: uno en la region 480-560, y
un segundo del nucledétido 809 al 875.

Mediante la extraccion de RNA por el método de TRIzol se sintetizé el cDNA usando
los oligonucledtidos dt20 y la enzima Superscript Il (Invitrogen) y clonamos los
correspondientes cDNAs, en lugar del gen completo, en Escherichia coli. Se
disefiaron dos estrategias para llegar a obtener dos escenarios de expresion, esto
por la presencia de la zona hidrofébica identificada hacia el carboxilo terminal. Esta
zona nos obligd a disenar un oligonucledtido extra para deletar la zona que expresa
los ultimos 30 aminoacidos hacia el carboxilo terminal. Tres oligonucledtidos fueron
entonces disefados (Tabla 5) para amplificar el cDNA, una forma completa, y la otra
que carecia del C-terminal. Estos se ligaron a un vector de expresién especial para
obtener un mejor plegado de proteinas de origen eucariético y que ademas permitia
la induccion del gen a baja temperatura, llamado pCold I. Los oligonucle6tidos CSF1
y CSR1 fueron utilizados para sintetizar el transcrito completo, mientras que
nuevamente el CSF1 y ademas el CSR2 se utilizaron para sintetizar una version
incompleta del transcrito (ver metodologia) que carece del dominio transmembranal
localizado hacia el 3’ terminal del gen, fueron removidos lo cual dio lugar a que
fueran eliminados de la proteina codificada 30 aminoacidos altamente hidrofébicos,
mientras se preservaron los motivos importantes de las quitina sintasas (Ruiz-
Herrera et al., 2002).
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RoChsl1 MSEESGSFGGWFSSWFNTSKDQESSSNLIQQOQPGTNYARNQQTLSSLRS
RoChsl1 OKQOAESSKEDTRNSPGKLVRTDTESYLDAPKTQQANNNRKVTRRLPLTN
RoChsl1 NNLVIDCPIPDRLLGALNCTERDEFSQLRYTAATCEPDDFELEGYTLRPK
RoChsl IYNRETELFIEDEILFTRTMHGVMKNIAHLCSLKKNSVWGPDGWKKVVVC
motivo b =0 e DG-—————-
* %
RoChsl IVADGRKVVNKRVLNVLASMGIYQAGIAKNIVDNKPVKAHIYEYTTQIST
RoChsl DSDMNIKGSDKGIVPVQTIFCLKEKNAKKINSHRWFFNAFGPILQPNVCI
motivo b’ = @ @—ee KINSH-————————
*kkk*
RoChsl LLDVGTRPGNSSIYQLWKVFHRNPLIGGACGEIRAMLGTACCQLINPLVA
motivo ¢ —=DVGT— e
*k k%
RoChsl AQNFEYKMSNILDKPLESVFGYISVLPGAFSAYRYAALKNDVSGQGPLEK
motivo d,e —ONFEY—mmm e LPG-——— e
*kkk*k * %%
RoChsl YFLGEDLHKDQHTGKKAGLFEANMYLAEDRILCFELVAKKDERWLLQYVD
motivo £ = 06— LAEDRIL-——————— e ———
*kkkkk*x
RoChsl SAFGETDVPSQLPEFISQRRRWLNGSFFAGVYGLIHFSKIWNSGHGFSRT
motivo g = === ——mmmmmmmmme——— QRRRW———— = —— — e
*kkk*k
RoChsl FLLLIEGIYNVISLIFSWFSVVIVLSFLCT

Fig. 5 Alineamiento de los dominios conservados de la enzima RoChs1

La secuencia RO3G_00942 (RoChs1) de Rhizopus oryzae contiene los motivos firma
(marcados con estrellas) que se sugiere que estan involucrados en la sintesis de la
quitina. Se han clasificado los motivos de la b a la g para su mejor descripcién segun
Gongalvez |.R. et al. 2016. Las secuencias conservadas a y la h son secuencias que
no estan presentes en RoChs1.
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Tabla 5. Oligonucleétidos para la amplificacion por PCR de los genes
RO3G_00942, gen completo (RoChs1) y gen deletado (RoChs1ADT)

Nombre  Orientacion Oligonucledétido #nt Restriccion
CSF1 Sentido 5-CTCGAGATGTCTGAAGAATCAGGAAGC-3’ 27 Xhol
CSR1 Anti-sentido 5-TCTAGATTAAGTACAAAGGAAGGATGAG-3’ 28 Xbal
CSR2 Anti-sentido 5-TCTAGATTATTCAATCAACAGCAAGAACG-3’ 28 Xbal

Los fragmentos de DNA resultantes de ~1.5-kb fueron clonados en el vector
de clonacion TOPO (Invitrogen) de acuerdo al protocolo del proveedor y fueron
secuenciados para asegurar su integridad y que no tuviesen ninguna mutacion.
Posteriormente los vectores fueron tratados con las enzimas de restriccion Xhol y
Xbal, y los fragmentos fueron purificados por electroforesis en agarosa. Por ultimo,
los fragmentos y el vector pCold | (el cual tienen una etiqueta de seis histidinas hacia
el amino terminal, operon lac | (region operada por el Inductor: IPTG) y es inducible a
bajas temperaturas) fueron ligados utilizando la ligasa T4 DNA (Sigma-Aldrich). El
plasmido que conducia a la expresién de la variedad completa se le llamo pColdl-
chs942 (530 aa), mientras que a la variedad con la delecion hacia el carboxilo
terminal (30 aa) se le llamo pColdl-chs942TD (500 aa).

5.3. Expresién heteréloga de RoChs1 en E. coli

Los vectores pColdl-chs942 (530 aa) y pColdl-chs942TD (500 aa) fueron
introducidos a E. coli mediante la transformacion de células electrocompetentes (ver
Metodologia) usando la cepa BL21 Star (DE3) pRARE (Hussain and Ward, 2003).
Los primeros experimentos de las inducciones con 1TmM de IPTG demostraron que la
variante deletada (500 aa) tenia una alta expresion muy por encima de la variante
completa, que al parecer casi no se expresaba. Este resultado se muestra en la Fig.
6, donde se aprecia la expresion después de la induccion con IPTG, posterior a las
16h, para las dos variantes. En la misma Fig. 6, se muestra la electroforesis
desnaturalizante que es evidencia de que la banda de ~55kDa (variante 500 aa) esta

presente, mientras que hay ausencia de la variante completa (~59 kDa).
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Fig. 6 Electroforesis en gel desnaturalizante (SDS-PAGE) de extractos de

células de E. coli transformadas con los plasmidos que poseen los cDNAs de

RoChs1

Se analizaron extractos de células transformadas con los plasmidos que expresan la

forma deletada (RoChs1ATD; carril 2) o la completa (RoChs1; carril 3). El carril uno
corresponde a los patrones de PM. La Tabla anexa muestra la concentracion de

proteina total y el P.M. de las bandas esperadas.

Debido a este resultado negativo, la expresion de la variante completa (530 aa)

fue probada en otras dos cepas de expresion de E. coli: E. coli BL21 (DE3) y E. coli

Rosetta™ 2. Sin embargo, no se tuvo un resultado diferente, pues aun asi, la

variante completa tampoco fue expresada (Fig. 7) en estas cepas bajo ninguna
condicion diferente de tiempos de expresion, concentracion del inductor IPTG y

temperaturas probadas.
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RoChs1ATD
MP RoChs1

RoChs1ATD

RoChsl

E. coli BL21 E. coli
star (DE3) E. coli Rosetta™ 2
PRARE BL21 (pRARE)

RoChs1ATD
RoChs1

70kDa
60kDa
50kDa

40kDa o
30kDa .

25kDa
20kDa

15kDa

10KD A

Fig. 7 SDS-PAGE de extractos de células de tres cepas E. coli transformadas

con los plasmidos que poseen los cDNAs de RoChs1.

Las 3 cepas de E. coli fueron transformadas con el plasmido que codifica el péptido
completo de 530 aminoacidos (carriles 3, 5, y 7, respectivamente), o con el que
expresa la forma deletada (carriles 2, 4, y 6). Notese que la Chs solo fue expresada
en su forma deletada (RoChs1ATD) en las tres cepas. Nota: Los carriles vacios no
estan enumerados.

La variante deletada, RoChs1ATD, mostré expresion optima con induccién por IPTG
1mM a 18 °C por 16h, considerando esta variedad 6ptima para los subsecuentes
ensayos. Como variedad de control negativo, se transformé la cepa E. coli BL21
(DE3) star pRARE con el vector vacio de pCold | (Fig. 7). Usando este control se
obtuvieron resultados negativos al analizar la expresion de la quitina sintasa de R.
oryzae (RoChs1ATD) (ver Fig. 8).
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RoChs1ATD pCold | vacio
MP [kDa] -IPTG  +IPTG  -IPTG  +IPTG

Figura 8. SDS-PAGE comparativo de extractos de la cepa de E. coli
transformada bajo tres diferentes protocolos

La bacteria fue transformada con el plasmido que expresa RoChs1ATD (carriles 2 y
3), o con el vector pCold carente del mismo (vacio), siendo las cepas inducidas
(carriles 3 y 5) o no (carriles 2 y 4) con IPTG. Se observa que el péptido de 55 kDa
(RoChs1ATD) fue sintetizado solo por la cepa transformada con el plasmido que
posee la construccion e inducida con IPTG (carril 3).
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5.4. Purificacion de RoChs1ATD

Para los ensayos de purificacion posteriores a la induccion, se emple6 un regulador
de lisis (NagHPO4/NaH,PO4s 50 mM a pH 6.5), sumado a la lisis mecanica por
ultrasonido (ver Metodologia). Este regulador al cual llamamos regulador de lisis 1 no
dio resultados positivos para obtener la proteina soluble, y por ello se buscé
modificarlo y los resultados se muestran en la Tabla 6. El regulador de lisis que dio
mejor resultado mostrando a la proteina RoChs1ATD casi soluble fue el que contenia
NaHPO4/NaH,PO4 50 mM de pH 6.5 y 0.05% de LMNG (lauril maltosa neopentil
glicol), ademas de lisis mecanica por ultrasonido (regulador de lisis 9; ver Tabla 6).
Sin embargo, la separacion de la fase soluble por centrifugacion a baja velocidad
(750 g), demostré que la proteina RoChs1ATD se localizaba dentro de cuerpos de
inclusion. Esta forma fue posteriormente empleada para los ensayos de actividad.
Por otro lado, el empleo del regulador de lisis 6 (Na;HPO4/NaH,PO4 50 mM a pH 6.5
+ urea 8 M) a altas velocidades de centrifugacién (12,000 g) separaba la Chs en la
parte soluble, mostrando la banda esperada de 55 kDa (RoChs1ATD), pero dado que
la urea desnaturaliza cualquier proteina, la Chs era inactiva. Con el empleo del
regulador de lisis 6 se implemento el uso del sistema IMAC (ver Métodos), sistema
fallido con los reguladores 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 ,9, 10 y 11, mediante el cual (Fig. 9) se
logré obtener una fraccion de RoChs1ATD sin bandas contaminantes. Sin embargo
al eliminar la urea por medio de dialisis, las muestras se agregaban, y la enzima se
inactivaba (Tabla 7). Pero la utilidad de la técnica se demostro al cortar la fraccion
del gel que contenia la banda de 55kDa y proceder a su secuenciacion, revelando su
identidad con la RoChs1 de Rhizopus (Fig. 10).

Incluso varios protocolos de dializado (Tabla 7) fueron implementados
posteriores a la purificacion de RoChs1ATD por el sistema IMAC con niquel (Fig. 8)
con el objeto de evitar la desnaturalizacion de la quitina sintasa. Sin embargo,
empleando ninguna de ellas se obtuvieron mejores resultados. Por ello aun se
continu6 prefiriendo la muestra en cuerpos de inclusidn para ensayos posteriores
(Fig. 11).
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Tabla 6. Reguladores utilizados para el lisado de células de expresiéon con proteina inducida

RESULTADOS

Los reguladores fueron utilizados a temperatura de 4°C (bafio de hielo) para resuspender paquete celular y lisis

mecanica (ultrasonido)

Regulador
Regulador lisis 11
Regulador lisis 21
Regulador lisis 3t
Regulador lisis 41

Regulador lisis 5¢**

Regulador lisis 6¢**
Regulador lisis 7¢**
Regulador lisis 81
Regulador lisis 9*
Regulador lisis 10t
Regulador lisis 111

Componentes
50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5
50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 100mM NaCl
50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 7.5
50mM de NapHPO4/NaH,PO4 a pH 7.5 + 100mM NacCl
50mM de Nap;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 0.5 % Sarkosyl

50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 8M Urea
50mM de Na;HPO4/NaH2;PO4 a pH 6.5 + 400mM Arginina

50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 0.02% LMNG
50mM de NapHPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 0.05% LMNG
50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 500mM Sacarosa
50mM de Na;HPO4/NaH2;PO4 a pH 6.5 + 0.1% Digitonina

RoChs1ATD soluble***

No
No
No
No

Si (50%)
Si (~100%)
Si (~50%)

No
Si (~70-80%)
Si (~20%)
No

T Separacion por centrifugacion a 12,000 gy 750 g

¢ Separacion por centrifugacion a 12,000 g

* Separacion por centrifugacion a 750 g

** Se dializo y precipito.

*** dentro del paréntesis es el porcentaje aproximada de RoChs1ATD en la fase soluble
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Tabla 7. Soluciones utilizadas para renaturalizar la fase purificada de RoChs1ATD utilizando el método IMAC
con niquel

Decrement Proteina Proteina
Regulador de

Didlisis Componentes o de urea* fase agregada
.. soluble
Regulador D1 50mM de Na;HPO4/NaH2,PO4 a pH 6.5 8M—>4M No Si
Regulador D2 50mM de Nap;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 150mM NacCl 8M->4M No Si
50mM de Na;HPO4/NaH,PO,4 a pH 6.5 + 150mM NaCl +
Regulador D3 8M->3M No Si

0.05% LMNG

50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 150mM NaCl + .
Regulador D4 8M->2M No Si
400 mM Arginina

50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 150mM NaCl + .
Regulador D5 . 8M—>4M No Si
0.1% Digitonina

50mM de Na;HPO4/NaH,PO4 a pH 6.5 + 150mM NaCl + .
Regulador D5 8M->2M No Si
Triton X-100

*En los decrementos de urea, los cuales siguieron una velocidad de reduccidn de la [1M urea] son la concentracion

final a la que se observoé precipitados, aunque siempre se llegd a una etapa de ~OM de urea en las dialisis
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Fig. 9 Analisis por SDS-PAGE de la purificacion de RoChs1ATD por IMAC de
niquel

Muestras tomadas a diferentes estadios de la purificacion de la quitina sintasa
RoChs1ATD por el sistema IMAC con niquel se sometieron a SDS-PAGE. S,
sobrenadante de un extracto crudo soluble en urea 8M; FT, material no adsorbido por
la columna (“flow through”); LO, eluido con una soluciéon de Na;HPO4/NaH,PO,4 50
mM de pH 6.5y urea 8 M; L1, eluido con la misma solucion conteniendo imidazol 20
mM; L2, eluido con la misma solucion conteniendo imidazol 40 mM; E, eluido con la
misma solucion conteniendo imidazol 500mM; MW, marcadores de peso molecular.
La flecha indica la banda de RoChs1ATD (55 kDa).

Cabe senalar que ensayos por cromatografia de exclusion en una columna tipo
Superdex 200 para FPLS (AKTA) confirmaron la existencia de los cuerpos de
inclusién, pues toda la RoChs1ATD se eluia en el volumen vacio (datos no

mostrados).
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Mediante el uso de la estructura reconstruida in silico (Fig. 12) con el programa
Phyrez, se disefid un anticuerpo policlonal solicitado a la empresa GenScript

(Piscataway, NJ).

RO3G_00942 DTRNSPGKLVRTDTESYLDAPKTQOANNNRKVTRRLPLTNNNLVIDCPIPDRLLGALNCT 120
M = 0 clececsmdas TDTRETLDAPE e o simis i oo s oo s el s o s
Ahkhkhhhdhdh
RO3G_00942 ERDEFSQLRYTAATCEPDDFELEGYTLRPKIYNRETELFIEDEILFTRTMHGVMKNIAHL 180
B ememeseed YTAATCEPDEFESRGFTLRPK~-~~~ETELFIEDEILFTR==mmmmmmmmmm
ﬁit'*'tt*..t..t.i*l!i IR AR R R AR R R R R

RO3G_00942 CSLKKNSVWGPDGWKKVVVCIVADGRKVVNKRVLNVLASMGI YQAGIAKNIVDNKPVKAH 240
S v ——— VUVCIVADGR= ==~~~ VLDVLASMGVYQAGI A~~~ mmmmm AH

LR R R R RS S 'i'tttiit.ti*t't **
RO3G_00942 IYEYTTQISIDSDMNIKGSDKGIVPVQTIFCLKEKNAKKINSHRWFFNAFGPILOPNVCI 300
MS TYRYTIOT S IDEDMM T o on e om0 0 i e 0 0

AR TR TR AT A

RO3G_00942 LLDVGTRPGNSSIYQLWKVFHRNPLIGGACGE IRAMLGTACCQLINPLVARQNFEYKMSN 360
M = cecccccccccccccccccoces NPLIGGACGEIRAMLGTACCQLLNPLVAAQNFEYKMSN 15

krkhhkkkhhhhkth btk hhtddr xhhkkekhhbdhhrsd

RO3G_00942 ILDKPLESVFGYISVLPGAFSAYRYAALKNDVSGQGPLEKYFLGEDLHKDQHTGKKAGLF 420
MS ILDKPLESVFGY ISVLPGAFSAY R = = m m e e e e e e e e GLF 39
hhkhhhhrhhhhrhhhrihkhhihhhi LR R
RO3G_00942 EANMYLAEDRILCFELVAKKDERWLLQYVDSAFGETDVPSQLPEFISQRRRWLNGSFFAG 480
MS XTI E LT ey Ky | R Tt SRS C S S —
I 2R RS R T R R R R R R R R R
RO3G_00942 VYGLIHFSKIWNSGHGFSRTFLLLIEGIYNVISLIFSWFSVVIVLSFLCT 530
BB T e e e e e s e o

Fig. 10 Secuencia de la RoChs1 donde se senalan los péptidos identificados

con el analisis por espectrometria de masas

A lo largo de la secuencia primaria completa de RoChs1 se sefalan los péptidos de
la proteina RoChs1 purificada por SDS-PAGE identificados por espectrometria de
masas.
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La idea basica fue identificar una secuencia peptidica (GKLVRTDTESYLDAPKTQ)
en la superficie de la proteina RoChs1 que funcionara como epitopo (18 aa) y que
ademas, esta secuencia no la tuvieran otras Chs’s de Rhizopus oryzae, e incluso que
no coincidieran con alguna secuencia de proteinas dentro de la cepa de expresion E.

coli BL21 (DE3) star pRARE, para evitar falsos positivos en los ensayos de Western

blot.

50mM de Na,HPO,/NaH,PO, a pH 6.5

PM SLMNG PLMNG

80kDa

70kDa
60kDa

50kDa
40kDa

30kDa

25kDa
20kDa

15kDa

o

10kDag®

Fig. 11 SDS-PAGE del sobrenadante y sedimento de un extracto crudo de E.

coli transformado con el vector que expresa la proteina RoChs1ATD.

El sobrenadante (S ung), ¥ €l sedimento (PLung) de un extracto de E. coli obtenido
en presencia del detergente LMNG (Lauril maltosa neopentil glicol) obtenidos por
centrifugacion a 750 g, fueron sometidos a SDS-PAGE. La proteina RoChs1ATD se
sefiala por una flecha negra.
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GKLVRTDTESYLDAPKTQ

Fig. 12 Estructura in silico de la proteina RoChs, sefalando el epitopo utilizado

para obtener anticuerpos

La estructura in silico de RoChs1 se construyd con el programa en linea Phyre?.
Como esferas rojas se muestra la zona que corresponde al epitopo empleado para
obtener anticuerpos contra la Chs, previamente evaluada para no dar reacciones
cruzadas con otras proteinas de E. coli, u otras Chs’s de R. oryzae. En las hélices
naranja, rojo y amarillo (circulo naranja), se encuentra el posible nucleo de actividad
enzimatica, donde se localizan el triple aspartico (D) y el motivo QRRRW, mientras
que el trazo en azul claro (flecha negra) corresponde al dominio transmembranal.
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5.5. Determinacion de la actividad de RoChs1ATD

El sobrenadante obtenido a baja velocidad de centrifugacion (750 g) en donde
ubicamos los cuerpos de inclusion que albergaban la proteina RoChs1ATD, nos
permiti6 medir la actividad enzimatica. Normalmente, el método de filtracion
radiactivo descrito por Ruiz-Herrera and Bartnicki-Garcia (1976) ha sido empleado
para la determinacion de la actividad de la enzima quitina sintasa. El sobrenadante
con los cuerpos de inclusion obtenido por lisis celular con el regulador 9
(NazHPO4/NaH2PO, 50 mM pH 6.5 + 0.05% LMNG), mostrd la incorporacién de ['*C]-
GIcNAc en un compuesto insoluble retenido por los discos de fibra de vidrio con una
actividad especifica de 1.58+2.6e? nmoles GIcNAc/mg proteina (Tabla 8). Incluso, se
adicion6 una enzima proteolitica, tripsina, para medir la actividad al requerimiento de
corte de alguna zona dentro de la enzima RoChs1ATD con un ligero aumento en la
actividad de 0.2 veces (1.77+9.6 €2 nmoles GIcNAc/mg proteina (Tabla 8). Cabe
sefalar que un numero de quitina sintasas son activadas por proteasas (Bulawa y
Osmond, 1990; Ruiz-Herrera et al., 1977). Un control positivo para evaluar que el
producto de la actividad enzimatica era quitina, consistid en la adicion de quitinasa a
las mezcla de incubacion, la cual es capaz de hidrolizar dicho polisacarido. Dicha
adicién resulté en una reduccion en la incorporacion de GlcNAc al producto insoluble,
a un nivel minimo: 0.15+22 nmoles GIcNAc/mg proteina (Tabla 8).

La Tabla 9 resume las caracteristicas generales que tuvo la quitina sintasa
recombinante. En primer lugar se determin6 la Km (constante de Michaelis-Menten),
gue nos permite evaluar la afinidad de la enzima por su substrato, en este caso la
UDP-GIcNAc. Mediante experimentos donde se evaluo la dependencia de la enzima
a la concentracion de UDP-GIcNAc, se logro obtener una Km de 32.1mM (Tabla 9).
Esta es una muy baja afinidad a la UDP-GIcNAc si se compara con lo descrito en la
literatura, en donde se han evaluado diferentes fracciones membranales y

quitosomas de diferentes especies de hongos, encontrandose valores de la Km de
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0.5 — 3.5 mM en promedio (Barreto et al., 2010; Bulawa y Osmond, 1990; Guerriero
et al., 2010; Ruiz-Herrera et al., 1977; Silverman et al., 1988).

Tabla 8. Actividad de RoChs1ATD y control (plasmido vacio)

GIcNAc GIcNAc
GIcNAc . .
Extracto Incorporado Incorporado
Incorporado® a b
+ Quitinasa + Tripsina
Control 5 3
0.09 £ 1.2¢e n.a. 0.07 +1e
(plasmido vacio)
-2 -2 -2
RoChs1ATD 1.58 + 2.6e 0.15 % 2e 1.77 £ 9.6e

*nmoles GIcNAc mg-1 proteina
*n=2, 3 diferentes experimentos
n.a. = no aplica

211 U ml-1]

°[1 ug mi-1]

La RoChs1ATD ademas mostroé una actividad maxima a temperaturas en un rango
muy amplio de 15 a 40°C (Tabla 9), al igual que ocurri6 al medir la dependencia de la
actividad al pH, que fue 6ptima en el rango de pH entre 5-8 (Tabla 9), mientras que a
pH de 2 o de 12 la actividad fue practicamente nula (datos no mostrados). Estos
datos son muy diferentes de lo que ocurre en general con la actividad de las quitina
sintasas medidas en extractos crudos o quitosomas que muestran un maximo de
actividad a valores de temperatura o de pH muy definidos (Ruiz-Herrera et al., 1977;
Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia, 1976). Las determinaciones del cofactor metalico
gue requiere la enzima evidencid un resultado también contrastante con lo descrito
en la literatura, aunque el Mg** fue el metal mas activo, su concentracion 6ptima fue
muy baja en comparacion con el promedio utilizado en los ensayos de actividad de
quitina sintasas presentes en extractos crudos o quitosomas (5-10 mM) (Tabla 9 y
Fig. 13; (Ruiz-Herrera et al., 1977; Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia, 1976). En este
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mismo sentido, tres iones metalicos utilizados comunmente como cofactores fueron,
Co™, Ca™ y Mn™, cuya activacion fue muy baja en comparacion a las
concentraciones cominmente empleadas del ion Mg™ (Tabla 9 y Fig. 13) (Ruiz-
Herrera et al., 1977; Ruiz-Herrera y Bartnicki-Garcia, 1976; Van Dellen et al., 2006)

Tabla 9. Propiedades generales de la enzima quitina sintasa del hongo
Rhizopus oryzae (RoChs1ATD)

Parametros Valores o caracteristicas
Km aparente 32.1 mM
Temperatura optima 15-40°C
Catidn divalente 0.1 mM Mg™*
Otros cationes divalentes Co™™> Ca™>Mn™"
pH 6ptimo 5-8
Estimulador Alostérico GIcNAc: 1.28+ 0.06 veces
0.01
0.009 e
L 0.008
Eo.om ]
~ e
_E 0.006
'g 0.005 =
i e
% 0.004
g 0.003 I
2 0,002
0.001

0.1mMm 0.5mM 2mM 5mM 10mM 20mM Mn++ Co++5mM Ca++5mM
5mM
Concentracion de Mg++

Fig. 13 Efecto de los iones metalicos sobre la actividad de la enzima
RoChs1ATD
Los extractos de la quitina sintasa soluble se incubaron en presencia de diferentes

concentraciones de iones divalentes usando la técnica descrita en la seccion de
métodos.
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La determinacion de actividad in gel, junto con ensayos de inmunodeteccion
(“Western blot”) (Fig. 14), sirvié para demostrar que la proteina de 55k Da (segun su

Mr), era la responsable de la actividad enzimatica de quitina sintasa

80kDa

70kDa
60kDa

50kDa <—55kDa
40kDa

30kDa

25kDa

Fig. 14 Demostracion que la banda de proteina de 55 kDa es la enzima
RoChs1DTD responsable de la actividad enzimatica

A. SDS-PAGE (tincién por Coomassie). Carril 1, marcador de peso molecular; carril
2, patrén electroforético del extracto crudo de E. coli transformado con el vector
vacio; carril 3, patron electroforético del extracto crudo de E. coli transformado con el
vector que expresa la proteina RoChs1ATD (55kDa). B. “Western blot”. Carril 4,
extracto crudo de E. coli transformado con el vector vacio; carril 5, extracto crudo de
E. coli transformado con el vector que expresa la proteina RoChs1ATD. C.
Determinacion de actividad in gel del extracto crudo de E. coli transformado con el
vector que expresa la proteina RoChs1ATD (tincion con Calcofluor). La flecha sefiala
a la proteina RoChs1ATD
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5.6. Determinacion de quitina por transformada de Fourier del espectro

infrarrojo acoplado a un atenuador de reflexién total (ATR-FTIR).

Como anteriormente se describio, la quitina obtenida a partir de la sintesis in vitro fue
purificada por medio de una extraccidon con una solucién alcalina con el fin de
eliminar a la Chs y las proteinas contaminantes. Los datos observados por ATR-FTIR
mostraron un patron de composicion quimica respecto a la sefal de infrarrojo que
absorben los diferentes grupos indistinguible del control positivo de quitina coloidal
comercial purificada (Sigma). El inferograma mostrado en la Fig. 15 destaca
principalmente las bandas caracteristicas para cada grupo quimico (resumidas en la
Tabla 11)

Transmitancia Relativa

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm?)

Fig. 15 Inferograma de quitina sintetizada por la enzima RoChs1ATD (A) y
quitina comercial (B, control positivo)
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Tabla 10. Bandas caracteristicas por ATR-FTIR de quitina

a-Quitina* Quitina sintetizada por
Quitina control
longitud de RoChs1ATD Asignacion

1 longitud de onda/cm™

onda/cm’ longitud de onda/cm™
895 896 896 CH deformacion
919 917 916 CHx deformacion
953 952 964 CH3 movimiento cadena
1012 1010 C-O-C / C-O extension
1028 1022 C-O-C / C-O extension
1073 1068 1068 C-O-C / C-O extension
1115 1112
1157 1153 1150
1205 1203 Amida lll
1235 1228 1226
1261 1259
1312 1309 1309
1340
1378 1374 CHx deformacion
1390
1415 1419
1429 1428
1452
1527
1558 1554 Amida ll
1630 1619 1627 Amida |
1660 1652 1660

* datos tomados de Wijesena et al., 2014

5.7. Patron de difraccion de rayos-X de la quitina sintetizada por la

enzima RoChs1ATD.

El analisis de quitina sintetizada por éste método resulté complicado y muy dificil de
aplicar, debido a que el equipo accesible para ello requiere una gran cantidad de
muestra en estado sodlido cristalino. Considerando las pequefas cantidades de
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quitina sintetizada en nuestros estudios, desafortunadamente no se pudieron obtener
las bandas de difraccién similares entre la muestra de quitina sintetizada in vitro por
la RoChs1ATD y la implementada como control, misma utilizada en las pruebas de
ATR-FTIR. Sin embargo, y dadas las circunstancias, las sefiales que se obtuvieron
estdn mostradas en un difractograma comparativo entre el control y la quitina
sintetizada in vitro, sugieren que la primera tiene una muy baja cristalinidad (Fig. 16).

15000

- RoChs1

19.2°

13000 ~ Control chitin

11000

S000

Intensidad

5000

3000

5 10 15 20 25 30 35 40

2¢ (deg)

Fig. 16 Espectro de difraccion de Rayos X de la quitina sintetizada in vitro por
RoChs1ATD y una muestra de quitina de camarén como control (quitina
comercial)
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5.8. Analisis de la quitina sintetizada in vitro por Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM).

Una evaluacion morfolégica por AFM nos permitio determinar la forma de la quitina
sintetizada in vitro por la enzima RoChs1ATD (Fig. 17) Estas estructuras son
similares a las observadas en muestras de quitina de cangrejo (Wijesena et al.,
2014), aunque dado que en la literatura no se ha aplicado a la fecha a muestras de
quitina de hongos esta técnica, AFM, no fue posible compararla con quitinas
fungicas. Como control se utilizo el extracto total de E. coli transformado con el vector
vacio (pCold |) sometido a los mismos criterios de obtencion e incubacion de sintesis
de quitina. Se pudo observar que la quitina sintetizada in vitro, aparecia en forma de
fibrillas de tamafo y grosor variables, y con diferentes grados de asociacion.

5.9. Anadlisis de la quitina sintetizada in vitro por microscopia de
fluorescencia (MF)

La tincidn de la quitina sintetizada con Calcofluor nos ayudo a revelar la organizacion
del producto, quitina, pues este colorante tifie las estructuras fibrilares de los
polisacaridos y usando los filtros de microscopia adecuados (350/400nm excitacion,
400/425nm emision) se tiene la capacidad de revelarlos por medio de fluorescencia,
tal y como se observa en la Fig. 18 A, donde se observan pequeias fibrillas de
tamano variable en una masa fluorescente, lo que revela que la quitina sintetizada en
nuestras muestras es parcialmente microfibrilar. Por otro lado se sabe que la quitina
muestra auto-fluorescencia en un rango de excitacion A de 300nmy A de emision de
490nm (Pohlker et al., 2012). El uso de ésta técnica también reveld la estructura de

la quitina sintetizada in vitro (Fig. 18 B).
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5.10. Analisis de la quitina sintetizada in vitro por Microscopia Electrénica

de Transmisiéon (TEM)

La quitina sintetizada in vitro por la enzima RoChs1ATD fue sometida a tincion
negativa con acido fosfotungstico revelando en microscopia electronica de
transmision estructuras microfibrilares solo en algunas regiones (Fig. 19 A-C),
aunque no tan bien definidas como las caracteristicas y bien estudiadas microfibrillas
sintetizadas por quitosomas (Bartnicki-Garcia et al., 1978; Ruiz-Herrera y Bartnicki-
Garcia, 1974). En observaciones como controles negativos de muestras de extracto
total de E. coli transformada con el vector vacio tratado por los mismos protocolos,
estas estructuras microfibrilares estaban ausentes (Fig. 19 D).
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22.5nm

Fig. 17 Imagenes topograficas de obtenidas con un microscopio de fuerza

atomica

Ay B, muestras de quitina sintetizada in vitro por la enzima RoChs1ATD. C, muestra
control negativa de un extracto total de E. coli transformada con el plasmido pCold |
vacio. D. Imagen en 3D de la muestra de quitina sintetizada in vitro por la enzima
RoChs1ATD.
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Fig. 18 Imagenes de fluorescencia la quitina sintetizada por la enzima
RoChs1ATD

A, imagen de microscopia de fluorescencia de la quitina tefiida con Calcofluor. B,
imagen de la auto-fluorescencia de la quitina.
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Fig. 19 Microscopia electréonica de transmision de muestras de quitina
sintetizada por la enzima RoChs1ATD
A, B y C, muestras de quitina tefidas negativamente con acido fosfotungstico, D,

muestra de un control negativo utilizando extracto de la variante con vector vacio. En
todos lo casos la barra es de 0.1um.




DISCUSION

VI. DISCUSION

La quitina es el segundo compuesto organico mas abundante en la naturaleza, y el
compuesto nitrogenado mas abundante. Por ello resulta contrastante que no existan
datos sobre la estructura de las enzimas involucradas en su sintesis, principalmente
debido a que no ha sido posible aislarlas en forma pura, considerando su naturaleza
altamente hidrofébica. En realidad conocemos mas de los genes que las codifican,
ya que los datos sobre sus propiedades cinéticas, mecanismos de activacion y
regulacion se han obtenido utilizando extractos crudos, y quitosomas, ambos
conteniendo mezclas diversas de quitina sintasas (Ruiz-Herrera, 2012). En realidad,
los resultados de estas publicaciones previas (Braun and Calderone, 1979; Duran
and Cabib, 1978; Kang et al., 1984; Lending ef al., 1991; Machida and Saito, 1993;
Montgomery et al., 1984; Uchida et al., 1996), donde se ha descrito la purificacion de
quitina sintasas, se ha demostrado posteriormente que son erroneos.

Posteriormente, en el Ascomycota Wangiella dermatitidis se obtuvieron
extractos crudos de composicion desconocida de varias quitina sintasa (Abramczyk
and Szaniszlo, 2009). En Botrytis cinerea, se utilizO un sistema de expresion
heter6loga para obtener una proteina recombinante de Chs, sin embargo los
esfuerzos se concentraron en datos de unidén de sustrato dejando de lado ensayos
cinéticos debido a que la fraccion enzimatica no presentaba actividad en las dos
variantes obtenidas (Magellan et al., 2010).

Todos estos resultados muestran que hasta el inicio del presente estudio, no
se contaba con una quitina sintasa aislada, por lo que, por un lado todos los analisis
de las propiedades cinéticas de las quitina sintasas obtenidos previamente
correspondian a mezclas de diferentes enzimas presentes en extractos crudos de
membranas fungicas, o a lo mas de quitosomas. Por otro lado a que la estructura, y
el mecanismo molecular de las quitina sintasas es desconocido.

La unica aproximacion para entender la estructura y el mecanismo de accion

de la quitina sintasa, es un estudio en el cual se utilizé a la proteina NodC de
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Sinorhizobium meliloti, que en realidad no es una quitina sintasa, empleando como

“plantilla” a la celulosa sintasa BcsA de Rhodobacter sphaeroides. En este caso, se
observo la conservacion de algunos elementos entre NodC, BcsA y la ScCHS2 de
Saccharomyces cerevisiae, sugiriendo que se forman los mismos elementos
estructurales, con la finalidad de proponer un modelo de estudio a nivel molecular y
estructural para explicar el mecanismo de reaccion (Dorfmueller et al., 2014). Este
estudio sin embargo, siendo una aproximacion demasiado tedrica y sin ninguna base
experimental, deja muchas dudas al respecto.

Debido a ello, lo que seguia en pie, era la necesidad de obtener una quitina
sintasa aislada y evaluar las caracteristicas estructura-funcion, ya que éste es el
camino para entender como funciona una enzima. En este sentido, el primer
acercamiento es obtener una proteina, generalmente recombinante, para estudiar
sus caracteristicas bioquimicas, fisicoquimicas, termodinamicas y por supuesto,
estructurales. Sin embargo, en muchos casos, el primer reto es la obtencién de una
proteina recombinante soluble para los ensayos que asi lo requieran. En el caso de
la purificacion de una quitina sintasa, la cual sintetiza el segundo polimero mas
abundante sobre el planeta Tierra, es de gran importancia para conocer la relacién
estructura-funcion, que a la fecha no se ha podido establecer, limitandose al
conocimiento de la estructura de sus genes y la biologia celular de la quitina sintasa.

Por ello, en el presente trabajo de tesis, seguimos ésa alternativa, intentando
expresar una quitina sintasa que poseyese todos los motivos firma de estas enzimas,
y los cuales son importantes para su actividad (Ruiz-Herrera et al., 2002; Salgado-
Lugo et al, 2016) usando un sistema de expresion heterdlogo en la bacteria de
expresion por excelencia, Escherichia coli. Tomando en consideracidn que, en
general las quitina sintasa contienen muchos dominios transmembranales, se busco
que la enzima quitina sintasa candidato tuviese un minimo de residuos hidrofébicos,
ya que el excesivo numero de dominios transmembranales es posiblemente la razén
por lo que no se han podido purificar las quitina sintasas. Este analisis nos llevé a
seleccionar a una quitina sintasa de Rhizopus oryzae que denominamos RoChs1, la
cual solo posee un residuo hidrofobico, probablemente transmembranal, hacia el
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carboxilo terminal. Sin embargo observamos que esta proteina no se expresaba en
el sistema de expresion heterdlogo, por lo cual se desarrollé una variante que tuviera
éste fragmento deletado, la cual si fue expresada correctamente por la cepa de E.
coli. Desafortunadamente la mayoria de la enzima sintetizada estaba presente en
cuerpos de inclusion (IB), y en los intentos por tratar de extraerla de los mismos, el
uso de diferentes compuestos y condiciones de extraccidon fue un objetivo importante.
Por ello se recurri6 al uso de agentes solubilizantes que fueron removidos por
dialisis, sin embargo en todos los casos la enzima se agregé y desnaturalizé en estas
condiciones.

Es importante, sin embargo, hacer notar que el uso del detergente LMNG
(lauril maltosa neopentil glicol ; Chae et al., 2010) ayudo6 favorablemente a obtener
una fraccidén de la enzima que permanecio en el sobrenadante de la centrifugacion a
baja velocidad, y que se us6 en la mayoria de los experimentos de analisis de las
propiedades de la enzima. Es factible que, como se ha sefialado, este detergente
haya evitado el desplegamiento de la proteina, mimetizando las fuerzas laterales y la
curvatura de una membrana celular, importantes para el mantenimiento estructural
de las proteinas (Botelho et al., 2006).

Algunas propiedades bioquimicas sobresalen por el contraste que hay con
algunos datos que se han obtenido con extractos crudos de diferentes hongos que
contienen una mezcla de quitina sintasas (Ruiz-Herrera, 1992;1982). La Km aparente
medida para Rochs1ATD fue de 10 a 60 veces mas alta que las descritas para las
fracciones crudas de membranas y de los quitosomas, lo cual revela una afinidad
extremadamente baja para el substrato, probablemente porque no contiene el resto
de la proteina (30 aa del dominio transmembranal eliminado), o por la falta de
residuos que contienen las quitina sintasas de la misma Clase II.

Respecto a la concentracion baja del ion Mg*™* requerido para la actividad de la
Rochs1ATD, y cuyas concentraciones, normalmente Optimas para las preparaciones
crudas de quitina sintasas fueron toxicas para la enzima Rochs1ATD, esto puede ser
debido al diferente plegamiento de la quitina sintasa en el detergente LMNG, que

aquel que mantienen las quitina sintasas en la membrana. Por otro lado es
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conveniente sefalar que en algunas preparaciones crudas, el requerimiento metalico
solo se puso de manifiesto cuando éstas se dializaron contra EDTA (que como se
sabe es un quelante de iones metalicos divalentes), lo que sugiere que restos del ion
pueden estar fuertemente asociados a la enzima (Ruiz-Herrera, 1992). La misma
posible explicacion que en el caso del Mg"™, puede aplicarse al efecto de la
temperatura, ya que normalmente las quitina sintasas tienen valores 6ptimos mas o
menos restringidos, en contraste con el amplio rango mostrado por la enzima en
estudio. Se puede indicar que el comportamiento diferente puede deberse a la
pérdida del dominio transmembranal, y sugerir que los residuos de la superficie
juegan un papel importante en esta diferencia de comportamiento. Las quitina sintasa
de los hongos tienen numerosos dominios transmembranales que les proporcionan
una estructura mas rigida, mientras que la pequeiia RoChs1 de R. oryzae debe tener
una estructura muy flexible en su sitio activo que se adapta a un rango mayor de
temperaturas. Ademas, se sabe que la actividad a pH lejanos a los pH oOptimos es
producto de los residuos laterales de la superficie de las proteinas (sumamente
reducidos en la proteina Rochs1ATD (Segel, 1993).

Otra notable diferencia fue el efecto causado por protedlisis con tripsina sobre
la actividad de la enzima, el cual fue practicamente despreciable. Sin embargo esto
no es inusual, pues el efecto por protedlisis es variable, y esto depende de la quitina
sintasa y de la concentracién de la proteasa (Ruiz-Herrera et al., 1977), mientras
unas son activadas, otras no lo son, e incluso pueden ser destruidas totalmente por
efecto de la protedlisis (Ruiz-Herrera, 1992).

Un resultado importante fue la demostracion que la proteina Rochs1ATD
identificada con un anticuerpo especifico y que es la responsable de la actividad
enzimatica, como lo demostro la tincion de la quitina sintetizada en geles tenidos con
calcofluor.

En lo que se refiere a la estructura y morfologia del producto sintetizado por la
enzima Rochs1ATD, los resultados obtenidos fueron notables. Primeramente, cabe
hacer notar que éste fue demostrado ser quitina, por su susceptibilidad al efecto
hidrolitico de la quitinasa, y por los analisis de ATR-FTIR, en la cual sometimos el
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producto a un barrido sobre el espectro del infrarrojo de 4000 cm” = 500cm™ que
demostré que éste era realmente quitina, con toda seguridad a-quitina, ya que las
bandas a 1527 cm™ y 1627 cm™ son las indicativas de ello, ademas de la banda 898
cm™ caracteristica del enlace p-glicosidico (Brunner et al., 2009). Esta identificacion
se comprobd por comparaciéon con el inferograma de quitina comercial, utilizada
como control positivo.

Adicionalmente, la evaluacidon de la auto-fluorescencia natural del compuesto
sintetizado por la quitina sintasa estudiada, determinada a una longitud de onda de
excitacion de 300 nm y de emision de 490 nm, confirmé que se trataba de quitina de
acuerdo con lo que se ha sefalado en la literatura (Pohlker et al., 2012). Mas
interesante quizas, fue el alto peso molecular del producto revelado porque
permanecia en el origen al ser sometido a cromatografia en papel y era retenido en
filtros de fibra de vidrio. Estos resultados, primeramente van en contra de la
sugerencia de que la fraccion hidrofobica de las Chs en la region carboxilo se
requiere para el alargamiento y extrusion del polisacarido, como lo sefialaron
Dorfmueller et al. (2014), y en segundo lugar muestran que la enzima soluble se
comporta como una quitina sintasa verdadera, muy lejos de la funcidén de las enzimas
que sintetizan oligosacaridos de GlcNAc formados por 2 o 3 unidades, como el factor
de nodulacién NodC, que dichos autores propusieron como modelo de la funcion de
las quitinas sintasas.

Como se describio en el capitulo de Resultados, la estructura y morfologia del
producto mostré semejanzas y diferencias con el sintetizado por los quitosomas que
poseen un numero grande de moléculas de quitina sintasas iguales o diferentes
(Bracker et al., 1976), y la quitina que se deposita en la pared celular de los hongos
por la actividad de las diferentes quitina sintasas que poseen asociadas al
plasmalema (por ej. Aronson y Preston, 1960).

La observacion por medio de microscopia electronica de transmision (TEM por
sus siglas en ingles) de muestras del producto, demostré que éste estaba constituido

por microfibrillas muy cortas inmersas en un material fundamentalmente amorfo. Esta

58



DISCUSION

misma morfologia se observo por tincion con calcofluor (el cual tifie polisacaridos
cristalinos) o por auto-fluorescencia.

Las observaciones por medio de microscopia de fuerza atomica (AFM) dieron
resultados incluso mas concluyentes sobre la morfologia de la quitina sintetizada in
vitro por la enzima Rochs1ATD. Estos analisis revelaron, al igual que se sefalo
arriba, de la presencia de una mezcla de microfibrillas y algunas regiones amorfas
menores en el producto. Cabe sefialar que la estructura microfibrilar revela la
existencia de una estructura cristalina, en tanto que la fraccibn amorfa implica que
muchas cadenas de quitina se asocian de manera desorganizada. Esto contrasta con
las microfibrillas de quitina presentes en la pared celular de los hongos y las
sintetizadas por los quitosomas.

Igualmente el analisis de la quitina sintetizada in vitro por medio de difraccion
de rayos X, mostro que el material era de muy baja cristalinidad, aunque cabe
sefalar que el instrumento usado imponia severos problemas sobre la cantidad de
muestra, ya que requeria cantidades 10 o mas veces mayores que las que podiamos
acumular de multiples incubaciones de nuestra enzima.

Estas diferencias en morfologia y cristalinidad entre el producto sintetizado in
vitro por la enzima en estudio y la quitina sintetizada in vivo o por los quitosomas, son
posiblemente debidas a que en los quitosomas y el plasmalema, multiples moléculas
de Chs estan asociadas unas con otras, permitiendo que las cadenas de quitina
sintetizadas se asocien de inmediato formando las microfibrillas, en tanto que en el
caso aqui estudiado, las moléculas de la enzima estan en forma soluble, sin ningun
arreglo espacial, lo que impone restricciones en la asociacion de las moléculas de
quitina sintetizadas.

Las observaciones estudiadas por medio de microscopia de fuerza atémica
(AFM) dieron resultados mas concluyentes sobre la morfologia de la quitina
sintetizada in vitro por la enzima Rochs1ATD. Estos analisis revelaron la presencia
de una mezcla de microfibrillas y algunas regiones amorfas menores en el producto.

En lo que se refiere al papel que desempefa in vivo la quitina sintasa
seleccionada (RO3G_00942, RoChs1) en el hongo Rhizopus oryzae, esto es un
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problema complejo dado que éste posee 24 genes que codifican quitina sintasas (Ma
et al., 2009). La evidencia sugiere que la CHS7 no es un pseudogen, dada la
informacion que se obtiene de expresion de su transcrito determinada por RT-PCR
semi-cuantitativo (Ma et al., 2009), asi como por los datos obtenidos en el presente
trabajo. De acuerdo a los resultados obtenidos in vitro, podemos insinuar que podria
estar involucrada en mecanismos de reparacién de la pared celular dada su
naturaleza. Sin embargo es necesario insistir en que los datos de su actividad y la
naturaleza del producto, muestran que la fraccion hidrofébica localizada en las
quitina sintasas en la region carboxilo-terminal no es necesaria ni para la actividad, ni
es requerida para formar un tunel donde se empuja la quitina al exterior como lo
proponen Dorfmueller et al. (2014), ya que basta el corto fragmento hidrofobico de la
RoChs1, para cumplir con estas funciones.

En suma, es importante sefialar que el presente estudio en donde por primera
ocasion ha sido posible obtener una proteina recombinante parcialmente purificada
de quitina sintasa en un sistema de expresion heterdlogo y que ademas es activa,
marca el camino a seguir para la posterior obtencién y purificacion de Chs de alto
peso molecular que puedan ser usadas para determinar sus mecanismos de

actividad y de formacién de las microfibrillas de quitina.
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VIl. CONCLUSIONES

El presente trabajo proporcioné informacion valiosa sobre la posibilidad de expresar
una quitina sintasa fungica en un sistema bacteriano heterélogo. Para ello se
selecciond una quitina sintasa del hongo Zygomycota Rhizopus oryzae, cuyo uso fue

de utilidad por diferentes aspectos:

1. La quitina sintasa seleccionada fue RoChs1 (RO3G_00942) de Rhizopus
oryzae, la cual es una proteina de bajo peso molecular que contiene solo un
dominio transmembranal hacia el C-terminal, pero posee intactas las zonas de
los dominios conservados, sugeridos como cataliticos. Estas caracteristicas
facilitaron su expresion en el sistema heterdlogo, ya que las quitina sintasas
tienen un gran numero de residuos transmembranales hidrofébicos, lo que ha
impedido su purificacion y expresion heterdloga.

2. Para lograr la clonacion y expresion recombinante de la quitina sintasa fue
necesario eliminar el dominio transmembranal, obteniendo una mutante que
se denomind RoChs1ATD, y emplear el cDNA correspondiente, ya que el gen
posee dos intrones.

3. Los aspectos clave para la obtencibn de la proteina RoChs1ATD,
recombinante incluyeron la utilizacion de un vector de expresion inducible en
frio (pCold 1) y una cepa bacteriana hibrida de expresion (E. coli
BL21Star/Rosetta2).

4. La proteina recombinante se acumuld en cuerpos de inclusion lo que dificultd
su purificacion, pero ésta se logré por cromatografia de afinidad con bajos
rendimientos, disolviéndolos en urea.

5. Independientemente del método de solubilizacidon de los cuerpos de inclusion
por diferentes procedimientos, la dialisis del agente solubilizante condujo a la

precipitacion e inactivacion de la enzima.
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6. El empleo de un detergente de ultima generacion, lauril maltosa neotpentil
glicol (LMNG), capaz de mimetizar las condiciones membranales, permitio
obtener una fraccidn soluble con actividad enzimatica.

7. Se observo que la enzima solubilizada tenia baja afinidad por la UDP-GIcNAc
que es el el substrato donador de las unidades de GIcNAc.

8. La quitina sintasa recombinante fue activa en un amplio rango de temperatura
y pH, y requeria solo una baja concentracion del ion Mg™" como cofactor.
Estas propiedades difieren de lo que esta descrito para las fracciones
membranales crudas y los quitosomas, lo cual se supone que es debido a la
ausencia de los componentes transmembranales hidrofébicos existentes
normalmente en éstas enzimas.

9. Por medio de la determinacion de la actividad en in gel y experimentos de
“Western blot” se demostré que la proteina de 55kDa era la Rochs1ATD,
responsable de la actividad enzimatica.

10.Se logré caracterizar el producto sintetizado por la enzima RoChs1ATD
recombinante, como quitina de un alto PM, y con una morfologia parcialmente
microfibrilar, pero el cual es diferente estructuralmente de las microfibrillas
sintetizadas por las fracciones membranales crudas y los quitosomas.
Posiblemente el hecho de que las moléculas de las preparaciones de la
enzima RoChs1ATD sean solubles y no asociadas, como ocurre con aquellas,
impida la correcta asociacion del producto para dar lugar a las tipicas
microfibrillas de quitina.

11.El hecho de que la quitina sintetizada por la enzima RoChs1ATD
recombinante sea de un alto PM, demuestra que la fraccion C-terminal
hidrofébica transmembranal, de la cual carece, no es requerida para la

formacion de la cadena de quitina como fue propuesta en un modelo “in silico”.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Con un enfoque hacia la determinacion de la relacion que existe entre estructura y
funcién de la quitina sintasa, se deben obtener condiciones que favorezcan la
purificacion y homogeneidad de esta proteina recombinante, u otra con similares
caracteristicas. En otras palabras, es de suma importancia poder realizar ensayos de
cristalografia y/o crio-miscroscopia electronica, pues hasta la fecha la estructura
molecular y el mecanismo de fibrilogénesis de las quitina sintasas, no se han podido

determinar experimentalmente.

Considerando la baja actividad de esta proteina recombinante, es importante lograr
condiciones que impidan la formacion de cuerpos de inclusion en las bacterias que
sinteticen la enzima. Alternativamente sera necesario determinar condiciones de
solubilizacion de la enzima activa a partir de los cuerpos de inclusién. Y finalmente
seria aconsejable hacer una busqueda de quitina sintasas de hongos o de miembros
de otros Reinos de organismos vivos, para obtener otros candidatos a evaluar, para

ser expresados en sistemas recombinantes.

Es también importante determinar cual es la funcion de la RoChs1 en el hongo
Rhizopus oryzae. Para ello se podria recurrir a su mutacion y analisis de las
mutantes nulas obtenidas. Otro aspecto seria la determinacion de su localizacion

celular en el hongo, por medio de técnicas de microscopia.
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ANEXO

(5920) EcoNI Nhel (109)

(5776) BStAPI Bmtl (113)

NdeI (302)

Eco53kI (309)

Sacl (311)

PaeR7I - XhoI (319)
HindIII (342)

BstBI (534)
PstI (720)

(5270) BStEII
(5249) Apal
(5245) PspOMI

(5041) BssHII
(5006) EcoRV
(4950) Hpal

Ncol - StyI (980)

Nsil (1222)

PfIFI - Tth111I (1508)
PpuMI (1510)

BgIII (1539)

Pcil (1592)

BmgBI (1695)

pCold I:RoChs1ATD
5970 bp

(4200) AIWNI
MscI (1805)

Xbal (1918)

(3721) AhdI
(3655) Bsal

(3603) BglI Psil (2370)

BsaAl - Dralll (2498)

NgoMIV (2599)
NaeI (2601)

A. Representaciéon esquematica del plasmido pColdl:RoChs1DTD

El gen que codifica a la proteina RoChs1DTD esta insertada entre los sitios Xhol y
Xbal localizado en el sitio de clonacion multiple.
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B. Articulo Salgado-Lugo et al. 2016.
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