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RESUMEN

En la naturaleza, la ferredoxina NADP-reductasa (FNR) es la principal flavoenzima capaz
de regenerar NADPH recibiendo los electrones proporcionados por el fotosistema | y
catalizando la reduccion de dos electrones de NADP* a NADPH. Esta capacidad catalitica
ha sido aprovechada fuera de la célula en la llamada “e-leaf”. En estas condiciones, la
FNR cataliza la interconversion reversible de NADPH en NADP* cuando esta confinada
en la superficie de un electrodo. Ademas, este concepto bioelectrocatalitico se ha
explotado como herramienta de regeneracion de cofactores ensamblado con sistemas
multienzimaticos que lo requieren. Entre las FNR reportadas, la de la cianobacteria
Anabaena sp. (AsFNR) se ha expresado de forma recombinante en E. coli con
rendimientos proteicos relativamente altos, lo que ha permitido estudiarla ampliamente y
caracterizarla cinéticamente. A pesar de estas ventajas, ASFNR muestra una baja
estabilidad (mantiene menos del 50% de su actividad después de una noche a 4 °C). Este
inconveniente dificulta su aplicacion como sistema robusto de regeneracion de cofactores
en biotransformaciones a gran escala. Varias estrategias se han centrado en aumentar la
estabilidad de esta enzima principalmente mediante inmovilizacion y mutaciones

racionales.

Hoy en dia, el sistema de expresion de levadura P. pastoris es una de las herramientas
mas populares y estandar para la produccién de proteinas recombinantes en biologia
molecular. En general, los beneficios de esta estrategia incluyen un plegamiento correcto
y la secrecion de proteinas recombinantes en el entorno externo de la célula de levadura.
La glicosilacion es una de las formas mas comunes de modificacion postraduccional de
proteinas en este sistema de expresion en levaduras; que esta estrechamente relacionado
con el aumento de la estabilidad térmica de las enzimas resultantes. Basdndonos en estos
descubrimientos previos, en el presente trabajo presentamos por primera vez la expresion
heterologa de AsFNR en P.pastoris con el objetivo de aumentar la estabilidad operativa
de esta enzima mediante el proceso natural de modificaciones postraduccionales. Para
ello, hemos clonado un constructo de AsSFNR marcado con cola de histidinas extraido del
vector pET28a insertandolo en un vector pGAPZaA. Tras la exitosa construccion del
clon, optimizamos la expresion heter6loga de rAsFNR en P. pastoris en medio
enriquecido para finalmente purificarla mediante cromatografia IMAC y caracterizarla
cinéticamente. La rAsFNR obtenida exhibe la misma actividad especifica, pero presenta

mayor temperatura de fusion y mayor estabilidad operativa que la expresada en E. coli.



ABSTRACT

In nature, ferredoxin NADP* reductase (FNR) is the main flavoenzyme which regenerates
NADPH by receiving the electrons dispensed from photosystem I and catalyzing the two-
electron reduction of NADP* to NADPH. This catalytic capacity has been harnessed
outside the cell in the so called electrochemical leaf. Under these conditions, FNR
catalyzes the reversible interconversion of NADPH into NADP* when it is confined into
an electrode surface. Moreover, this bioelectrocatalytic concept has been exploited as a
cofactor regenerating tool when assembled with cofactor-dependent multi-enzyme
systems. Among the reported FNRs, the one from the cyanobacterium Anabaena sp.
(AsFNR) has been well recombinantly expressed in E. coli with relatively high protein
yields, thus allowing been widely studied and kinetically characterized. Despite these
advantages, AsFNR displays very poor stability (maintaining less than 50% of its initial
activity after spending one night stored at 4 °C). This drawback hampers its application
as a robust cofactor-regenerating system in large scale biotransformations. Several
strategies have been focused on increasing the stability of this enzyme mainly by

immobilization and rational mutations.

Nowadays, the yeast expression system P. pastoris is one of the most popular and
standard tool for the production of recombinant proteins in molecular biology. Overall
the benefits of this strategy include appropriate folding and secretion of recombinant
proteins to the external environment of the yeast cell. Moreover, N-glycosylation is one
of the most common forms of protein post-translational modification in this yeast
expression system; which is closely related with the increase in thermal stability of the
resulting enzymes. Based on these previous findings, herein we report for the first time
the heterologous expression of ASFNR in P. pastoris aiming at increasing the operational
stability of this enzyme through the natural post-translational modification process. We
have cloned a his-tagged AsFNR construct extracted from a pET28a vector and inserted
it into a pGAPZaA vector. After the successful clone construction, we optimized the
heterologous expression of rAsFNR in P. pastoris in defined and enriched mediums.
Once rAsFNR is secreted to the culture medium, we have purified it by IMAC
chromatography and kinetically characterized. The obtained pure rAsFNR displays the
same specific activity while exhibiting higher melting temperature and higher operational

stability than the one expressed in E. coli expression system.



1. INTRODUCCION

Los retos mundiales en materia de energia, recursos, medio ambiente y transformacion
quimica sostenible nos llevan a minimizar el uso de recursos naturales, materiales toxicos,
energia y la generacion de residuos y contaminantes. La biocatalisis contribuye cada vez
mas a estos objetivos y ha sido ampliamente utilizada por su alta actividad, selectividad,
especificidad y bajo consumo energético. Las enzimas son biocatalizadores eficientes,
disponibles de forma natural, que presentan una gran especificidad y enantioselectividad.
Desemperfian un papel fundamental en el sector farmacéutico, donde se emplean en la
sintesis comercial de dos tercios de los productos quirales (1) utilizados en la sintesis de
nuevos farmacos (2). Dentro de estas, las oxidorreductasas (enzimas redox) catalizan
procesos de transferencia de electrones y son la segunda clase mas grande de enzimas (lo
que supone ~30% de todas las enzimas) (3). Ademas, estas enzimas tienen propiedades
cataliticas que fomentan su uso en una amplia variedad de aplicaciones, como en la
reduccion de grupos carbonilo acidos, dobles enlaces C=C, grupos nitro y enlaces
maltiples C-N, y son muy Uutiles en la sintesis de productos farmaceuticos, aditivos
alimentarios y combustibles (4). Las reducciones por oxidorreductasas resultan
especialmente valiosas en la produccion de compuestos farmacéuticos debido a su

enantioselectividad Unica.

La mayoria de las oxidorreductasas (el 90% de ellas) emplean un cofactor redox como la
nicotinamida adenina (NAD(P)H), o su homoélogo oxidado, el NAD(P)* (Figura 1). Sin
embargo, su elevado coste y las cantidades estequiométricas requeridas por estas enzimas
hacen que el consumo de esta coenzima sea econdmicamente inviable en aplicacion a
larga escala. Por ello, se han dedicado enormes esfuerzos a la regeneracion in situ de estos
cofactores redox (5,6). Idealmente, un método de regeneracion de cofactores redox debe
cumplir eficientemente con un alto nimero de recambio total (TTN, definido como el
numero de moles de producto por mol de cofactor), alta selectividad, sostenibilidad
viabilidad econémica y compatibilidad para integrarse en el sistema de
biotransformacion. Hasta la fecha, no existe un método de regeneracion universal que
pueda emplearse para cualquier tipo de reaccion enzimatica, y los mas mas adecuados
estan limitados por las caracteristicas y condiciones de la reaccion. Las estrategias
existentes de regeneracion de cofactores redox tienen sus ventajas y sus inconvenientes y
pueden englobarse en las siguientes categorias principales: enzimatica, quimica,

electroquimica y fotonica. Los principales problemas de aplicacion de los métodos



enzimaticos son mejorar el desempefio catalitico enzimatico, implementar rutas de
regeneracion eficientes y reciclar el cofactor. Por su parte, el desarrollo de catalizadores
eficientes con una alta selectividad es la prioridad del método de regeneracion quimica,
mientras que para el método electroquimico la mejora del electrodo mediante
modificacion con nanomateriales o mediadores de electrones constituye el mayor desafio.
Por otro lado, los métodos de regeneracion fotoquimica se centran en el disefio y la

explotacion de fotosensibilizadores eficientes capaces de trabajar con luz visible (6,7).

oxidado reducido

OH O OH O

R R

R=H - NAD* NADH
R=PO,H, > NADP* NADPH

Figura 1. Forma oxidada y reducida de los cofactores de nicotinamida.

Como proceso redox, la regeneracién de NAD(P)H implica un suministro de electrones,
para lo que tradicionalmente se han utilizado fuentes quimicas, eléctricas o fotdnicas. Los
métodos quimicos utilizan agentes reductores como donadores de electrones, mientras
que los métodos electroquimicos requieren un suministro continuo de electricidad. Los
métodos fotonicos emplean una fuente luminosa, pero requieren fotosensibilizadores
caros con un TTN y una selectividad inferiores (6). Méas recientemente, los métodos
hibridos, como la combinacion de enzimas con electrodos y fotosensibilizadores, han
mejorado el rendimiento al combinar el elevado TTN vy la selectividad de las enzimas con

un suministro directo de electrones (8,9).



1.1. Métodos y estrategias usados en la regeneracion de cofactores

La forma maés sencilla para regenerar cofactores consiste en métodos directos, como la
reduccién quimica, fotoquimica o electroquimica directas. Desafortunadamente cada uno
de estos tiene sus desventajas. Dado que el potencial energético del NAD(P)H es mayor
que el de NAD(P)*, la regeneracion de la forma reducida de la forma oxidada es
termodindmicamente mas dificil que la regeneracion de la forma oxidada de la forma

reducida (10).

La reduccién quimica directa con ditionita es econdmica pero tiene varias desventajas
como su baja TTN (<105), inestabilidad del reactivo, posible inactivacion de enzimas por
ditionita, y la posibilidad de reduccion directa del sustrato por el reductor (11). Taylor y
Jones (12) utilizaron derivados de la hidropiridina con el mismo fin en donde se consiguio
un porcentaje de regeneracion de NAD* 50 veces superior usando la oxidacion de
ciclohexanol catalizada por la alcohol deshidrogenasa (ADH) de higado de caballo. En
cuanto a la oxidacion, se ha conseguido regenerar quimicamente NAD™ con flavin
mononucleotido (FMN) y O. como Ultimo aceptor de electrones (12). La desventaja de
esta reaccion es que es muy lenta (0.27 M-1s). Otros agentes quimicos utilizados para la
regeneracion de NAD™ son el ferricianuro de potasio, el metosulfato de fenazina, las sales
de piridinio y las flavinas (13). Todos estos tienen problemas de estabilidad y velocidades
de reaccién lentas, pero se pueden usar en una amplia gama de condiciones de
funcionamiento, son baratos y son aplicables tanto para la regeneracion de NAD* como
para el NADP™.

Una forma de aumentar la velocidad de la regeneracion de estos cofactores es mediante
la fotoexcitacion. En comparacion con la oxidacion quimica, este proceso consigue
aumentar la velocidad de oxidacién mediante electrones mediadores de transferencia (14),

y se puede aplicar tanto para la regeneracion de NAD* como NADP*,

Por otro lado, los métodos electroquimicos son baratos y no requieren sustratos
especificos. Sin embargo, requieren altos sobrepotenciales para llevar a cabo las
reacciones electroquimicas, presentan mala regioselectividad y la formacion de
reacciones secundarias, asi como una baja TTN (<1000) (15). El problema de los
sobrepotenciales elevados se puede solventar mediante el uso de mediadores organicos
(como los derivados del viol6geno, hierro tetrametilfenantrolino, ferrocenos, derivados

del pirrol, complejos de rodio, azul de metileno, ferricianuro) (16). Estos mediadores



consiguen hacer mas eficiente la transferencia electronica desde el electrodo hacia el
cofactor disminuyendo asi el potencial requerido. Asi mismo, la regeneracién reductiva
puede dar lugar a la formacion de dimeros de NADH enziméaticamente inactivos
(10,16,17). La formacion de estos dimeros inactivos puede minimizarse mediante el uso
de polimeros depositados en electrodos de cristal liquido (18). Dado que ninguna forma
inactiva resulta a través de la regeneracion directa de los cofactores oxidados de
nicotinamida, este tipo de método se utiliza mds ampliamente para la regeneracion

oxidativa.

Para la regeneracion reductiva, se prefieren los métodos de regeneracion enzimaticos. Sin
embargo, debido al alto costo de las enzimas, se utilizan métodos combinados
(electroquimicos y enzimaticos) que conducen a la regeneracion de cofactores in situ que
requieren solo cantidades cataliticas tanto de la enzima regeneradora como del cofactor.
Esto convierte a los metodos electroenzimaticos en una buena opcidn para la regeneracion

de cofactores en biotransformaciones enziméticas redox dependientes de NAD(P)H.

En este proceso, la transferencia de electrones (ET) més eficiente seria directamente entre
la enzima regeneradora y el electrodo. Sin embargo, la ET directa desde el electrodo hacia
el sitio activo de las enzimas es posible con proteinas redox que tienen el sitio catalitico

expuesto como el citocromo c (19), la ferredoxina (20), la lacasa, y las peroxidasas.
En la regeneracion enzimatica se utilizan tres estrategias diferentes (21):

a) Regeneracion enzimatica acoplada: en este método tanto la reaccion principal
como la regeneracidn del cofactor se llevan a cabo paralelamente con dos enzimas

y dos sustratos diferentes (para la sintesis y para la regeneracion, respectivamente)

(Figura 2).
Sustrato 1 Cofactor,eg Producto 2
< <
Producto 1 Cofactor,, Sustrato 2

Figura 1: Método de regeneracion enzimatica acoplada para la regeneracion del cofactor E1-

enzima de sintesis, E2-enzima de regeneracion.

Esta estrategia es conveniente siempre que ambas enzimas tengan especificidades

suficientemente altas para sus respectivos sustratos y no se inhiban por presencia



b)

de ellos. Recientemente, a esta estrategia se le conoce como “Smart co-
substrates”.

Regeneracion del cofactor acoplada al sustrato: en este método el sustrato para el
producto deseado se forma in situ a partir de un precursor. Las enzimas para la
reaccion sintética (E1) y la regeneracion (E2) requieren el mismo cofactor (una
emplea la forma oxidada y la otra la reducida) (Figura 3). Este procedimiento es

ventajoso en el caso de un precursor inestable.

Sustrato 1
)
Sustrato 2 Cofactor,,qy  Cofactor,,
(precursor)
Producto

Figura 2: Método de regeneracién del cofactor acoplada al sustrato. E1-enzima de sintesis, E2-

enzima de regeneracion.

Regeneracién de sustrato acoplado o cosustrato: este método utiliza una sola
enzima que funciona en direcciones opuestas con dos sustratos diferentes llevando
a cabo tanto la reduccién como la oxidacion del cofactor dependiendo del sustrato
que emplee. La coenzima puede permanecer en el mismo sitio activo y alternar
entre dos estados de oxidacién (Figura 4). En este caso, la eficiencia general del
proceso se ve limitada por el hecho de que la actividad de la enzima se divide
entre las dos reacciones, se requiere una gran cantidad de enzima, y es comun que

se produzca inhibicién enzimatica por el cosustrato.

Sustrato 1 Producto 1
Cofactor,gq E = Cofactoryy
Producto 2 Sustrato 2

Figura 3. Método de regeneracion de sustrato acoplado.



Algunas de las enzimas mas empleadas para la regeneracion de cofactores derivados de

nicotinamida se listan en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de enzimas reportadas para la regeneracion de cofactores derivados de
nicotinamida.

Enzima Sustrato TNeot. Aplicacion Ref.
ADH ammonio 5p Conversion de alcoholes en aminas  (22)
enantiopuras
Mioglobina oxigeno 500002 Oxidaciones mediadas por (23)
deshidrogenasas
Glutation 2-hidroxietil disulfuro 500000° Biosintesis de 6-fosfofluconato (24)
reductasa (G-PG), Ribulosa  5-fosfato
(Ru5P) y GMP
FDH formiato 63002 Biosintesis de fArmacos quirales (25)
Diaforasa 2,6- 174° Produccién de D-ribulosa (26)
diclorofenolindofenol
NOX oxigeno 332 Sintesis de L-tagatosa 27)
GDH almidoén 1202 Sintesis de acido lactico (28)
ADH 2-propanol 12855° Biocatalisis en flujo (29)
FNR Electrodo de ITO 436° Sintesis de L-glutamato (60)

ANADH. "NADPH. ADH: Alcohol deshidrogenasa, FDH: formiato deshidrogenasa, NOX: NADH
oxidasa, FNR: ferredoxina NADPH reductasa, GDH: Glucosa deshidrogenasa. Modificada de (21).

Existe también una categoria de métodos de regeneracion de cofactores cominmente
conocidos como métodos bioldgicos (30). Estos métodos consisten en el uso de células
enteras en lugar de enzimas aisladas, 1o que permite el aprovechamiento de toda la
maquinaria intracelular encargada de la regeneracion de cofactores. Este enfoque evita la
necesidad de purificacion de la enzima, aumenta la estabilidad de las enzimas frente a
factores de estrés externos (agitacion, uso de solventes organicos) y lo méas importante es
que no requiere la adicion exdgena de cofactores (31). Sin embargo, el empleo de células
enteras puede traer consigo la formacién de productos de reaccion secundarios derivados

del metabolismo celular aumentando las etapas de purificacion del producto final.

Una de las estrategias empleadas es el uso de células enteras de E. coli inmovilizadas que
contienen una cadena respiratoria en su membrana interna y son capaces de oxidar
NAD(P)H. Sin embargo, este sistema es poco estable y se requiere el uso de bacterias
termofilicas para aumentar su estabilidad (32). Una técnica que se puede emplear para
solventar esta problematica es la inmovilizacion de las células, sin embargo este método

presenta una baja TTN en comparacion con otros metodos de regeneracion (33).



Inspirados en los sistemas de regeneracion con células enteras, se ha descrito la
inmovilizacion de cofactores en materiales microporosos en donde al mismo tiempo se
inmovilizan tanto el cofactor como la enzima regeneradora. Estos métodos permiten la
regeneracion del cofactor in situ a muy bajas concentraciones de coenzima, ademas de

que permite su reutilizacién en ciclos repetidos de biotransformaciones (34,35).

1.2. Ferredoxina NADP* reductasa (FNR)

En la naturaleza, durante la fotosintesis, la luz solar es empleada para regenerar NADPH
y trifosfato de adenosina (ATP). En este proceso, la ferredoxina NADP™ reductasa (FNR
(FNR, EC 1.18.1.2) es la flavoenzima principal encargada de regenerar el NADPH
mediante la recepcion de los electrones dispensados del fotosistema I, catalizando asi la
reduccion del NADP* en NADPH mediante la transferencia de dos electrones y un
hidruro(36). La funcién principal del fotosistema | (PSI) al final de la cadena lineal de
transferencia de electrones fotosintéticos (PET) es reducir el NADP*™ a NADPH, utilizado
principalmente como poder reductor en la asimilacion de CO2 (37). En plantas y
cianobacterias, esto ocurre a través de la reduccion de la ferredoxina (Fd) [2Fe-2S] de
tipo vegetal soluble por el PSI (38), con la subsiguiente reduccién de NADP™ catalizada
por la flavoenzima FNR, segun la reaccion 2Fdrd + NADP* —2Fdox + NADPH (39,40).

R R R
NO N NO N N_ N
= \fo Ht = (o) H* \fo
— NH | NH | NH
N N N
o H (0] H o

FAD quinona (oxidado) FADH semiquinona FADH, hidroquinona

Figura 5. Reduccidn del cofactor flavina adenina dinucleétido (FAD).

En este proceso, el cofactor flavina adenina dinucledtido (FAD) (Figura 5) de la FNR
acepta dos electrones en dos pasos secuenciales de dos moléculas Fd reducida
independientes, produciendo primero la semiquinona neutra y luego la forma totalmente
anionica reducida o hidroquinona de la enzima (FNR hq). La FNR hq transfiere entonces
ambos electrones en un solo paso de transferencia de hidruro (HT) al NADP* (41-43). La
reaccion es un proceso reversible propuesto para seguir un proceso ordenado de dos
sustratos dentro de un complejo ternario Fd:FNR:NADP* , con el nucleétido de piridina

uniéndose primero a FNR (Figura 6) (41).



NADPH NADP*

l:dred

Figura 6. Mecanismo de transferencia electronica de la FNR (44).

El analisis de la relacion de los FNR plastidicos (~35-36 kDa) con otras enzimas que
muestran actividad FNR indic6 que comparten un origen evolutivo con los FNR
bacterianos (también conocidos como FPR) (45-47). Los FNR plastidicos y bacterianos
forman juntos la familia FNR de tipo vegetal, cuya estructura de dos dominios
proporciona el andamiaje basico para una superfamilia extendida de flavoproteinas que
llevan a cabo transferencia de electrones (ET) (48-53). EI dominio de unién al FAD, se
encuentra en el extremo N-terminal de las FNRs y estd formado por seis cadenas [
antiparalelas organizadas en dos laminas  perpendiculares, mientras que el dominio de
union a NADP™ se encuentra en el extremo C-terminal y consiste en un nicleo de cinco
laminas B paralelas rodeadas por siete hélices o (Figura 7). EI FAD se une fuera del barril
B antiparalelo con su anillo de isoaloxazina entre dos tirosinas, una perteneciente al
dominio de unién a FAD (Y79 en Anabaena FNR, AsFNR) y la otra al dominio de unién
del NADP™ en el C-terminal donde se encuentra un residuo de tirosina (Y303 en AsFNR).
Aunque la funcion fisioldgica principal de los FNR plastidicos es la produccién de poder
reductor en forma de NADPH, estas enzimas pueden llevar a cabo el proceso reverso
(oxidacion de NADPH) y también catalizan la reduccién de la Fdox por NADPH para

proporcionar poder reductor a varios procesos metabdlicos (36).

La PET de Fd a NADP™ requiere la formacion de al menos dos complejos transitorios
binarios: Fd:FNR y FNR:NADP®. Estos complejos organizan sus respectivos centros

redox [2Fe—2S], isoaloxazina y nicotinamida, cuando estan presentes en los estados redox
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adecuados, a la distancia y orientacion adecuadas para la alta eficiencia exhibida en el
proceso PET general (200 s* TTN).

Figura 7. Representacion molecular de la AsFNR y su interaccion con el NADP* y el FAD. A.
Representacion de la superficie molecular y la estructura de la AsSFNR (PDB 1QUE), dominios de unién
del FAD y el NADP* en rosa palido y en violeta metalico, respectivamente. B. Detalle del sitio activo de la
AsFNR. C. Superficie molecular de la AsFRN con el potencial electrostatico del ambiente de union de sus

ligandos (54).

1.3.  Enzimas en electroquimica

La electroquimica de pelicula de proteinas (PFE) se describe en varias revisiones (55-58).
En ellas se describen los principios, numerosos ejemplos, asi como las ventajas y
aplicaciones, de unir una enzima directamente a la superficie del electrodo, evitando asi
la difusion lenta de proteinas que enmascara informacion util. Las moléculas de proteina
se adsorben espontaneamente en muchas superficies de electrodos, a menudo con la ayuda

de contraiones polivalentes.

Una vez inmovilizada, la cobertura de una proteina puede ser lo suficientemente alta
como para que el intercambio de electrones entre el electrodo y los sitios activos,
impulsados por el voltaje ciclico, den lugar a sefiales visibles en forma de pico de tamafio

finito y no distorsionadas por una cola difusiva.

Sin embargo, el objetivo principal de PFE cuando se aplica a las enzimas es medir la
actividad electrocatalitica que proviene de sitios activos que de otro modo serian
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"indetectables”. Dependiendo de la tasa de renovacion y la cobertura de la enzima, las
formas de onda cataliticas pueden estar limitadas por (i) el agotamiento del reactivo, (ii)
la actividad inherente de la enzima, es decir, la frecuencia de recambio o (iii) transferencia
de electrones interfacial (59). El transporte de reactivos a la superficie del electrodo (o
productos lejos del electrodo) se puede controlar girando el electrodo a velocidades

superiores a varios miles de rpm.

Ahora se ha establecido que muchas enzimas son electrocatalizadores reversibles cuando
se unen a un electrodo (60). La electrocatalisis reversible se define aqui como una
situacion en la que solo se requiere un sobrepotencial minimo para impulsar una reaccién
en cada direccion, y la velocidad a potenciales cercanos al valor reversible sigue
aproximadamente la derivada, en Gltima instancia, de la ecuacion de Nernst. Por lo tanto,
si una mezcla de formas oxidadas y reducidas de un reactivo esta presente en solucion, la

corriente corta bruscamente el eje de potencial en el potencial esperado.

Dentro de este campo, también se ha explorado la alta capacidad que tiene la FNR para
llevar a cabo la regeneracion del NADPH, debida al proceso de transferencia directa de
electrones (DET). Esta gran capacidad se ha exportado fuera de la célula fotosintética en
lo que se conoce en electroquimica como “la hoja electroquimica” (e-Leaf) (Figura 8).
Estos enfoques bioelectrocataliticos aprovechan la capacidad de DET de la FNR para unir
esta flavoenzima a la superficie de un electrodo y asi recibir directamente los electrones
inyectados (61). De este modo, la FNR se ha empleado para llevar a cabo la conversion
reversible del NADP* en NADPH cuando se encuentra unida electrostaticamente a
electrodos de dxido de indio y estafio (ITO) (62). Bajo este escenario, la enzima es capaz
de realizar la regeneracién de esta coenzima cuando se acopla con otras oxidorreductasas

para llevar a cabo biotransformaciones dependientes de dicho cofactor (61,63).
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Figura 8. Esquema comparativo entre la hoja biol6gica y el concepto de hoja electroquimica (e-Leaf) (62).

A pesar de los exitosos reportes de la biocatalisis redox mediada por la FNR confinada
electrostaticamente en la superficie de un electrodo, todavia quedan varios problemas por
resolver, ya que esta enzima se inactiva rapidamente debido a su baja estabilidad
operacional. Con el objetivo de aumentar su estabilidad, la FNR se ha inmovilizado en

resinas microporosas (64).

1.4.  Sistemas de expresion heter6loga de proteinas en bacterias y levaduras

La expresion de una proteina recombinante en un hospedador apropiado tiene como
objetivo la produccién de una proteina altamente soluble en el citoplasma con un
plegamiento y actividad apropiados. El plegamiento de proteinas es un proceso biofisico
en el que los polipéptidos asumen una estructura tridimensional (3D) especifica que les

otorga determinadas funciones bioldgicas (65).

Por lo general, la produccidén de proteina recombinante tiene como objetivo la sintesis de
altas cantidades de proteina, la alta densidad de células huésped y, lo que es mas
importante, la alta calidad del producto (66) . La produccion de proteinas a bajo costo es
un objetivo importante en el desarrollo de procesos farmacoterapéuticos vy
bioindustriales (67). Por lo tanto, solo los procesos a gran escala pueden hacer frente a la
creciente demanda y esos procesos requieren enfoques rentables (68). Hasta ahora, se han
producido proteinas terapéuticas recombinantes como la insulina, la hormona del
crecimiento humano y el factor V111 antihemofilico utilizando células huésped procariotas
(p. €j., Escherichia coli) y eucariotas (p. ej., Saccharomyces cerevisiae, células de
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insectos, mamiferos, humanos y plantas) (69). Las células de E. coli fueron el primer
huésped (y el mas simple) en producir proteinas terapéuticas recombinantes en la década
de 1980.

Cuando se induce a una célula a sintetizar una proteina determinada, es probable que
surjan varios problemas, como el plegamiento, la protedlisis o la agregacion
incorrectos. El hecho de que una proteina no se pliegue en la estructura 3D correcta
generalmente da como resultado la produccién de proteinas inactivas, pero también puede
provocar funcionalidades modificadas y/o tdxicas. Estos problemas pueden evitarse
mediante la optimizacion de la produccion y el plegamiento de proteinas
recombinantes. Por otro lado, la expresion de proteinas recombinantes y las
modificaciones postraduccionales son relevantes para abordar las funciones biol6gicas de
los genes y realizar estudios bioquimicos, enzimaticos y de estructura de proteinas en 3D
(70).

Una de las FNRs mas estudiadas es la FNR de la cianobacteria Anabaena sp. (AsFNR).
Esta enzima se ha conseguido expresar heterologamente en E.coli produciendo una
cantidad relativamente alta de proteinas, que han sido ampliamente estudiadas y
caracterizadas cinéticamente (71). Las células de E. coli fueron transformadas con
plasmidos que portaban el gen que codifica para la forma nativa de la AsFNR y
demostraron ser competentes en la produccion de la holoenzima (enzima completa
formada por una proteina y un cofactor) de la flavoproteina en una forma completamente
activa (72). Ademas de la AsFNR, se ha conseguido expresar heterologamente una gran
variedad de FNRs de distintos origenes empleando casi exclusivamente a la bacteria E.
coli como hospedero (Tabla 2). Sin embargo, Unicamente se encuentra un reporte de la
expresion heterdloga en la levadura Pichia pastoris (P. pastoris) correspondiente a la

FNR de Pseudomonas aeruginosa (PaFNR) (73).

Entre los sistemas de expresion eucarioticos, la levadura tiene muchas ventajas, como
medios de cultivo de costo relativamente bajo, crecimiento celular rapido, ausencia de
endotoxinas, secrecion extracelular de las proteinas sintetizadas y una diversidad de
mecanismos de cambios postraduccionales que incluyen, por ejemplo, plegamiento y

glicosilacion (74). Ademas, las levaduras tienen el potencial de producir proteinas
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recombinantes industrialmente debido a sus poderosos promotores que controlan la

expresion genica.

Tabla 2. Ferredoxina NADP-reductasas producidas heterélogamente

Tipo Origen Hospedero Abreviatura Ref.
Bacteriano Pseudomonas aeruginosa P. pastoris PaFNR (73)
Pseudomonas putida E. coli PpFNR (75)
Bacillus subtilis BsFNR (76)
Synechococcus sp. SsFNR (77)
Anabaena sp. AsFNR (78)
Xanthomonas axonopodis XaFNR (79)
Synechocystis sp. SsFNR (80)
Sulfurisphaera tokodaii StFNR (81)
Rhodobacter capsulatus RcFNR (82)
Leptospira interrogans LIFNR (83)
Hydrogenobacter thermophilus HtFNR (84)
Chlorobaculum tepidum CtFNR (85)
Alcanivorax borkumensis ADbFNR (86)
Algas Chlamydomonas reinhardtii E. coli. CrFENR (87)
Plantas Zea mays E. coli ZmFNR (88)
Spinacea oleracea SoFNR (89)
Pisum sativum PsFNR (90)
Arabidopsis thaliana AtFNR (91)
Protozoarios Toxoplasma gondii E. coli TgFNR (92)
Plasmodium falciparum PfFNR (93)

Uno de los pasos finales en la biosintesis de proteinas es la modificacion postraduccional
de las proteinas. Durante este extenso proceso, las proteinas sufren una serie de cambios
quimicamente reversibles o irreversibles después de la traduccién. Las modificaciones
postraduccionales de las proteinas juegan un papel importante en la produccion de varias
proteinas funcionales a partir de un solo gen y en la estructura, funcién y regulacién de
muchas proteinas (94). Hay varios tipos de modificaciones, que incluyen fosforilacion,
glicosilacién, acetilacion, ubiquitilacién, sumoilacién, metilacion, palmitoilacion,
miristoilacion, prenilacién, hidroxilacion, anclaje GPI, ADP-ribosilacion, citrulinacion,
S-nitrosilacion, oxidacion y sulfatacion. La glicosilacion es una de las formas mas
comunes y complejas de modificacion de proteinas en células eucariotas. La glicosilacion
desempefia un papel importante en la actividad biolégica, el plegamiento, la estabilidad
y la solubilidad de las proteinas (95). El papel biol6gico de la glicosilacion de proteinas

se puede dividir en tres categorias, relacionadas con la estabilizacién de proteinas, la
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modulacion de las propiedades de las glicoproteinas y la identificacion de proteinas de
uniéon a glucanos (96). Tanto la O- como la N-glicosilacion han sido reportadas en
levaduras (97). Entre las diversas cepas de levadura, Saccharomyces cerevisiae se ha
utilizado tradicionalmente como huésped para la produccion de proteinas recombinantes,
sin embargo, se ha demostrado que P. pastoris presenta un sistema de expresion mas

exitoso (98).

La N-glicosilacion es una de las formas mas comunes de modificacion postraduccional
de proteinas en P. pastoris; aproximadamente 70 a 90% de los residuos de
asparagina (Asn, N) que forman sitios potenciales de N-glicosilacion (Asn-Xaa-Ser/Thr)
estdn N-glicosilados. Ademas, la N-glicosilacion a menudo juega un papel crucial en la

secrecion, la estabilidad y la actividad de las proteinas heter6logas (99).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La produccion rentable de productos bioquimicos y biocombustibles de origen sostenible
es un objetivo fundamental de la biotecnologia actual. Las rutas redox biosintéticas son
fundamentales en la sintesis quimica para establecer una bioeconomia circular. La
regeneracion sostenible y el reciclaje de cofactores redox es un requisito previo para la
explotacion industrial viable de muchas rutas biosintéticas redox descritas. Estos limites
obstaculizan el empleo de biotransformaciones dependientes de cofactor en procesos de

produccidn a gran escala.

En la naturaleza, la ferredoxina NADP-reductasa (FNR) es la principal flavoenzima capaz
de regenerar NADPH recibiendo los electrones proporcionados por el fotosistema | y
catalizando la reduccion de dos electrones de NADP* a NADPH. Entre las FNR
reportadas, la de la cianobacteria Anabaena sp. (AsFNR) se ha expresado de forma
recombinante en E. coli con rendimientos proteicos relativamente altos aunque se ha visto
que esta enzima se inactiva rapidamente debido a su baja estabilidad operacional que
dificulta su aplicacibn como sistema robusto de regeneracion de cofactores en

biotransformaciones a gran escala.

Entre las estrategias centradas en aumentar la estabilidad de esta enzima, el sistema de
expresion de levadura P. pastoris es una de las herramientas mas populares y estandar

para la produccidn de proteinas recombinantes en biologia molecular.

Por tanto, a la vista de los antecedentes expuestos, la hipotesis que se plantea en este
trabajo es que la expresion heterdloga de la AsFNR (rAsFNR) en el sistema de expresién
Pichia pastoris aumentard la estabilidad de la enzima. De este modo, el objetivo
principal de este trabajo fue la construccion de un vector de expresion adecuado para
Pichia pastoris, portador del gen que codifica para la AsFNR, para una vez expresada y
purificada proceder a su caracterizacion térmica y cinética. Para ello, se plantearon los

siguientes objetivos especificos:

1. Construccion del plasmido pGAPZaA AsFNR a partir del plasmido
pET28a_AsFNR.

2. Expresion heteréloga de la AsFNR en los sistemas de expresion de E. coli y P.
pastoris.

3. Caracterizacion cinética de la rAsFNR producida en ambos sistemas de expresion.
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4. Caracterizacion de la estabilidad térmica de la rAsFNR producida en ambos

sistemas de expresion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

El gen pET28a que contiene a la ferredoxina NADP-reductasa de Anabaena sp. (AsFNR)
con cola de histidinas y sitio de corte con trombina ambos en amino terminal
(pET28a_AsFNR) se sintetiz6 en GenScript (Estados Unidos). Las enzimas de restriccion
EcoRlI, Kpnl, BspHI y el colorante de tincion purpura de ADN para cargar geles, fueron
comprados en Werfen (Reino Unido). EI medio de cultivo Luria-Bertani de autoinduccién
NZY (NZY), ADN polimerasa de alta fidelidad (NZYProof, MB14601), T4 ADN ligasa
(MBO00703), dNTPs (MB08603), Dpnl (MB07801), marcador de pesos moleculares de
ADN (NZYDNA ladder VII, MB17501) y el kit de purificacion de ADN (NZY Gelpure,
MBO01102) fueron adquiridos en Nzytech (Portugal). Las microperlas de agarosa
entrecruzadas grado 6 (AG) (tamafio de particula 50-150 pm y didmetro de poro 300 nm)
se adquirieron en Agarose Bead Technology (Madrid, Spain). Las resinas de agarosa
activadas con cobalto (AG-Co?") o niquel (AG-Ni?*) se prepararon siguiendo la
metodologia reportada (100). Los cofactores de nicotinamida NAD*, NADH, NADP* y
NADPH se compraron en Gerbu Biotechnik (Wieblingen, Alemania). Los reactivos como
2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), EDTA, imidazol, IPTG, cloruro de cobalto, tris base,
sulfato de kanamicina y el colorante de proteinas SPYRO orange se adquirieron en
Sigma-Aldrich-Merk (St. Louis, IL). La solucion de acrilamida bis acrilamida,
mercaptoetanol, tampon de ruptura Laemli-SDS, Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate y el marcador de pesos moleculares fueron comprados en BioRAD. La
zeocina, la agarosa y el medio YPD fueron comprados en Thermofisher. El plasmido
pGAPZaA fue donado por el profesor Juan Carlos Mateos Diaz de la Unidad de
Biotecnologia Industrial del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio
del Estado de Jalisco (CIATEJ), México. El kit de purificaciéon de ADN plasmidico
(miniprep) de marca Metabion comprado en Teknovas (Espafa).

3.2.  PRODUCCION Y PURIFICACION DE ENZIMAS
La ferredoxina NADP™ reductasa de Anabaena sp. PCC 7119 (AsFNR) se sobreexpresé
en células de Escherichia coli BL21.

3.2.1. Transformacion en E. coli
La transformacion de plasmidos circulares o productos de PCR en E. coli se hizo en cepas

BL21 o DH5a dependiendo de si eran para expresion de la enzima o para la produccion
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de plasmido, respectivamente. Para ello, 1 0 5 pL del plasmido circular o producto de
PCR, respectivamente, se mezclaron con una alicuota de 50 uL de células competentes
de E. coli (BL21 o DHS5a, segun el caso) y se incubaron 20 min a 4 °C. Después se les
dio un choque térmico a 42 °C durante 1 min en un termobloque e inmediatamente
después se adicionaron 750 pL de medio de cultivo LB estéril sin antibidtico. Para la
recuperacion de las células, estas fueron incubadas durante 1 hora a 37 °C con agitacion
a 250 rpm. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugaron a 2500 rpm y se retiraron
650 pL del sobrenadante. El pellet celular se resuspendid en los 150 pL restantes de LB
de los cuales 50 pL se sembraron en placas Petri con LB-agar y el antibidtico

correspondiente. Las placas fueron incubadas toda la noche a 37 °C.

3.2.2. Purificacion de plasmidos

Para la purificacién de los plasmidos, se inocularon 3 mL de medio LB con el antibidtico
correspondiente con una azada de una colonia transformada. Dicho cultivo se incub6 toda
la noche a 37 °C. Al dia siguiente se colectd el pellet celular por centrifugacion a 4000
rpm por 2 min. Se retird el sobrenadante y se siguié la metodologia descrita por el
fabricante del kit comercial de minipreps (Metabion). Una vez purificado el ADN se
cuantificd su concentracion midiendo la absorbancia de una muestra de 2 puL a 260 y 280
nm en la placa Take3 de un espectrofotometro Microplate Reader Epoch 2, BioTek con

el software Genb.

3.2.3. Expresionen E. coli

Un total de 1 mL de un cultivo de una noche de E. coli transformado con el pldsmido
pPET28a-AsFNR, se inoculd6 en 50 mL de medio NZY que contenia kanamicina
(concentracion final de 30 ug-mL"%). El cultivo se incub6 a 37 °C a 250 rpm durante 16

hy luego se recolecto el pellet celular por centrifugacion a 1290 g durante 30 mina 4 °C.

3.2.4. Purificacion de enzimas producidas en E. coli

Las enzimas expresadas de forma recombinante en E. coli se purificaron por
cromatografia de afinidad con iones metélicos (IMAC) de la siguiente manera: el
sedimento del pellet celular resultante se resuspendié en una décima parte de su volumen
original con solucion tampén 25 mM Tris-HCI pH 8. Las células se rompieron por
sonicacién a una amplitud del 30% con ciclos alternos de 5 s encendido/5 s apagado
durante 20 min a 4 °C (Sonopuls HD 4100, Bandelin). El lisado celular se centrifugo a
10528 g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante que contenia la enzima se recogid y se
pasé a través de una resina de agarosa activada con cobalto (AG-Co?*) equilibrada con
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tampon de unién (Tris-HCI 25 mM pH 8). La columna se incubé durante 1 h a 4 °C para
promover la uniéon de la enzima con cola de histidinas a la columna AG-Co?".
Posteriormente, la columna se lavd tres veces con tampon de union antes de la elucién de
la proteina. Después del lavado la proteina se eluyo afiadiendo 3 mL de tampon de elucién
(Tirs-HCI 25 mM pH 8 suplementado con imidazol 300 mM) e incubando durante 1 h a
4 °C. La proteina eluida se filtro en gel usando columnas PD-10 (GE Healthcare) para
eliminar el imidazol y cambiar el tampdn enzimatico a Tris-HCI 10 mM pH 8. Se
realizaron ensayos SDS-PAGE y Bradford después de cada lote de produccion para

determinar la pureza, la concentracion y la actividad especifica de las enzimas.

3.2.5. Cuantificacion colorimétrica de proteinas

La concentracion de proteina total se determind por el método colorimétrico de Bradford
(101). Este método se basa en el cambio de absorbancia de 465 nm a 595 nm cuando
interaccionan el colorante hidrofobico azul de Coomassie con el interior hidrofébico de
las proteinas. Para su realizacion se prepard una curva de calibrado empleando la
alblimina de suero bovino (BSA) como patron (0.06 a 1 mg-mL™) y el reactivo Bradford
comercial (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate). Para el ensayo, en una
microplaca de 96 pocillos se colocaron 200 pL del reactivo de Bradford diluido (1:4 en
agua) a los que se adicionaron 5 pL de muestra diluida adecuadamente (entre 0.4 y 1
mg-mL™). Se incubaron por 10 min a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a
595 nm en un espectrofotometro Microplate Reader Epoch 2, BioTek con el software
Genb5.

3.3. CARACTERIZACION CINETICA DE LA FNR

3.3.1. Mediciones de actividad enzimética

La actividad de la FNR se midi6 espectrofotométricamente en microplacas transparentes
de 96 pocillos, empleando un Microplate Reader Epoch 2, BioTek con el software Genb.
Se utiliz6 un protocolo modificado para detectar la actividad diaforasa de la FNR (102).
El ensayo sigue el decaimiento de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion del
NADPH vy el decaimiento de la absorbancia a 600 nm debida a la reduccion del 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP). La mezcla de reaccion contiene 0.15 mM DCPIP, 0.2
mM NADPH y 1 mM Na,EDTA en 50 mM Tris-HCI pH 8.

Para el ensayo, en un pocillo de una microplaca de 96 pocillos, se colocaron 200 puL de

la mezcla de reaccion y para iniciar la reaccion se afiadieron 5 pL de solucion o suspension
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enzimatica (adecuadamente diluida) y se incubaron con agitacion orbital constante a 30
°C. Se registré el decaimiento de la absorbancia a 600 nm debido a la reduccion del
DCPIP durante 5 minutos con lecturas cada 10 segundos. Una unidad de actividad
diaforasa se definié como la cantidad de enzima requerida para reducir 1 pmol de DCPIP

por minuto en las condiciones del ensayo.
Para calcular la actividad enzimatica se empled la siguiente formula (Eq. 1):
Eg. 1 Actividad (U/mg) = [(AADbs X Viat)/(epcrip X (205/360) X Venz)]/MQenz

Donde, AAbs es el delta de absorbancia a 600 nm en OD-min, Vi es el volumen total
del ensayo en mL, epcpip €S el coeficiente de extincion molar del DCPIP a 600 nm (21.8
mM-tcm™ (103), 205/360 es la correccion de la longitud del paso dptico en el micropocillo
en donde 360 pL equivalen a una longitud de paso éptico de 1 cm, Ven; €5 el volumen de

enzima en mL y mgen; SOn los miligramos de enzima usados en el ensayo.

3.3.2. Cinéticas de Michaelis-Menten

Los pardmetros cinéticos (Km Y Vmax) se determinaron a pH 7'y 25 °C para la FNR soluble
siguiendo el método espectrofotométrico descrito anteriormente y utilizando
concentraciones variables de NADPH (5000-50 uM). Se hicieron curvas de actividad
especifica contra concentracién de NADPH para ajustar los resultados a la ecuacién de

Michaelis-Menten con el software Origin 2020b.

3.4. ESTABILIDAD DE LA FNR

3.4.1. Determinacion de la temperatura de melting (Thermal shift assay)

Para este ensayo se utilizé el reactivo Spyro Orange 5000X en DMSO que tiene una Aex
de 450 nm y una £em de 550 nm. Para el ensayo, en un micro tubo de 100 pL de una placa
de 96 microtubos se colocaron 40 pL de solucion de enzima en buffer Tris 50 mM pH 8

maés 10 pL de Spyro Orange 20X.

La placa se incub6 en un termociclador para PCR en tiempo real (QuantaStudio 5,
Thermofisher) empleando la siguiente rampa de temperatura: 2 min a 25 °C, rampa de 1
°C por minuto hasta llegar a 95 °C y ahi mantener 2 min. Para medir la fluorescencia, se
excitd a 450 nm y se registrd la fluorescencia a 550 nm. Para calcular la temperatura de

melting (Tm) los datos se ajustaron a la ecuacion de Bolztmann (104).
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3.4.2. Estabilidad térmica

La estabilidad térmica de la enzima se llevé a cabo incubando la solucion de rAsFNR
producida en P. pastoris o en E. coli a diferentes temperaturas y midiendo su actividad
residual después de la incubacion. Para ello, la solucién o suspension enzimatica
(adecuadamente diluida) en buffer Tris 100 mM pH 8 se incubd con agitacion orbital
constante en un rango de temperaturas de 40 a 80 °C durante 30, 60 y 120 min. Para
determinar la actividad una vez sacada la muestra de la incubacion la muestra se dejo
enfriar 10 minutos en hielo para después proceder con la medicion de actividad a 30 °C

siguiendo el método espectrofotométrico descrito anteriormente en el apartado 3.3.1.

3.5. PREPARACION DE CONSTRUCCIONES GENETICAS

Las construcciones genéticas para la expresion heteréloga de AsFNR en P. pastoris
partieron del gen pET28a_AsFNR el cual contiene el gen de la enzima de interés que fue
extraido y posteriormente insertado en el plasmido pGAPZaA empleando la metodologia
detallada a continuacion.

3.5.1. Extraccion del gen de interés del plasmido comercial agregando los sitios de
restriccion deseados mediante PCR.
Mediante PCR se llevo a cabo la amplificacion de la secuencia del gen de interés (inserto
de 964 pb) mediante la insercién de los sitios de restriccién EcoRI (en amino terminal) y
Kpnl (en carboxilo terminal) en el plasmido pET28a_AsFNR (GenScript) empleando 10
ng del plasmido (5.4 kb) y los cebadores correspondientes que afiaden dichos sitios de
restriccion a la secuencia de ADN. Una vez comprobada la amplificacion del gen de
interés mediante un gel de electroforesis, se realiz6 la purificacion de ADN utilizando el
kit de purificacion comercial siguiendo el protocolo de purificacion de reaccion de PCR
recomendado por el fabricante (Nzytech). Posterior a la purificacion se cuantifico la
concentracion de ADN obtenida mediante la medicion de su absorbancia a 260 y 280 nm

3.5.2. Digestion del gen AsFNR y el plasmido pGAPZaA con las enzimas de
restriccion seleccionadas.
Una vez amplificado el gen de la AsFNR con los sitios de restriccion EcoR1 'y Kpnl, se
Ilevd a cabo su digestion. Para ello se realiz6 una reaccién de doble digestion empleando
entre 1y 2 ug de ADN por cada 50 pL de reaccién de digestion y 10 U de cada enzima
de restriccion para digerir 1 pg de ADN durante 3 horas a 37 °C. Se realizo un control de
digestion incubando 100 ng de plasmido pGAPZaA sin enzimas de restriccion en 20 pL
de medio de reaccion para facilitar la identificacion de la banda correspondiente al
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plasmido con doble corte. ElI plasmido digerido se purifico a partir de un gel de
electroforesis, en el que la banda correspondiente se extrajo del gel de agarosa con un
bisturi y se purifico de acuerdo con las indicaciones del kit de purificacion comercial
(Nzytech). El inserto digerido se purificd utilizando el protocolo kit de purificacion

comercial (Nzytech).

3.5.3. Reaccion de ligacion entre el plasmido e inserto digeridos.

Para la reaccion de ligacion se utilizaron los productos de la reaccion de digestion puros.
La relacion molar entre el vector y el inserto en la reaccion de ligacion fue de 1:3. Para
ello, 30 ng de inserto AsFNR y 30 ng de vector pPGAPZaA se mezclaron en una reaccion
de 20 pL utilizando las condiciones indicadas por el proveedor de la ligasa a utilizar
(Werfen) (incubacion 17 horas a temperatura ambiente). Se agregé un control de ligacion
que consistio en lanzar una reaccion que contiene el vector sin inserto. EI producto de la
ligacion se transformo en células competentes de E. coli DH5a (2.5 a 10 uL) para producir
suficiente cantidad de ADN para su posterior transformacion en P. pastoris. Dado que el
vector pPGAPZaA tiene resistencia a zeocina, las células transformadas se sembraron en
cajas Petri con dicha resistencia. La zeocina es sensible a la luz por lo cual es importante
siempre proteger el reactivo y las cajas que lo contienen con papel aluminio. La zeocina
se agregd al medio (50 pug-mL™) a una temperatura maxima de 55 °C. Las cajas se
incubaron una noche a 37 °C protegidas de la luz. Se realiz6 un control de transformacion
para validar la efectividad del antibidtico. Se seleccionaron algunas de las colonias
crecidas para producir un preinoculo de 3 mL y hacer una purificacién del plasmido de la
construccion conseguida empleando el kit para miniprep disponible (Metabion). Se
verificd la construccion genética mediante doble digestién con EcoRI y Kpnl liberando
el inserto de interés (964 pb) y el plasmido pGAPZaA (3147 pb) cuyos pesos moleculares
se contrastaron con un gel de electroforesis. Asi mismo, la construccion conseguida se
envio al servicio de secuenciacion Sanger de la empresa Stabvida. Una vez conseguidas
las construcciones del gen de interés en el vector pGAPzaA, la construccion genética se

resguardo a -20 °C para ser utilizado posteriormente.

3.5.4. Linealizacion y purificacion de la construccion genética
P. pastoris integra el ADN externo de manera lineal combinandolo con su genoma por lo
cual es necesario realizar un paso de linealizacion del plasmido antes de transformar. La

linealizacion se realizd mediante una digestion con la enzima BspHI.
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Se produjeron 15 pg de plasmido (pGAPzaA con el inserto de interés) mediante
minipreps tras lo cual se realiz6 una reaccion de digestion con BspHlI, utilizando 5 U por
pg de ADN. Para 15 pg de plasmido se utilizé un volumen de reaccion de 500 pL y se
digirié durante 2 horas a 37 °C. Una vez comprobada la linealidad de la construccion
genética de interés mediante un gel de electroforesis se purifico el ADN mediante
precipitacion agregando una décima parte del volumen de ADN lineal de acetato de sodio
3 M pH5.2a4°Cydos veces el volumen de etanol a 4 °C (10:1:20, ADN lineal/acetato
sodio/etanol.). Se agitd en vortex y se dej6 a -30 °C durante una noche. A continuacion,
se centrifugd a 4 °C a la méxima velocidad durante 15 min retirando el sobrenadante y
agregando etanol al 70 % a 4 °C. Se centrifugd de nuevo a maxima velocidad durante 15
min y se retir0 el sobrenadante para después resuspender en 15 pL de agua extrapura.
Posterior a la purificacion se cuantifico la concentracion de ADN obtenida mediante la

medicion de su absorbancia a 260 y 280 nm.

3.5.4. Transformacion en Pichia pastoris

Las células competentes de P. pastoris se electroporaron con al menos 5 pg de ADN
linealizado en hielo mediante pulsos con el programa Pic (1500 mV). Después del pulso
se agregd 1 mL de medio YPD:Sorbitol 1 M (1:1) y se transfirieron las células con medio
a tubos de 2 mL para incubar por 4 h a 30 °C y 200 rpm. Después de la incubacion, se
sembraron en placas de YPD con zeocina (100 pg-mL™) y se incubaron a 30 °C con

proteccién de la luz durante 72 horas.

3.5.5. Expresion en P. pastoris

Tras la obtencidn de colonias resistentes a zeocina se realiz6 un cultivo pequefio (10 ml)
para evaluar la produccion de proteina. Para analizar la produccion de proteina se
centrifugo el cultivo para retirar la biomasa a 4000 rpm y se recuper6 el sobrenadante
para cargar un gel de proteinas. La cepa que mas proteina produjo se cultivo de la cepa
durante 16 horas en 10 mL de medio YPD con 100 pg-mL™ de zeocina que se alicuotaron

con 20 % de glicerol para resguardar a — 80 °C.

Después, a partir de estas celulas preservadas en glicerol se realizo un cultivo en medio
YPD s6lido con 100 pg-mL* de zeocina que se incubd por 72 h a 30 °C. Del cultivo en
medio solido se selecciond una colonia aislada con la cual se realizaron cultivos en tubos
de agar inclinado con YPD y 100 pg-mL™ de zeocina. Los tubos se incubaron durante 72
ha30 °C.
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Una vez trascurrido el tiempo se resuspendié la totalidad de la biomasa generada en el
tubo de agar inclinado en 50 mL de medio YPD liquido con 100 pg-mL™ de zeocina y se
incubo durante una noche a 30 °C en un matraz de 250 mL de volumen con una agitacion
de 200 rpm. La produccion de proteina se monitoreo cada 24 horas midiendo la actividad
diaforasa en el cultivo liquido una vez removidas las células por centrifugacion a 4000
rpm.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. EXPRESION Y PURIFICACION DE ENZIMAS EN E. coli

El vector de expresion en E.coli utilizado en este trabajo (pET28a) presenta un promotor
hibrido, mezcla del operador lac a donde se une el represor lacl y el promotor de la T7
RNA polimerasa que es potente y autoinducible, es decir, que se activa cuando se
encuentra presente la T7 RNA polimerasa. En condiciones normales, lacl se expresa y se
une al operador en ambos promotores (plasmido y genoma) por lo que no hay expresion
de la T7 RNA polimerasa ni del gen clonado. La adicion de un inductor como el isopropil
B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) retira el lacl en ambos promotores de manera que en
el genoma el promotor deja de reprimirse y se expresa T7 RNA polimerasa y en el
plasmido, la T7 RNA polimerasa induce la expresion del promotor de T7 que ya no estara
reprimido por lacl. Para expresar la ASFNR empleamos el medio LB de autoinduccion
NZY que es un medio para el cultivo de E. coli a altas densidades celulares mientras se
obtienen altos niveles de expresion de proteinas recombinantes con sistemas de expresion
bacterianos inducibles con IPTG. El método se basa en la presencia de componentes del
medio que se metabolizan de manera diferencial para promover el crecimiento del cultivo
a altas densidades celulares y, posteriormente, inducir la expresion de proteinas a partir
de promotores basados en lac. Este medio contiene una mezcla de fuentes de carbono y
energia, donde la glucosa es la fuente principal de E. coli y es utilizada por ésta durante
las primeras etapas del crecimiento mientras que la lactosa y el glicerol sirven como
fuentes de carbono y energia durante las Gltimas etapas de crecimiento y expresion

proteinas recombinantes.

Una vez producida la enzima recombinante, llevamos a cabo su purificacion mediante
cromatografia de afinidad con metales (IMAC, del inglés “immobilized-metal affinity
chromatography”). Esta es una técnica comun utilizada para purificar proteinas
recombinantes fusionadas con una etiqueta de afinidad peptidica corta, en este caso una
cola de 6 histidinas (6xHis) fusionadas en el amino terminal de la proteina. Este tipo de
cromatografia IMAC se basa en la interaccion entre la etiqueta de afinidad (tag) con un
ion de metal de transicion (Co?* en nuestro caso) quelado en el soporte en fase sélida de
cobalto agarosa (AG-Co?*). La adsorcion de proteinas etiquetadas con IMAC se realiza a
un pH ligeramente basico para garantizar que los grupos histidina imidazol no se
protonen. Las condiciones de elucion fueron suaves y se basaron en el intercambio de
ligandos con imidazol.
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En todas las etapas de purificacion se colectaron muestras para posterior comprobacion
en gel SDS-PAGE de la presencia o ausencia de la proteina de interés en cada etapa
(Figura 9). La ferredoxina NADP-reductasa de Anabaena sp. producida
recombinantemente (rAsFNR) en E. coli presenta un alto nivel de sobreexpresion que se
evidencia por la gran intensidad y tamafio de la banda de la calle 1 alrededor de los 37
kDa del gel de electroforesis (Figura 9). Sin embargo, en la etapa de lisis celular, se
pierde una gran cantidad de proteina que se encuentra en forma de cuerpos de inclusion
ya que se ve una disminucion de la misma banda en la calle 2. A pesar de ello, la enzima
consigue un alto grado de purificacion después del paso por IMAC en donde todas las
proteinas provenientes de E. coli se eliminan en el flow through (proteinas no retenidas
en la columna AG-Co?"). Finalmente, en el eluato (donde se encuentra la enzima pura) se
obtuvieron 4.28 mg de AsFNR a partir de 50 mL de medio de cultivo, con una actividad
especifica de 12.5 + 0.08 U-mg™* (Tabla 3).

Figura 9. Visualizacion por SDS-PAGE de cada una de las etapas de purificacion IMAC en la expresion
de la proteina rAsFNR en E. coli inducida tras 17 horas a 37 °C en medio NZY Autoinduccion. Calles: 1:
Fraccidn total de proteina obtenida tras sonicacién; 2: Fraccion soluble de proteina; 3: Flow through; 4:

Eluato; 5: Resina AG-Co?*; 6: Marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein Standard.

4.2.  PREPARACION DE CONSTRUCCIONES GENETICAS

Con el objetivo de aumentar la estabilidad de la AsFNR, llevamos a cabo su expresion
heterologa en el sistema de expresion de P. pastoris. Para expresar la AsSFNR en esta
levadura se aislé el gen de la AsFNR (con cola de histidinas (6xHis) y sitio de unién a
trombina (“thrombin site”’) en amino terminal) a partir del plasmido pET28a AsFNR

(regulador por el operador lac y el promotor T7) que contiene el gen de resistencia a
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kanamicina como marcador de seleccién (Figura 10). Para ello, mediante PCR se
amplificé el gen de interés (AsFNR, inserto) localizado en el plasmido pET28a_AsFNR
mediante la insercion de los sitios de restriccion EcoRI'y Kpnl insertados mediante PCR.

thrombin site
6xHis

RBS|
T7 promoter

PET28a_AsFRN-WT
§208 bp

Figura 10. Mapa del plasmido pET28a_AsFNR que contiene el gen AsFNR secuencia nativa (WT) (flecha
naranja) con 6xHis y Thrombin site (flechas rosas) en amino terminal, flanqueado por los sitios de

restriccion EcoRI y Kpnl (recuadro azul).

Los productos de la PCR fueron visualizados y confirmados en un gel de agarosa donde
aparece una banda en torno a las 1000 pb correspondiente con el peso molecular del
inserto amplificado (Figura 11).

pb 1 2 3 4 5
5000 =

Figura 11. Visualizacion de productos de PCR en gel de agarosa. Calles: 1: NZYDNA Ladder VIII; 2 a
5: AsSFNR-WT

Por otro lado, el plasmido pGAPZaA contiene los elementos necesarios para la expresion
heter6loga de proteinas en P. pastoris (bajo los promotores del gen de la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAP) y el factor de secrecién o) asi como los sitios de

restriccion EcoRI y Kpnl que nos sirvieron para introducir los distintos genes a expresar
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en el sitio de clonaje multiple (MCS). Presenta, ademas, el gen de resistencia a zeocina

como marcador de seleccion (Figura 12).

pGAPZaA

3147 bp . (797)

Figura 12. Mapa del plasmido pGAPZaA que contiene el MCS delimitado por los sitios de restriccion

EcoRI y KpNI sefialados en color naranja.

Una vez aislado el gen de interés se procedio a realizar la doble digestion de ambos, el
plasmido pGAPZaA y el inserto con las enzimas EcoR1y Kpnl. La comprobacion se hizo
nuevamente en un gel de agarosa donde se observan una banda en torno a 3000 bp que
corresponde al plasmido pGAPZaA digerido y para el control tres bandas que
corresponden con las 3 isoformas caracteristicas del ADN circular (mellado, circular y
lineal), asi como las bandas de los insertos digeridos de peso molecular alrededor de las
1000 pb (Figura 13).
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Figura 13. Visualizacion de los productos de doble digestion digeridos con EcoRI 'y Kpnl en gel de agarosa.
Calle 1: NZYDNA Ladder VIlIr; Calle 2, 3, 4,5: ASFNR digerida; Calle 6: pGAPZaA digerido; Calle 7:
pGAPZaA sin digerir (control).
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Tras la doble digestion, se llevé a cabo la reaccion de ligacion catalizada por la ligasa T4
para la obtencién de la construccion genética compuesta por el plasmido pGAPZaA y el
gen de AsFNR (Figura 14).

PrimerFW-EcoRI-histag (758 .. 789)
|

mcs

" EcoRI (750)

" (thrombin site

Construcciéon pGAPZaA_AsFNR
4086 bp

\ R \
NS, ~Lro— A0Xx1 ror
N 0, termind Q
NGty L
~JL ]

| ™
| KpnI (1736)
PrimerRV-Kpnl (1712 .. 1737)

Figura 14. Mapa de la construccién genética del plasmido pGAPZaA y el gen AsFNR (flecha naranja) con

cola de histidinas y sitio de thrombina en amino terminal (flechas rosas).

La construccidn genética se verificO mediante doble digestion con EcoR1'y Kpnl en gel
de agarosa donde se aprecian 2 bandas (inserto de 1000 pb y plasmido vacio de 3000 pb)
(Figura 15) Para confirmar la ausencia de mutaciones no deseadas, el plasmido

construido se envid a secuenciar.
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Figura 15. Visualizacion de los productos de doble digestion de las construcciones genéticas en gel de
agarosa. Calles 1: NZYDNA Ladder VIII; 3,5 y 6: Construccion genética (pGAPZaA AsFNR) digerida
con EcoRI y Kpnl. Las flechas azules se refieren a la liberacion del inserto de interés que confirma la

construccién genética.
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La confirmacion de las construcciones genéticas nos permitié seguir con la expresion
heter6loga de la enzima en P. pastoris para lo cual se llevo a cabo su linearizacion
mediante digestion con la enzima de restriccion BspHI y posterior comprobacion en gel
de agarosa. En este caso, la linearizacion se dio por correcta con la aparicion de una banda
a 4086 bp (Figura 16).
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Figura 16. Visualizacién del producto de linearizacién con BspHI. Calle 1: AsFNR WT linearizada; Calle
2: NZYDNA Ladder VIII.

Con la construccidén genética lineal se llevd a cabo la transformacion en células
competentes de P. pastoris SMD (cepa deficiente en proteasas). Una vez transformadas
se seleccionaron las colonias con mayor produccién de proteina extracelular mediante
pequefios cultivos (3 mL) de 72 h y su correspondiente analisis de proteina presente en el
sobrenadante del cultivo. Las dos colonias con mayor produccién de proteina se
seleccionaron para llevar a cabo la produccion de AsFNR en P. pastoris en un cultivo de
50 mL el cual alcanzé la mayor cantidad de actividad (0.66 U-mL™) a las 96 horas con la

colonia 1 (Figura 17).
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0,81 —e— Colonia 1
—&— Colonia 2

Actividad (U-mL™)

Tiempo (h)

Figura 17. Expresion de rAsFNR en P. pastoris. Actividad diaforasa conseguida durante el cultivo de dos

colonias seleccionadas. La desviacion estandar se presenta en el area sombreada.

Una vez alcanzada la méxima actividad diaforasa en el cultivo, se purificd la rASFNR
mediante cromatografia IMAC ya que la enzima cuenta con una cola de histidinas en
amino terminal y se midio su actividad especifica (Tabla 3). Desafortunadamente, a
diferencia de la rAsSFNR expresada en E. coli, la misma enzima expresada en P. pastoris
presenta un muy bajo rendimiento de purificacion por cromatografia IMAC con cobalto,
ya que la enzima se une fuertemente a la resina AG-Co?*, por lo que Gnicamente se
consigue eluir una muy baja cantidad de enzima incluso empleando imidazol 1 M. Por
este motivo, la cantidad de proteina de rAsFNR en el medio de cultivo se determind por
andlisis de imagen de un gel SDS-PAGE con los extractos crudos y una curva de
calibracion de BSA (Figura 18).

Tabla 3. Expresion heter6loga de AsFNR vy sus variantes en diferentes sistemas de
expresion.

) Productividad Actividad especifica
Hospedero Variante P

(mg-mL™)? (U-mg?)®
E. coli WT 0.086 125+£0.8
P. pastoris WT 0.068 9.7+16

2 Productividad = mg de AsFNR por mL de medio de cultivo. ® Actividad diaforasa medida
espectrofotométricamente con 0.15 mM DCPIP, 0.25 mM NADPH, 1 mM Na;EDTA en 50 mM Tris-
HCI pH 8.0 a 30 °C.

A pesar de que tipicamente el sistema de expresion en P. pastoris suele producir mayor
cantidad de proteina que el de E. coli, en este caso cabe destacar que las condiciones de
cultivo de P. pastoris aun no estan optimizadas, por lo que en estas condiciones se

consiguio 1.26 menor productividad en el sistema de la levadura que en el de la bacteria.
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Sin embargo, los rendimientos de obtencion de enzima podrian mejorarse optimizando
parametros como la temperatura, tasa de crecimiento o tiempo de induccion que suelen
mantenerse constantes entre experimentos para permitir la comparabilidad de los

resultados.

En otros trabajos se ha evidenciado (105) que P. pastoris es apropiado para la expresion
de mdltiples proteinas, pues combina altos rendimientos de obtencion de productos
proteicos con la capacidad de los cultivos de alcanzar grandes densidades celulares.
Asimismo, el sistema de expresion en P. pastoris reportado para la celobiosa
deshidrogenasa (CDH) de Phanerochaete chrysosporium (106) permitié conseguir una
produccion maxima de 33 mg-L™ de esta enzima tras 11 dias de cultivo suplementado
con suero bovino fetal. Por otro lado, en otro estudio se vio que la produccion maxima de
enterocina P de Enterococcus faecium P13 (EntP) por P. pastoris X-33t 1 cultivada en
BMMY (28.2 pg-mL™) fue 3.7 veces superior y su actividad antimicrobiana 16 veces

superior a la produccién y actividad de EntP por E. faecium P13 (107).

A diferencia de nuestros resultados, otros trabajos también muestran el efecto negativo
que produce la deglicosilacion de enzimas glicosiladas naturalmente por su organismo de
origen. Por ejemplo, la lacasa Lcc9 de Coprinopsis cinérea mostré 2.63 veces menor

actividad cuando la enzima fue deglicosilda. (108).
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Plot Area
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-501515,98534 + 5331

y=a+

2MA Intercept y
Slope 1,56146E7 + 3631835
Residual Sum of Squ 23,75447
Pearson's r 099946
R-Square (COD) 099892
0+ Adj. R-Square 0,99838
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Figura 18. Analisis de imagen del gel SDS-PAGE. A) Curva de calibrado de BSA extraida a partir del gel
mostrado en Fig. 18B. B) Curva de calibrado de BSA en SDS-PAGE gel, calle 1: marcador de pesos
moleculares, calles 2 y 3: BSA 0.063 mg-mL™%, calles 4 y 5: BSA 0.125 mg-mL™, calles 6 y 7: BSA 0.25
mg-mL™?, calles 8 y 9: BSA 0.5 mg-mL, calle 10: BSA 1 mg-mL™. C) SDS-PAGE del cultivo de P.
pastoris, calle 11: Marcador de pesos moleculares Precision Plus Protein Standard, calle 12: Medio YPD
concentrado 3X, calle 13: Extracto crudo de rAsFNR producido en P. pastoris concentrado 3X, la flecha

azul indica la banca correspondiente a la rASFNR.
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4.3. CARACTERIZACION CINETICA

Una vez producida la rAsFNR en los dos sistemas de expresion, se llevo a cabo su
caracterizacion cinética (Figura 19). La enzima presenta 1.3 veces menor Vmax cuando
es producida en E. coli; sin embargo, la enzima producida en la levadura tiene 4.7 veces
menor Kwv que la producida en E. coli (Tabla 4). A pesar de esto, la rASFNR expresada

en la levadura presenta 3.6 veces mayor eficiencia catalitica (kcat/Km) que la producida en

la bacteria.
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Figura 19. Cinéticas de Michaelis-Menten de AsFNR producida en diferentes hospederos. En todos los
casos la actividad se midio a diferentes concentraciones de NADPH en 0.15 mM DCPIP, 1 mM Na;EDTA
en 50 mM Tris-HCI pH 8.0 a 30 °C.

Tabla 4. Pardmetros cinéticos de Michaelis-Menten de la AsFNR y sus variantes en
diferentes sistemas de expresion.

Hospedero Vmax Kwm kcat kcat/KM
(U-mg™) ® (mM) (s (mM-s™)
E. coli 146+1.0 0.11 +0.02 8.8+0.6 80
P. pastoris 11.1+0.3 0.023+0.002 6.6%0.2 289

2 | a actividad diaforasa fue medida espectrofotométricamente a diferentes concentraciones de NADPH
en 0.15 mM DCPIP, 1 mM Na;EDTA en 50 mM Tris-HCI pH 8.0 a 30 °C.

Numerosos estudios evidencian cambios en los pardmetros cinéticos de enzimas
expresadas en distintos sistemas. Por ejemplo, en el estudio de la caracterizacion cinética
de la lacasa Lcc9 de Coprinopsis cinerera (108) expresada en esta levadura, se vio que la
deglicosilacion aparentemente no cambio el valor de Km de rLcc9 (forma glicosilada). En

comparacion, el numero de recambio (kcat) de drLcc9 (forma deglicosilada) disminuyo
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6.34 veces en comparacion con el de rLcc9. Como resultado, la eficiencia catalitica de la

lacasa deglicosilada fue aproximadamente una cuarta parte de la de la lacasa glicosilada.

También es cierto, que otras investigaciones han mostrado valores cinéticos
practicamente idénticos a los de la enzima nativa (108,109). En concreto, los pardmetros
cinéticos de la lacasa de P. sanguineus (111) obtenida en este sistema de expresion
eucariotico ensayada con distintos sustratos (guayacol, siringaldazina, o -dianisidina y
ABTS) fueron similares a los informados para otras lacasas. Para todos los sustratos
probados, no se observaron cambios significativos en la relacién kea/Km entre las formas
glicosilada y desglicosilada, ya que las diferencias en Km fueron acompariadas por

cambios en la keat.

4.4. ESTABILIDAD TERMICA

Posteriormente evaluamos la estabilidad térmica de la rAsFNR producida en ambos
sistemas de expresion. Para ello medimos su temperatura de fusion o Tm (por siglas en
inglés melting temperature) mediante un ensayo de fluorescencia. Dicha técnica se basa
en la medicion de la fluorescencia de un colorante (en este caso el SPYRO orange) que
en medio acuoso no emite fluorescencia, y conforme la proteina se desdobla por aumento
de la temperatura, las zonas hidrofébicas se exponen al medio acuoso consiguiendo que
el colorante se una a la proteina y asi emitiendo mayor fluorescencia que en medio acuoso
(104). Una vez que se obtienen las curvas de desnaturalizacion (fluorescencia vs
temperatura) se calcula la Tm mediante su ajuste a la ecuacion de Boltzmann (Eq. 2) o
bien mediante la grafica de la segunda derivada de la fluorescencia en funcion de la

temperatura.
Y = Abottom * (Atop — Abottom) / [1 + eXp(Tm B X/dx)] Eqg. 2

Donde, y es la fluorescencia en unidades arbitrarias (RFU), x es la temperatura, Anottom €S
la fluorescencia de referencia a baja temperatura, Atwp €S la fluorescencia maxima en la

parte superior del conjunto de datos truncado y Tm es la temperatura de fusion.

Para poder llevar a cabo este ensayo, fue necesario obtener al menos 50 pL de un extracto
puro de rAsFNR expresada en P. pastoris. Para ello usamos la cromatografia IMAC, que
a pesar de que la gran mayoria de la enzima se queda fuertemente unida a la resina
metalica, fue posible obtener un extracto puro. Para ello, incubamos 50 volimenes de

extracto crudo con 1 volumen de AG-Co?* (5 veces la proporcion usual) y después de
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eluir con 0.5 M de imidazol, se consiguié eluir una concentracion de alrededor de 2

ug-mLt de rAsFNR. Dicho extracto enzimatico se concentré 10 veces (=20 pg-mL™)

mediante unidades de ultrafiltracion tangencial (10 kDa, Millipore) para conseguir una
concentracion de proteina suficiente para poder llevar a cabo el ensayo de Tm. Sin
embargo, dada la baja concentracion de proteina, no fue posible visualizar las etapas de
la purificacion mediante SDS-PAGE. A pesar de la baja concentracion de rAsFNR eluida,
el extracto purificado y concentrado 10 veces present6 la misma actividad especifica que

la que se determiné en la Tabla 3.

A E.coli_ASFNR | =) I _ C)
_ 2E+54 T 7 = E.coli_AsFNR = P. pastoris_AsFNR
T mal 2 —— Boltzmann fit =) —— Boltzmann fit
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Figura 20. Desnaturalizacion térmica de ASFNR recombinante. A) Perfil de fluorescencia durante el

ensayo de desnaturalizacién. B y C) Calculo de T mediante ajuste con ecuacion de Boltzmann.

El perfil de inactivacién térmica de la rAsFNR producida en ambos sistemas de expresion
presenta dos temperaturas de fusion (Tmi Y Tmz, Figura 20A). Dicho perfil nos informa
que el proceso de inactivacion térmica que sufre esta enzima se lleva a cabo en dos etapas.
La primera de ellas ocurre alrededor de los 35-40 °C en donde una parte de la proteina se
despliega, mientras que el segundo fenémeno de desplegamiento total ocurre alrededor
de los 62 °C en donde se alcanza a desnaturalizar toda la estructura terciaria de la enzima.
Sin embargo, a pesar de que ambas rAsFNR se desnaturalizan totalmente a la misma
temperatura (Tm2 = 62 °C, Tabla 5), la rAsFNR producida en P. pastoris presenta una

Tm1 que es 4.7 °C més alta que la Tmz1 de la misma enzima producida en E. coli (Tabla 5).

Tabla 5. Estabilidad térmica de la AsFNR vy sus variantes en diferentes sistemas de
expresion.

Sistema de expresion Tm1 (°C) Tm2 (°C)
E. coli 35.9 62.3
P. pastoris 40.5 62.4

El cambio en la Tm1 concuerda con la mayor estabilidad térmica observada al incubar
ambas enzimas a 40, 60 y 80 °C. En todas las condiciones de temperatura ensayadas, la
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rAsFNR producida en la levadura es capaz de mantener mayor actividad residual que la
producida en la bacteria (Figura 21). De este modo, el sistema de expresion en P. pastoris
permite la produccion de una rAsFNR estable a 60 °C durante 2 h (< 60% actividad
residual), condiciones en las que la misma enzima esta totalmente inactivada cuando se

expresa en E. coli.

R
100 T = P. pastoris
—_ 40°C
g_\o, 60 °C
_ 80 °C
P 1 F % I
= E. coli
-]
5] i [ [ Ja0°C
< 60 B I 60 °C
(—g Il 30 °C
S 40 -
[72]
Q
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0 i I h - = T
30 60 120
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Figura 21. Estabilidad térmica de AsFNR producida en diferentes sistemas de expresion.

El incremento de la estabilidad térmica de otras enzimas producidas en P. pastoris
también se ha reportado para la lacasa de Coprinopsis cinerea cuya actividad es 2.63
veces mayor cuando la enzima esta glicosilada en comparacion con la misma enzima
deglicosilada (108). Garg et al. también vieron que los patrones de glicosilacién
efectuados por P.pastoris aumentaban la estabilidad térmica y la tolerancia a la sal de la
lacasa de Cyathus bulleri (112), resultados que también concordaron con los llevados a
cabo por Vite-Vallejo et al. (111) en los cuales la forma deglicosilada de la lacasa de
P.sanguineus resulté ser menos estable a temperaturas por debajo de los 50 °C y su

actividad se vio reducida por debajo de los 20 °C.

Ademés, este hecho también se ha observado en otras enzimas como RNAasa A
pancreatica bovina expresada en P. pastoris donde también contribuyé a aumentar la T

con respecto a la forma deglicosilada (113).

38



45. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES

La glicosilacion es una de las modificaciones postraduccionales mas comunes realizadas
por P. pastoris y una de las mas complejas. Se cree que, dado que muchas proteinas
nativas de mamiferos estan glicosiladas, es necesario disponer de los patrones de
glicosilacion correctos en las proteinas recombinantes para garantizar su actividad
biologica. Ademas, los productos génicos glicosilados suelen tener longitudes mucho méas
cortas de cadenas glicosiladas que los expresados en S. cerevisiae, lo que convierte a P.
pastoris en un hospedador mucho mas atractivo para la expresion de proteinas
recombinantes. P. pastoris, al igual que otras levaduras y hongos, afiade O-oligosacaridos
a los grupos hidroxilo serina y treonina de las proteinas secretadas. Estos se componen de
residuos de manosa solamente, mientras que los eucariotas superiores, como los
mamiferos, tienen una composicién de azicar méas variada en estos oligosacaridos. Es
posible que P. pastoris glicosile proteinas heterélogas, incluso cuando esas proteinas
normalmente no son glicosiladas por el huésped nativo; e incluso cuando la proteina esta
glicosilada en el huésped nativo, P. pastoris no puede glicosilar en los mismos residuos
de serina y treonina (114). La adicion de O-glicanos por P. pastoris ha sido estudiada en
un dominio catalitico de la enzima glucoamilasa de Aspergillus awamori (115). El peso
molecular de la proteina secretada fue 20 kDa mas pesado que la proteina nativa.
Alrededor de 10 kDa de este peso podria atribuirse a N-glicosilacién, lo que significa que
el resto podria atribuirse a O-glucésidos afiadidos que probablemente constan de 20 a 30
residuos de manosa. En la produccion de antitrombina 111 humana recombinante a partir
de P. pastoris se vio que la O- glicosilacion ocurri6 cerca del sitio reactivo y dio como
resultado la proteina recombinante teniendo la mitad de la actividad inhibitoria contra la

trombina en comparacion con la nativa (116).

La glicosilacion ligada a eucariotas comienza en el lado citoplasmatico del reticulo
endoplasmico (ER) con la generacion de un intermedio de heptasacarido ramificado. Esto
se transloca a través del ER, iniciando la segunda fase del proceso de sintesis (117). Hay
tres clases de N-glicanos afiadidos que se sintetizan mediante la adicion de
Glc3Man9GIcNAc2 (high manosse), una mezcla de varios azucares diferentes (complejo)
0 una combinacion de ambos (hibrido) (Figura 22) (118). Reacciones de adicion y
reduccion a medida que la estructura del carbohidrato pasa a través del ER y del aparato
de Golgi da como resultado estructura final del glicano, que incorporara una de las tres

clases N-glicosilaciones descritas anteriormente. Sin embargo, en hongos y levaduras,
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como Pichia, el oligosacarido externo de la cadena de proteinas secretadas esta
mayormente inalterada y consiste en Man8—9GIcNAc2 (119). A pesar de las diferencias
observadas en la cantidad y complejidad de la N-glicosilacion, hay evidencia de una
secuencia de reconocimiento consenso Unica para el inicio de la glicosilacion, la
secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr, que se ha considerado necesaria para la incorporacion de N-

glicanos aunque se ha visto que no siempre es suficientemente eficiente (120).

High Mannose

o NANA
NANA
I Complex
NANA
| Hybrid

Sequon Core Antenna

Figura 22. Patron de glicosilacion de proteina. Las cadenas de oligosacaridos consisten en una secuencia
(sequon), que esta unida al nacleo por un residuo de Asn. El nicleo estd unido a la antena, que puede ser
rica en manosa (high mannose), compleja (complex) o hibrida (hybrid). GICNACc,e; manosa, A ; galactosa,

0.(121)

Llevamos a cabo el estudio de los potenciales sitios de N-glicosilacion de la AsFNR
mediante el andlisis de la secuencia de aminoécidos de dicha enzima. Dicho analisis
mostré que dentro de su secuencia de aminoacidos no existen potenciales sitios de N-

glicosilacién de acuerdo a la secuencia consenso Asn-Xaa-Ser/Thr (Figura 23).
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FASTA:
MTQAKAKHADVPVNLYRPNAPFIGKVISNEP
LVKEGGIGIVQHIKFDLTGGN LKYIEGQSIGII
PPGVDKNGKPEKLRLYSIASTRHGDDVDDK
TISLCVRQLEYKHPESGETVYGVCSTYLTHIE
PGSEVKITGPVGKEMLLPDDPEANVIMLATG
TGIAPMRTY LWRMFKDAERAANPEYQFKGF
SWLVFGVPTTPNILYKEELEEIQQKYPDNFRL
TYAISREQKNPQGGRMYIQDRVAEHADQLW
QLIKNQKTHTYICGLRGMEEGIDAALSAAAA
KEGVTWSDYQKDLKKAGRWHVETY

Figura 23. A) Estructura de la AsSFNR (PDB 1GJR), en verde se resaltan las asparaginas (N). En amarillo

el FAD y en azul el NADP*. B) Secuencia de aminoacidos de la ASFNR, en verde las asparaginas.

A pesar de que la AsFNR no presenta sitios potenciales de N-glicosilacion y debido al
aumento de su estabilidad térmica, intentamos llevar a cabo el analisis de masas de la
proteina purificada mediante espectrofotometria de masas. Sin embargo, los resultados
de dicho analisis fueron negativos ya que no fue posible conseguir una muestra de la
enzima suficientemente concentrada para su analisis por esta técnica. Por este motivo,
decidimos llevar a cabo el andlisis mediante SDS-PAGE (Figura 18C). La rAsFNR
obtenida después de 92 h de cultivo, puede apreciarse en la banda en torno a los 36 kDa.
Esta banda también corresponde a la misma banda observada de la elucién de la enzima
de la resina de AG-Co?* que se incub6 con buffer de lisis (mercaptoetanol y SDS)
demostrando que la enzima se queda fuertemente retenida en esta columna (Figura 24A).
Posteriormente evaluamos la purificacion de esta enzima cambiando el cobalto quelado
en la resina AG-Co?" por niquel (AG-Ni?*) para ver si la enzima presenta menor afinidad
(Figura 24B). Mediante esta técnica no se observd diferencia significativa de pesos
moleculares entre la rASFNR producida en P. pastoris y en E. coli, por lo que creemos
que las posibles modificaciones postraduccionales que pueda tener la rASFNR producida
en la levadura no son de tipo glicosilaciones, ya que estas suelen tener un peso de
alrededor de 3 kDa (122).
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Figura 24. Visualizacion por SDS-PAGE de la proteina rAsFNR en P. pastoris. A) Calles: 1 Marcador de
pesos moleculares Precision Plus Protein Standard; 2: Medio YPD 3X; 3: Extracto crudo de rAsFNR
producido en P. pastoris 3X; 4: Resina AG-Co?* después de incubacion con extracto crudo de rAsFNR
producida en P. pastoris; 5: Fraccion purificada de rAsFNR producida en E. coli. B) Purificacion de
rAsFNR producida en P. pastoris mediante IMAC con AG-Ni?*, calles 6: Extracto crudo 3X; 7: Extracto
crudo 1X ; 8: Flow through; 9: eluato; 10: Resina AG-Ni%*; 11: Marcador de pesos moleculares Precision
Plus Protein Standard.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo hemos conseguido clonar con éxito la ferredoxina NADP-reductasa de
Anabaena sp. en el plasmido pGAPZaA para su expresion heteréloga en Pichia pastoris.
Cabe mencionar que, hasta la fecha, es la primera vez que esta enzima se expresa en este
sistema de expresion. Ademas. La rAsFNR fue expresada exitosamente en los sistemas
de expresion heterologa de E. coli y P. pastoris, en donde presentd 1.3 veces menor
actividad especifica, pero 3.6 veces mayor eficiencia catalitica cuando fue expresada en
la levadura. Por otro lado, la enzima producida en P. pastoris, mostré mayor estabilidad
térmica que la producida en la bacteria, manteniendo 60% de su actividad inicial después
de ser incubada 2 horas a 60 °C, mientras que la expresada en E. coli fue totalmente
inactivada en las mismas condiciones. Con este trabajo, hemos conseguido demostrar
nuevamente que la termoestabilizacion es una de las ventajas que presenta el sistema de
expresion heter6loga de P. pastoris. Sin embargo, para poder avanzar en la
caracterizacion es necesario optimizar las condiciones de cultivo y la purificacion de la
enzima producida en P. pastoris ya que su purificacion mediante IMAC con cobalto
resulta muy ineficiente debido a que interacciona muy fuertemente con la columna
metalica y los rendimientos de elucion son muy bajos. Como perspectivas de este trabajo,
esta prevista la purificacion de la rAsFNR expresada en P. pastoris mediante otras
técnicas cromatogréaficas para poder determinar la masa exacta de la enzima mediante la
técnica de espectrometria de masas que permitira detectar pequefias diferencias de peso
molecular. A este respecto, se propone el cambio del metal cobalto de la resina IMAC
por niquel en donde se prob6 que la proteina interacciona con menos fuerza y es mas facil
eluirla cuantitativamente. Finalmente, este trabajo expande las posibilidades de
aplicacion de la AsFNR como sistema termoestable para la regeneracion enzimatica de

cofactores de nicotinamida para aplicaciones en biocatalisis.
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6. CONCLUSIONS

In this work we have successfully cloned ferredoxin NADP- reductase from Anabaena
sp. into the plasmid pGAPZaA for heterologous expression in Pichia pastoris. It is worth
mentioning that, to date, this is the first time that this enzyme has been expressed in this
expression system. In addition, rAsFNR was successfully expressed in E. coli and P.
pastoris heterologous expression systems, where it presented 1.3 times lower specific
activity but 3.6 times higher catalytic efficiency when expressed in the yeast. The enzyme
produced in P. pastoris showed greater thermal stability than that produced in bacteria,
maintaining 60% of its initial activity after being incubated for 2 hours at 60 °C, while
that expressed in E. coli was totally inactivated under the same conditions. With this work,
we have demonstrated once again that thermostabilization is one of the advantages of the
P. pastoris heterologous expression system. However, it is necessary to optimize the
production and purification conditions of the enzyme produced in P. pastoris since its
purification by IMAC using cobalt is very inefficient because it interacts very strongly
with the metal and the elution yields are very low. As perspectives of this work, the
purification of rASFNR expressed in P. pastoris by other chromatographic techniques is
planned in order to determine the exact mass of the enzyme by mass spectrometry
technique that will allow the detection of small differences in molecular weight. In this
regard, it is proposed to change the cobalt metal of the IMAC resin to nickel where it was
proved that the protein interacts less strongly and is easier to elute quantitatively. Finally,
this work expands the application possibilities of ASFNR as a thermostable system for

enzymatic regeneration of nicotinamide cofactors for biocatalysis applications.
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