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Produccion biotecnolégica en E. coli de la toxina PD-L4 de la planta Phytolacca dioica

Abstract

Ribosome-inactivating proteins (RIPs) are toxins that are widely distributed in plants, bacteria
and fungi that irreversibly inactivate ribosomes, thereby impairing protein synthesis. RIPs
exert their toxic effects through binding to the large 60S ribosomal subunit on which they act
as N-glycosilase (EC3.2.32.22) by specifically cleaving the adenine base (A4324) in the 28S
ribosomal RNA and irreversibly blocking protein translation, leading finally to cell death.

It has been found that leaves of Phytolacca dioica L. have two genes encoding the primary
sequence of two type 1 ribosome inactivating proteins. During the biosynthetic process, each
polypeptide chain undergoes different post-translational modifications giving rise to four
proteins, two from each gene sequence, PD-L1 and PD-L2, and PD-L3 and PD-L4, each pair
of polypeptides shares the same primary structure.

With the aim of exploiting the cytotoxic properties of these proteins as potential biological
drugs in cancer therapy, the gene encoding PD-L4 was expressed in Escherichia coli, using
the T7 promoter system. The protein produced was insoluble and accumulated in inclusion
bodies. Ribosome-inactivating activity was generated by controlled oxidation of the reduced
and denatured protein. The recombinant protein was indistinguishable from natural PD-L4
isolated from leaves of Phytolacca dioica, in both catalytic activity and primary structure;

therefore, recombinant PD-L4 can be used for the production of active immunotoxins.
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Resumen

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs) son toxinas ampliamente distribuidas en las
plantas, bacterias y hongos capaces de inactivar irreversiblemente los ribosomas y detener la
sintesis de proteinas.

Las RIPs ejercen su efecto toxico mediante su unién a la subunidad ribosémica 60S, donde
actuan con actividad N-glicosilasa (EC.3.2.32.22), provocando la liberacion especifica de una
adenina (A4324) del RNA ribosémico 28S, bloqueando de forma irreversible la traduccion de
proteinas, lo que finalmente conduce a la muerte celular.

En las hojas de la planta Phytolacca dioica L. se han encontrado dos genes que codifican para
la secuencia primaria de dos RIPs de tipo 1. Durante el proceso biosintético cada cadena
polipeptidica sufre diferentes modificaciones post-traduccionales que dan lugar a cuatro
proteinas distintas, dos de cada secuencia genica, denominadas PD-L1 y PD-L2, y PD-L3 y
PD-L4, cada par de polipéptidos comparte la misma estructura primaria.

Con el fin de utilizar estas proteinas con propiedades citotoxicas como posibles farmacos
biologicos en la terapia del cancer, el gen que codifica PD-L4 se expresO en la bacteria
Escherichia coli utilizando el promotor de la RNA polimerasa T7. La proteina producida por
la bacteria de este modo, se acumulé en los cuerpos de inclusién formando agregados
insolubles. La actividad inactivadora de ribosomas del producto recombinante se regenerd
mediante oxidacion controlada de la proteina reducida y desnaturalizada durante el proceso de
solubilizacion de los cuerpos de inclusion. La proteina recombinante obtenida en E. coli
mediante este procedimiento, era indistinguible de la PD-L4 nativa aislada de las hojas de
Phytolacca dioica, tanto en la actividad catalitica como en la estructura primaria y por lo tanto

puede ser utilizada para la produccion de inmunotoxinas activas.
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1. Introduccioén

1.1. Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs)

Las proteinas inactivadoras de ribosomas (RIPs, acronimo en inglés “ribosome inactivating
proteins”) son un grupo de proteinas mayoritariamente de origen vegetal, que se han
encontrado en las plantas angiospermas, tanto mono como dicotiledéneas [1].

Sin embargo, este tipo de proteinas no son exclusivas del reino vegetal y se han aislado varias
RIPs de la bacteria Escherichia coli [2] e incluso se han detectado genes que codifican RIPs
en algas [3] y hongos [4].

La elevada toxicidad de las RIPs se debe a que actuan inhibiendo irreversiblemente la sintesis
de proteinas, lo que provoca la muerte de las células. Estas proteinas tienen una actividad
enzimatica N-glicosilasa (EC.2.3.32.22) y catalizan la hidrolisis del enlace N-glicosidico entre
la ribosa y una adenina especifica del RNA ribosémico 28S de eucariotas [5] y con menor
frecuencia el 23S de procariotas, siendo muy pocas las RIPs que tienen actividad en las
bacterias [6].

Los principales hitos histéricos en la investigacion sobre las RIPs se muestran en la figura
1.1.1 [7]; los primeros estudios se remontan al siglo X1X debido al interés de la comunidad
cientifica en los compuestos toxicos presentes en algunas plantas medicinales, en particular en
las semillas de Ricinus communis L. y Abrus precatorius L., cuya toxicidad se conocia desde
la antigliedad. Las primeras RIPs conocidas fueron la abrina y la ricina, purificadas por
Stilmark en 1888, que atribuyo su toxicidad a su capacidad para aglutinar eritrocitos; muchos
afios después se descubriria que su toxicidad se debia a su actividad sobre el ribosoma.

Las investigaciones en el campo de las RIPs se impulsaron enormemente a partir de 1970 con
el descubrimiento de la actividad enzimatica de la ricina sobre los ribosomas eucariotas, en
concreto, su interaccion con la subunidad 60S. En base a este descubrimiento, Stirpe introdujo
por primera vez el término RIP para definir un grupo de proteinas de origen vegetal que
inhibian la sintesis de proteinas en sistemas eucariéticos animales inactivando los ribosomas
[8]. En 1987 se produjo un descubrimiento muy importante en este campo, el grupo de Endo
determin6é que la ricina provocaba la inhibicion de la sintesis de proteinas mediante una
actividad N-glicosilasa sobre el RNA ribosémico 28S y que era capaz de liberar un residuo de

adenina de una secuencia altamente conservada, localizada en un bucle que esta implicado en
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la unién del factor eEF2, que interviene en la sintesis de proteinas en la etapa de elongacién
[9].

En los Gltimos afios se han descubierto un gran nimero de RIPs y se han llevado a cabo gran
cantidad de estudios para determinar la estructura y las propiedades de estas proteinas y se
han clonado los genes que codifican las RIPs de muchas plantas y algunas bacterias. El
conocimiento de las secuencias génicas de un nimero grande de RIPs ha permitido realizar el
analisis filogenético de su historia evolutiva. Los estudios filogenéticos sugieren que los
genes que codifican para las RIPs de bacterias, arqueas y eucariotas proceden de un ancestro
comun y que varios genes de RIPs habrian comenzado a evolucionar antes de la divergencia
de los tres reinos de la vida [10].

Otro aspecto que ha suscitado mucho interés en los Gltimos afios y que se ha investigado
extensamente es la toxicidad de las RIPs en las células tumorales. Tanto las RIPs de tipo 1
como las RIPs de tipo 2, ademas de inhibir la sintesis de proteinas mediante su actividad N-
glicosilasa, son capaces de inducir la muerte celular por apoptosis [11]. En este campo se
estdn realizando numerosos estudios encaminados a esclarecer los mecanismos que
determinan la muerte celular programada de las células tumorales tratadas con RIPs [12].

El interés actual en estas proteinas se centra fundamentalmente en sus aplicaciones, en el
campo de la medicina, como parte de conjugados para la terapia del cancer y en el campo de
la agricultura, en la produccién de plantas transgénicas aprovechando las propiedades
antivirales de algunas RIPs [12]- [13].

[ 13l
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1888 +— TPurification of ricin

1891 + Immunization of mice with abrin and ricin

1970 <« Antitumour activity of abrin and ricin

1972 <« Ricin inhibition of cell-free protein synthesis

1973 «+ Heterodimeric structure of abrin and ricin

1974 «+— Two-step model for abrin and ricin endocytosis

1976 « Identification of single chain toxins

1976 <« First ricin-containing IT

1980 +— Retrograde neuronal transport of ricin

1981 <« First type 1 RIP-containing [T

1982 « Introduction of the “ribosome-inactivating protein” denomination

1985 + Gene structure and synthesis of ricin

1986 <« First clinical trial with ricin-containing IT

1987 +«— Crystallization and X-ray diffraction analysis of ricin

1987 +— RMNA-N-glycosidase activity of ricin

1987 <« Apoptotic death induced by ricin and abrin

1994+ Polynucleotide adenosine glycosidase activity of saporin-L1
«— Apoptotic cell death induced by type 1 RIPs and ITs
+— Translocation of RTA from the ER to the cytosol through the ERAD
«— First phylogenetic hypothesis
«— More than one cell death pathways elicited by RIPs
«— MNuclear localization of saporin-56 in Hela cells

Figura 1.1.1 Linea de tiempo de los hitos en la investigacion de RIPs [7].

1.2. La clasificacion de las RIPs

La clasificacion mas aceptada es la establecida por Stirpe y Barbieri, que han clasificado las

RIPs en base a la estructura en dos grupos: RIPs de tipo 1y RIPs de tipo 2 [1]- [12] [14].

Las RIPs de tipo 1 son proteinas monoméricas de aproximadamente 30 kDa, que tienen
puntos isoeléctricos basicos y que tienen actividad enzimatica sobre el RNA ribosémico 28S.
Las RIPs de tipo 2 son proteinas constituidas por dos cadenas polipeptidicas; una cadena A,
con actividad N-glicosilasa (semejante a las RIPs de tipo 1), unida por un enlace disulfuro a
una cadena B, que es una lectina que puede unirse a residuos de azucar, normalmente
galactosa, localizados en los receptores de la membrana plasmatica de las células animales
(Figura 1.2.1.). La RIP unida al receptor puede entrar en el citosol e inactivar los ribosomas
provocando la muerte de la célula. Algunas de estas toxinas son consideradas armas

biol6gicas como ocurre con la ricina [15].
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A este grupo pertenecen también varias proteinas no téxicas, que comparten las mismas
caracteristicas estructurales y la misma actividad N-glicosilasa en el RNA ribosémico que la
ricina, pero que tienen baja toxicidad en las células. Esta diferencia de toxicidad, es debido a
la cadena B lectina, que se une a distintos receptores de las membranas celulares, afectando a
la entrada en el interior de la célula [12]. Las RIPs de tipo 2 no toxicas se han encontrado en
muy pocas especies de plantas. Dentro de este grupo de RIPs de tipo 2 se incluyen también las
RIPs tetraméricas, formadas por la union de dos heterodimeros mediante un enlace disulfuro
entre las cadenas B. Estas RIPs son muy poco frecuentes, se han encontrado en el género
Sambucus y la cadena B es una lectina que se une a residuos de &cido siélico [12]- [16].

Type 1 RIP

Type 2 RIPs

Figura 1.2.1 Clasificacion de las RIPs (figura modificada de Citores et al., 2013 [12]).

Aunque, esta es la clasificacion mas aceptada, algunos autores establecen un tercer grupo,
designado como RIPs de tipo 3, debido a que se han encontrado dos RIPs que no presentan la
estructura convencional de las RIPs anteriormente descritas. Las RIPs de tipo 3 se han
encontrado en el maiz y en la cebada, se sintetizan como un precursor “pro-RIP” que se
escinde proteoliticamente para dar lugar a una RIP activa que contiene una cadena A con
actividad enzimaética, y un pequefio péptido unido a la cadena A cuya funcion se desconoce
[17].

[ 15 L
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1.3. La distribucion de las RIPs en las plantas

Las RIPs de tipo 1 son las mas abundantes en las plantas, se distribuyen entre todas las
familias de plantas con flores sin un patron que permita su ubicacion en un taxon en particular
y hasta la fecha se han aislado RIPs de 70 especies de plantas, tanto monocotiledéneas como
dicotiledoneas. Sin embargo, el mayor nimero de RIPs est4 presente en un pequefio nimero
de familias: Caryophyllaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Phytolacaceae, y Poaceae [1]-
[18].

Las RIPs de tipo 2 son menos frecuentes y se han aislado de 20 especies de plantas
pertenecientes a 9 familias diferentes. Dentro de este grupo, se han encontrado apenas una
decena de RIPs de tipo 2 con altisima toxicidad en las células y en los animales (ej. Ricina,
abrina, volkensina), que son letales a concentraciones extraordinariamente bajas (dosis letal
en ratones 1-2 pg/Kg) [1]- [18].

Ademas, al menos en cinco especies de plantas (Sambucus ebulus, Sambucus nigra,
Cinnamomum camphora, Momordica charantia e Iris hollandica) se han encontrado RIPs de

tipo 1y tipo 2.

Las RIPs también estan presentes en las bacterias, hongos y algas, pero la presencia de estas

proteinas parece estar limitada a unas pocas especies.

La mayoria de las RIPs de plantas se sintetizan a partir de genes sin intrones, que codifican
precursores inactivos. Los precursores de las RIPs de tipo 1 contienen extensiones N-
terminales y C-terminales y los de las RIPs de tipo 2 tienen ademas, un péptido interno de
conexion entre las secuencias de las cadenas A y B, que se elimina para dar lugar a la proteina
activa. Se sintetizan en el reticulo endoplasmatico y luego siguen la via secretora hasta su
destino final para ser liberadas al fluido apoplastico (espacio intercelular) o bien dirigidas a
las vacuolas, acumulandose en estos compartimentos que las mantienen alejadas de los

ribosomas de la planta [13]- [19].

La cantidad de RIP producida por las plantas varia en funcion del tipo de tejido, del desarrollo
de la planta e incluso de factores ambientales. Algunas especies contienen RIPs en un solo
tejido de la planta y otras contienen RIPs en varias partes de la planta (raices, hojas, frutos y
semillas), e incluso en algunos casos, en un mismo tejido se han encontrado distintas RIPs,

como ocurre en las especies Sambucus nigra y Sambucus ebulus [20].
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Todos estos hallazgos favorecen la hipotesis de que las RIPs estan ampliamente distribuidas y

por lo tanto podrian desempefiar un papel biolégico importante en el organismo productor.

Los datos experimentales sugieren que no hay una funcién generalizable a todas ellas y se han
propuesto diversas funciones [14]. Numerosos estudios indican que varias RIPs de tipo 1 se
sobreexpresan en plantas infectadas con distintos patégenos, o en plantas sometidas a
condiciones ambientales adversas, motivo por el cual, se ha propuesto que estas proteinas
forman parte de la respuesta defensiva de la planta frente a depredadores, hongos o virus [21]-
[22]- [23].

1.4. La actividad enzimatica de las RIPs

Las RIPs tienen una actividad enzimatica N-glicosilasa que cataliza la hidrdlisis de un enlace
N-glicosidico especifico, provocando la eliminacion de una adenina (A3424) de una
secuencia altamente conservada (GAGA) en todos los organismos estudiados. Esta secuencia
se localiza en una estructura en forma de bucle (bucle a-sarcina/ricina - SRL) en el extremo
3°del rRNA 28S de las células animales (Figura 1.4.1) [5]- [9].

C—G i
G—C )
G—A > N
UC—G C GN\(A“ G A G G A
il A
Ribosa-Ribosa-Ribosa-Ribosa-Ribosa-Ribosa-Ribosa-Ribosa
A—U -
Secuencia conservada en
4308 A —U 4339 todos los organismos estudiados

RATA 28S rRNA

Figura 1.4.1 Secuencia conservada del rRNA 28S que es depurinada por la RIP en la A4324 (figura modificada de
Stirpe and Battelli, 2006 [5]).
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Este bucle del rRNA 28S sobre el que actian las RIPs, interviene en la interaccion del
ribosoma con el factor proteico de elongacién eEF2 (EFG en procariotas), de modo que la
eliminacion de la adenina impide la union del factor al ribosoma, deteniendo la sintesis de

proteinas en la etapa de elongacion y provocando la muerte celular (Figura 1.4.2) [24].

S/R loop

Transferencia
peptidil

La translocacion es
inhibida

Figura 1.4.2 Inhibicién de la sintesis de proteinas por las RIPs en la etapa de elongacion (figura modificada de
Monsouri et al., 2006 [24]).

Los amino&cidos del centro activo que intervienen en la fijacion del sustrato y en la catalisis
estan conservados en todas las RIPs, tanto de tipo 1 como de tipo 2 y todas depurinan los
ribosomas animales (rRNA 28S); sin embargo, muestran diferencias en la actividad en otros
ribosomas. La mayoria de las RIPs pueden depurinar ribosomas de las levaduras (rRNA 25S),
pero muy pocas acttan en los ribosomas de las plantas (SRNA 26S) y las bacterias (rRNA
23S) [17] (Figura 1.4.3).

Dado que la secuencia en la que actuan las RIPs, localizada en el bucle (a-sarcina/ricina),
contiene 14 nucleotidos altamente conservados desde las bacterias hasta los seres humanos,
las diferencias de actividad, solo pueden explicarse en base a las interacciones que establecen
las distintas RIPs con las proteinas ribosémicas, lo que condiciona el acceso al bucle del

rRNA vy la fijacion de la adenina al centro catalitico de la RIP [25].
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285 rRNA 2685 rRNA 255 rRNA
Ay G A G A 4 '
U G U U .
G A G A
A A

T C -
A A
U ¢ U ¢ .
4308 (r) 5' 3'4341(r) 3000 (s) 5’ 33033 (s) U o 3'3033 (0) 2643 G_, 3'2676 (e)
4259 (m) 4292 (m) 3000 (o) 5’ 2643 (e) 5
3714 (x) 3747(x)
4249 (h) 4582 (h)

Figura 1.4.3 Estructura del rRNA sustrato para la actividad N-glicosilasa de las RIPs: () E. coli; (h) Homo sapiens;
(m) Mus musculus; (0) Oryza sativa; (r) Rattus rattus; (s) Saccharomyces cerevisiae [17].

Ademas de esta actividad especifica sobre el RNA ribosomico, se ha visto que muchas RIPs
también tienen actividad depurinante sobre otros sustratos, tales como el DNA gendmico de
esperma de salmon, polinucledtidos sintéticos (poly A) o el RNA del virus mosaico del tabaco
(TMV) [6]- [26]- [27]. En estos casos, se ha observado que pueden eliminar gran namero de
adeninas, por lo que se ha propuesto designar a estas proteinas como “polinucleétido: adenina
glicosilasas” [26]. Ademas, en algunas RIPs se han encontrado otras actividades, como lipasa,

superéxido dismutasa y desoxirribonucleasa [6].

1.5. Las RIPs de Phytolacca dioica

La familia de plantas Phytolaccaceae incluye 35 especies de plantas perennes, generalmente
lefiosas que son originarias del continente americano. El aparato vegetativo estd constituido
por hojas alternas ovalado-lanceoladas de color verde brillante. Las flores son pequefias,
generalmente blancas y estan agrupadas en racimos largos colgados (pueden alcanzar hasta 15
cm). El fruto de estas plantas esta formado por bayas de color morado casi negro. A esta
familia pertenece el género Phytolacca cuyo nombre deriva del griego Phyton = planta y de la
raiz arabe Lakk = laca, que se refiere al jugo purpura extraido de las bayas. La especie mas
conocida y utilizada por los fenicios para tefiir telas y colorear el vino es Phytolacca

americana L. Las propiedades antivirales de los extractos de esta planta se conocen desde
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finales del siglo XIX, sin embargo, ha sido mas recientemente cuando esta actividad antiviral
se ha asociado con la presencia de una RIP de tipo 1, conocida como PAP, que se expresa
abundantemente en todos los tejidos de esta especie. Al género Phytolacca pertenece la
especie Phytolacca dioica L., un arbol caracteristico de la Pampa Argentina, cuyo nombre
comin es Ombu y que actualmente también se puede encontrar en Europa, a partir del cual se

han aislado varias RIPs de tipo 1 que se expresan en distintos tejidos de la planta [28]- [29].
Se han aislado y caracterizado ocho RIPs de tipo 1 de Phytolacca dioica L:

e PD-S1yPD-S2, dos RIPs que se han purificado de las semillas.

e Cuatro isoformas presentes en las hojas de la planta madura denominadas: PD-
L1, PD-L2, PD-L3y PD-LA4.

e Dos RIPs extraidas de los brotes de las plantas de menos de 1 afio denominadas:

diocina 1 y diocina 2.

En cuanto a las cuatro RIPs aisladas de las hojas de la planta madura (PD-L1, PD-L2, PD-L3
y PD-L4), tienen un peso molecular de entre 28-32 kDa, un punto isoeléctrico mayor de 8,5y
presentan distintos grados de glicosilacion, con la excepcion de la PD-L4 que no contiene
azucares [30]. En particular, la PD-L1 contiene tres cadenas de carbohidratos con una
estructura conocida [Man2, GIcNAc2, Fucl, XYL1] enlazados a Asn10, a Asn43 y a Asn255,
la PD-L2 esta glicosilada en Asnl10 y Asn43, y la PD-L3, sélo esta glicosilada en Asn10.

Su expresion en la planta muestra una variabilidad estacional:

e PD-L1, es abundante en el invierno (80% del total de RIP), permaneciendo casi
constante durante la primavera y el verano (25% del total de RIP).

e PD-L2, se mantiene constante durante todo el afio.

e PD-L3yPD-L4, son abundantes en primavera y verano (25% y 40% del total de
RIP) y disminuyen en el otofio para desaparecer casi por completo durante el

invierno [31].

La actividad enzimatica de las RIPs de Phytolacca dioica ha sido investigada extensamente
por el grupo del Dr. A. Parente [29]. Todas estas proteinas tienen una actividad N-glicosilasa
muy alta sobre el rRNA ribosémico 28S e inhiben la sintesis de proteinas en lisados de
reticulocitos de conejo a concentraciones extraordinariamente bajas, con valores de 1Cso
(concentracion que inhibe la sintesis de proteinas un 50%) entre 0,5 y 1 ng/ml. Ademas,

pueden depurinar el rRNA 23S de procariotas, inactivando los ribosomas bacterianos que no
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son sensibles a la mayoria de las RIPs. Estas proteinas también pueden actuar sobre sustratos
no ribosémicos, tales como DNA y RNA gendmicos y se ha visto que tienen actividad
polinucleotido: adenina glicosilasa en el DNA gendmico de esperma de salmén y en el RNA
del virus del Mosaico del tabaco (TMV), donde liberan maltiples adeninas [29].

Las RIPs aisladas de las hojas de Phytolacca dioica han sido cristalizadas en ausencia y
presencia de ligando (Adenina) y se ha determinado su estructura mediante difraccion de
rayos X [32] (Figura 1.5.1).

Y Asn 255

Asn 10

Figura 1.5.1 Representacion de la estructura de PD-L1, PD-L2, PD-L3 y PD-L4. Las flechas indican la cadena de
carbohidratos [Man2, GIcNAc2, Fucl, XYL1] [30].
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Hasta la actualidad, se han aislado y caracterizado 21 RIPs de tipo 1 de distintas especies de
plantas de la familia Phytolaccaceae (Anexo 8.1); la mayoria de los genes que codifican para
estas RIPs han sido clonados y se conocen sus secuencias. El analisis de las secuencias de
aminoécidos disponibles en el “Protein data bank”, muestra porcentajes de identidad del 35%,
lo que sugiere una elevada conservatividad a nivel estructural y funcional.

A partir de estos datos se ha podido establecer una secuencia consenso de 280 aminoacidos.
La comparacion de las secuencias revela que los aminoacidos del sitio catalitico estan
completamente conservados (numerados segln secuencia consenso): Glu 168, Arg 192, Trp
223, asi como los aminoacidos del sitio de unién Tyr 78 y Tyr 132 (Figura 1.5.2). Ademas,
hay cuatro residuos de cisteina (Cys 36, Cys 91, Cys 113 y Cys 177) implicados en la
formacion de dos enlaces disulfuro intramoleculares [29].

N-B-glycosidic bond

COOH

Figura 1.5.2 Representacion del sitio activo de las RIPs de la familia Phytolaccaceae. Aminoécidos conservados del

sitio activo (numeracion segun la secuencia consenso) [29].
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El analisis estructural de las RIPs de la familia Phytolaccaceae indica que tiene una estructura
similar a la descrita para otras RIPs de tipo 1 que han sido cristalizadas, como tricosantina o

saporina o la cadena A de la ricina, que es una RIP de tipo 2.
En la figura 1.5.3 se puede observar que:

a) Las estructuras 3D se superponen y que los aminoacidos del centro activo,
altamente conservados, tienen la misma posicion espacial.

b) En la estructura de la PAP-I (una RIP representativa de esta familia que ha sido
cristalizada) hay dos dominios distintos que se denominan “RIP fold”. El
dominio N-terminal consiste en hebras 3 y hélices a, mientras que el C-terminal

contiene predominantemente hélices a [29].

(a) (b)

Figura 1.5.3 Estructura tridimensional de las secuencias de las RIPs de la familia Phytolaccaceae, disponibles en el
Protein data bank (PDB). (a) Superposicion de las estructuras: PD-L1-2 (PDB code 3H5K), PD-L3-4 (PDB code
274U), PAP-Slaci (PDB code 2Q8W), PAP-S (PDB code 1GIK), PAP-I (PDB code, 1PAF), PAP-11 (PDB code, 1LLN),
y PAP-alpha (PDB code, 1APA). (b) Estructura representativa de PAP-I. Los dominios N-terminal y C-terminal de la

proteina se representan en color amarillo y azul respectivamente [29].
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1.6. Las aplicaciones terapéuticas de las RIPs

La elevada toxicidad de las RIPs en las células ha llevado a los cientificos a investigar acerca
de sus posibles aplicaciones terapéuticas como agentes antivirales y antitumorales [12]. En la
terapia contra el cancer, las RIPs se estan utilizando como componentes de conjugados que se
obtienen mediante la union de la RIP a una molécula que reconoce especificamente las células
tumorales y que puede ser un anticuerpo monoclonal, un factor de crecimiento, citoquinas u
hormonas peptidicas. Muchos de los conjugados sintetizados se han obtenido ligando la RIP a
anticuerpos monoclonales (o con fragmentos de ellos), estos conjugados reciben el nombre de
inmunotoxinas [13]- [33]. El anticuerpo se une especificamente a un antigeno en la superficie
de la célula tumoral y la inmunotoxina entra en el citosol mediante endocitosis, siguiendo la
ruta intracelular del antigeno y mata la célula inhibiendo la sintesis de proteinas o induciendo
apoptosis.

Actualmente, las inmunotoxinas que contienen RIPs se han incluido en la terapia
experimental contra diversos tumores malignos. La mayoria de los ensayos clinicos se han
realizado con inmunotoxinas que contienen ricina ligada a distintos anticuerpos, tanto para el
tratamiento de tumores hematoldgicos (distintos tipos de linfomas y leucemias,) como de
tumores solidos (melanomas, cancer de colon, cancer de pulmén y cancer de mama) (Anexo
8.2).

Las inmunotoxinas con RIPs de tipo 1 (PAP, saporina o gelonina) también se han utilizado en
ensayos clinicos realizados en pacientes con leucemia linfoblastica aguda, enfermedad de

Hodgkin y tumores malignos mieloides [12] (Anexo 8.2)

1.7. Laexpresion de proteinas recombinantes en bacterias

Para la produccion de una proteina recombinante es necesario seleccionar un sistema de
expresion adecuado, para ello, hay que tener en consideracion las caracteristicas de la proteina
que se desea expresar (origen, estructura y funcién) y su posible toxicidad sobre el
hospedador. Un sistema de expresion esta constituido por un vector que permita insertar el
gen de interés y una célula hospedadora capaz de aceptar el vector y de producir la proteina

recombinante.
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La bacteria E. coli es el hospedador mas utilizado y ha permitido expresar con éxito proteinas
eucaridticas relativamente complejas. Las principales ventajas de E. coli como hospedador
son: 1) cultivo sencillo y elevada velocidad de crecimiento, I1) facil manipulacién genética y
alta eficiencia en la incorporacion de material genético foraneo y Ill) gran variedad de

vectores de expresion [34]- [35].

Un vector de expresion para E. coli debe contener, ademas del gen de interés, un origen de
replicacion, un gen que confiera resistencia a antibidticos (marcador de seleccion), un

promotor y un terminador transcripcional.

El promotor constituye el punto principal de regulacion de la expresion de la proteina, de
forma que es posible activar la expresion del gen fordneo en condiciones controladas,
normalmente afiadiendo algin compuesto inductor al medio de cultivo. Uno de los
promotores mas utilizados para regular la expresion de genes recombinantes en bacterias es el
promotor lac, que procede del operdn de la lactosa de E. coli y que se ha incorporado en

muchos vectores de expresion mediante técnicas de ingenieria genética [36].

El inductor del operon lac més utilizado es IPTG, isopropil-B-D-tiogalactopiranosido, ya que
es capaz de unirse al represor lacl e inactivarlo, pero no es sustrato para la enzima f-

galactosidasa.

Otro factor que hay que tener en consideracion para la produccion de la proteina
recombinante es el modo de operacion mediante el cual se desarrolla el cultivo bacteriano
[34]. EI cultivo en “batch” es la forma mas simple de producir proteinas recombinantes a
pequefia escala y normalmente es la primera etapa para optimizar el proceso de produccién
antes de escalarlo a grandes cantidades. Los cultivos en “batch” se realizan normalmente en
matraces de Erlenmeyer y todos los nutrientes requeridos para el crecimiento celular son

suministrados desde el comienzo.

La Gltima etapa del proceso es la purificacién de la proteina recombinante. La proteina
expresada puede acumularse en distintos compartimentos en la célula hospedadora; en forma
soluble, en el citoplasma o en el periplasma, o bien en forma insoluble en el citoplasma. En la
mayoria de los casos, cuando una proteina se sobreexpresa forma agregados citoplasmaticos
insolubles, que originan particulas esféricas con un diametro que oscila entre 0,5-1um,

denominados cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion pueden recuperarse facilmente
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lisando las bacterias y purificarse del resto de componentes celulares. Las proteinas se extraen

luego por desnaturalizacion y se repliegan para adquirir la conformacion nativa.

Durante el proceso de plegamiento la proteina adquiere estructuras intermedias, inestables y
menos solubles, como consecuencia rapidamente, forman agregados insolubles con

plegamientos erréneos, que generalmente no tienen actividad enzimatica [37].

El proceso de plegamiento es una de las etapas que genera mas problemas para obtener la
proteina activa. La proteina comienza a plegarse cuando la concentracién del compuesto
desnaturalizante utilizado durante la solubilizacion disminuye lo suficiente. Los
procedimientos mas utilizados para la eliminacién del desnaturalizante son la dialisis y la
dilucién, en ambos casos se ha observado que la disminucion réapida de la concentracion del
agente desnaturalizante favorece la formacion de agregados inactivos, mientras que la
eliminacion gradual incrementa la eficiencia de plegamiento de la proteina, tal como se

observa en la figura 1.7.1 donde se ilustra el procedimiento de la dialisis [37].

En el método de dilucién la eficiencia del proceso aumenta cuando la dilucién se realiza
lentamente (gota a gota) hasta que la concentracion de la proteina es muy baja. Tanto durante
el proceso de dialisis como de dilucién se forman agregados proteicos en mayor 0 menor
medida, para evitar esto se afiaden compuestos quimicos que previenen la agregacion, tales

como urea, guadinina, y arginina.
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Figura 1.7.1 llustracion esquematica del método de didlisis para eliminar el desnaturalizante de la proteina
solubilizada. Didlisis en una etapa: el desnaturalizante que rodea la proteina disminuye rapidamente mediante
difusion, dando lugar a la formacién de agregados. Dialisis paso a paso: se produce la eliminacion gradual del
desnaturalizante, favoreciendo el plegamiento de la proteina nativa [37].
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1.7.1 Laexpresion de RIPs en E. coli

La preparacién de inmunoconjugados para ensayos preclinicos y clinicos en la terapia de
cancer requiere disponer de preparaciones homogéneas de RIP. La principal limitacién de las
proteinas purificadas de plantas es que se trata de preparaciones heterogéneas que contienen
varias isoformas de toxinas, que son inmunoldégicamente distintas y que también pueden
variar significativamente en su actividad catalitica. Por este motivo, es aconsejable la

expresion recombinante de isoformas individuales para la sintesis de conjugados [13].

La bacteria E. coli ha sido el hospedador méas utilizado para producir RIPs recombinantes,
aunque con resultados variables. En E. coli se ha producido con éxito la cadena A de la ricina
(RTA) [38] ya que no es toxica para los ribosomas procarioticos, sin embargo, varias RIPs de
tipo 1 (diantina 32, saporina S, PAP) han planteado muchos problemas para su expresion
debido a que tienen actividad depurinante sobre los ribosomas de las bacterias y levaduras y
provocan la muerte celular a concentraciones muy bajas. La produccion de estas RIPs toxicas
en E. coli requiere una regulacion estricta mediante un sistema de expresion inducible

huésped / vector [39].

Los vectores plasmidicos pET se han utilizado para la expresion de varias isoformas de las
RIPs de tipo 1, diantina y saporina [39] y para la expresion de las RIPs de Phytolacca dioica
PD-L1 y PD-L4 [40]- [41]. Estos vectores contienen el promotor T7 precediendo el sitio de
insercion del gen de la proteina recombinante y se usan para transformar cepas de E. coli
BL21 (DE3), que contienen el gen de la RNA polimerasa T7 en el cromosoma bacteriano,
bajo el control estricto del promotor lacUV5. De manera que, el Isopropil-p-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) induce la expresion de RNA polimerasa T7 y por tanto de la
toxina recombinante. La proteina recombinante se puede recuperar como material soluble,
liberandola al espacio periplasmatico o bien se puede acumular dentro de la bacteria en los

cuerpos de inclusion [39].

En la mayoria de las expresiones de RIPs de tipo 1 que se han realizado, el rendimiento de
proteina soluble es muy bajo y la mayor parte de la proteina expresada se acumula en cuerpos
de inclusion. En este caso, los cuerpos de inclusion deben aislarse, purificarse y solubilizarse.
Las proteinas se extraen luego por desnaturalizacién y se repliegan para adquirir la

conformacion nativa en presencia de un tampén redox adecuado [37].
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Objetivos y plan de trabajo
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2. 0Objetivos y plan de trabajo

2.1. Obijetivos

e Objetivo general:

Producir mediante técnicas biotecnolégicas la proteina inactivadora de ribosomas PD-
L4 en un sistema de expresion heterdlogo de E. coli.

e Obijetivos especificos:

1. Transformar la bacteria E. coli BL21 (DE3) con el vector pET-22b(+)-PD-L4 e

inducir la expresion de la proteina PD-L4 recombinante en cuerpos de inclusion.

2. Aislar la proteina PD-L4 recombinante de los cuerpos de inclusion y optimizar

un procedimiento de solubilizacion y renaturalizacion de la proteina.

3. Purificar la proteina recombinante mediante una cromatografia de intercambio
cationico (FPLC-AKTA).

4. Caracterizar la actividad inhibidora de la proteina PD-L4 recombinante en un

sistema acelular de sintesis de proteinas eucariotico y la actividad N-glicosilasa

en el RNA ribosomico y en el DNA.
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2.2. Justificacion

Una de las principales aplicaciones biomédicas de las RIPs es la produccion de
inmunoconjugados para la terapia antitumoral. La mayoria de los conjugados construidos con
RIPs se han realizado ligando la toxina a un anticuerpo monoclonal, que reconoce marcadores
de la superficie celular que se sobreexpresan en un tipo tumoral concreto. Estos conjugados
reciben el nombre de inmunotoxinas. La proteina inactivadora de ribosomas PD-L4 es una
toxina muy potente capaz de inhibir la sintesis proteica “in vitro”, en sistemas acelulares
eucarioticos, a concentraciones extraordinariamente bajas (ICso= 1 ng/ml), pero tiene muy
poca toxicidad en las células porque no puede atravesar la membrana celular mediante la
unién a receptores glucoproteicos. Por este motivo, PD-L4 es un buen candidato para la
sintesis de inmunotoxinas que permitan dirigir la RIP especificamente a las células tumorales,
ligandola a un anticuerpo monoclonal que favorezca la endocitosis de la RIP al citosol, donde

actuaria inhibiendo la sintesis de proteinas, lo que provocaria la muerte de la célula tumoral.

Muchas de las inmunotoxinas sintetizadas hasta la fecha se han obtenido mediante
conjugacion quimica, utilizando agentes derivatizantes que introducen grupos —SH que
permiten ligar la RIP y el anticuerpo mediante enlaces disulfuro. Estos procedimientos
requieren preparaciones de toxina homogenea. El principal problema de las preparaciones de
proteina nativa que se obtienen en las purificaciones a partir de la planta es que contienen

distintas isoformas que varian en su actividad y también en la inmunogenicidad.

En base a estas consideraciones, se propone como objetivo general de este trabajo
experimental, la produccion biotecnolégica y la purificacion de la proteina inactivadora de

ribosomas PD-L4 en un sistema de expresion heterélogo de E.coli.

[ L




I 3]

Produccion biotecnolégica en E. coli de la toxina PD-L4 de la planta Phytolacca dioica

2.3. Plan de trabajo

ESOQUEMA GENERAL DEL PROCESO

Clonacién del gen de PD-L4 en el plasmido pET-22b(+)

e Transformacién de E. coli BL21

pe

Induccion de la expresion de PD-L4 (+/-1PTG)

e Electroforesis SDS-PAGE

pe

Aislamiento de los cuerpos de inclusion

pe

Solubilizacién y renaturalizacion de la proteina recombinante

e Electroforesis SDS-PAGE

pe

e Dializar
Purificacién: Cromatografia de intercambio cationico (FPLC-AKTA)

e Electroforesis SDS-PAGE

pe

e Dializar

e Concentrar la proteina

Caracterizacion de la actividad de PD-L4 recombinante

Actividad sobre la sintesis de proteinas en un sistema

acoplado de transcripcidn-traduccion in vitro.

Depurinacion del RNA ribosémico 28S.

Actividad polinucleétido: adenina glicosilasa en el DNA
gendmico.
e Actividad desoxirribonucleasa sobre el DNA

plasmidico.
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3. Materiales y métodos

_ [l

3.1. Materiales

3.1.1. Equipamiento

Agitador de tubos, MS1 Minishaker (IKA).

Autoclave modelo Auster 427-G, JP (Selecta S.A.).

Balanza digital (Scaltec).

Bafio termostatizado (Selecta).

Campana de flujo laminar (Telstar).

Centrifuga de mesa para microtubos, Biofuge 13 (Heraeus Instrument).
Centrifuga de mesa, modelo 5415C (Eppendorf).

Centrifuga, Mod. Allegra 64R Benchtop, rotores, Mod. F0650, y Mod.F1202
(Beckman Coulter TM).

Centrifuga, Mod.J-26XP series, rotor Mod. JA-25.50 (Beckman Coulter TM).
Columna Source TM 15S 4.6/100 PE, para FPLC (GE Healthcare Bio-Sciences).
Concentrador al vacio: Speed vacuum Mod. Centrivac (Heraeus Instrument).

Equipo de cromatografia FPLC, modelo AKTA Purifier. (Amercham Pharmacia
Biotech).

Equipo de electroforesis horizontal para DNA. (Sigma-Aldrich S.R.L).
Equipo de electroforesis para proteinas: “Mini-Protean II”” (Bio-Rad).

Equipo de electroforesis vertical para RNA: “MiniVE vertical electrophoresis

system” (GE Healthcare Bio-Sciences).
Espectrofotémetro, modelo UV-1601 (Shimadzu Corporation).

Incubador para cultivo de bacterias con agitacion orbital: Innova 4000 (New

Brunswick Scientific).
Lumindmetro Junior LB 9509 (Berthold Technologies).
Micropipetas “Finnpipette digital” (Thermo).

pH-metro, modelo PHM92 (Radiometer Copenhagen).
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e Sonicador: UP200S, Ultraschallprozessor (Dr. Hielscher GmbH.).

e Transiluminador de luz ultravioleta (254 - 312 nm) — Equipo de imagen.
(BioRad).

3.1.2. Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos y bioquimicos que se han utilizado durante la realizacion de este

trabajo han sido los de mayor pureza disponible en el mercado y se indican en la tabla 3.1.2.1.

Tabla 3.1.2.1 Tabla de reactivos utilizados.

Reactivo Origen
Acetato sodico Sigma
Acido acético Merck
Acido borico Merck
Acido clorhidrico Merck

Acido etilendiaminotetraacetico | Sigma

Acrilamida Roche

Agarosa BRL Thermo Fisher
Ampicilina Sigma

Anilina Sigma

Azul de bromofenol Sigma
Bis-acrilamida Roche

Bromuro de etidio Amresco

Cloruro de magnesio Merck

Cloruro de potasio Merck

Cloruro de sodio Merck

Coomasie Brillant-blue R-250 | Sigma

Dodecilsulfato sédico Merck
Etanol Merck
Eter Sigma
Extracto de levadura Difco
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Continuacién Tabla 3.1.2.1

Reactivo Origen
Fenol USB
Fosfato monosodico Merck
GelRed stain Biotium
Glicerol Merck
Glicina Roche
Glutation Sigma
Guanidina Sigma
Hidroxido sodico Panreac
IPTG USB
L-Argininna Sigma
2-Mercaptoetanol Merck
Metanol Merck
Persulfato aménico Sigma
Perdxido de hidrogeno | Panreac
Reactivo de Luciferasa | Promega
Sacarosa Sigma
TEMED Sigma
Triptona Pronadisa
Tris Roche
Triton x100 Sigma
Urea Sigma
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3.1.3. Reactivos Bioldgicos

3.1.3.1.  Cepas bacterianas y plasmidos

La cepa E. coli InvaF’ y el plasmido pCR2.1 (Invitrogen) (Anexo 8.3)

La cepa Escherichia coli BL21 (DE3) y el vector de expresion pET-22b(+)

(Figura 3.1.3.1.1.), obtenidos de AMS Biotecnologia, Lugano, (Suiza)

La cepa bacteriana utilizada en este trabajo para la expresion de la proteina recombinante fue

Escherichia coli BL21 (DE3). Es una cepa para la expresion lisdgena del fago A (DE3), el

cual contiene el gen de la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV, que es

inducible por Isopropil-B-D-tiogalacto-piranésido (IPTG)
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T SgrA 1433)
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- Miul(1114)
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[ o \\\
[ [ & = “ \ "‘BstE 11(1295)
Bsa (4169} | = | | KBmgI (1323)
1 N \ B4 Apa I[1325)
Eam1105 1(4108) | pET_22b(+) ?2 ‘ ‘ ‘
T (5493bp) &
\ 'iBssH 11(1525)
\
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AIwWN 1(3631)
f/@
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‘ ?)
BspLU11 1(3215) WAN = Psp5 11(2221)
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representado por una flecha negra.

Figura 3.1.3.1.1 Mapa genético del plasmido pET-22b(+). El sitio de clonacién del material genético foraneo esta
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3.1.3.2. Enzimas

e Inhibidor de RNasas, (TaKara).
e RNA polimerasa T7 (TaKara).

e Lisozima (Roche).

3.1.3.3. Proteinas

Los marcadores proteicos para SDS-PAGE: Dalton Mark VII-L (Sigma-Aldrich).

3.1.3.4. Kits de purificacion de Aacidos nucleicos y sistemas de

traduccion

e El kit “Miniprep plasmid purification kit” (Machery-Nagel).

e Elsistema de transcripcidn-traduccion “Luciferase T7 control DNA” (Promega).

3.1.4. Otros materiales

e Membranas de dialisis: Spectra / 6000-8000 MWCO (Spectrum Laboratories
Inc.).

e Membrana para concentrar las muestras proteicas mediante centrifugacion:
Ultrafree-centrifugal filter / Biomax 10K NMWL (Millipore).

e Material de plastico desechable estéril: placas de Petri, tubos conicos de 1,5 ml
(“Eppendorf”), tubos conicos de 50 ml (“Falcon”), puntas de micropipeta, asas de

siembra... etc.
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3.2. Métodos

3.2.1. Esterilizacion de las disoluciones y del material de laboratorio

Todas las disoluciones se prepararon con agua tipo I-Milli Q (Millipore) y se esterilizaron en
autoclave (Auster 427-G) a 120°C y 1 atmosfera de sobrepresion durante 20 minutos. El
material de vidrio de uso general en el laboratorio se esterilizd en una estufa de aire a 140°C
durante 12 horas. El resto del material de laboratorio utilizado en los ensayos enzimaticos y
en los ensayos con DNA y RNA (puntas de micropipeta, microtubos, tubos cénicos, filtros,
jeringas, placas de cultivo, etc.) se adquirié estéril o se esteriliz6 en autoclave como se ha

indicado anteriormente.

3.2.2. Obtenciéon del vector de expresién recombinante pET-22b(+)
/PD-L4

La proteina nativa PD-L4 se purificé a partir de las hojas de Phytolacca dioica L., obtenidas
en el Jardin botanico de la Universidad Federico Il de Napoles, segun el protocolo descrito
por Di Maro et al. [42]. La secuencia génica de la proteina PD-L4 se obtuvo en el laboratorio
de Bioquimica del Dr. E. Pizzo, del departamento de Biologia de la Universidad Federico Il
(Néapoles). EI cDNA codificador obtenido mediante RT-PCR a partir del RNA de las hojas de
la planta, se clon6 en el vector de expresion pET-22b(+) bajo el control del promotor T7,
utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll. ElI gen se amplifico mediante
transformacion utilizando como cepa hospedadora la cepa bacteriana E. coli BL21 (DE3), que
expresa la enzima RNA polimerasa T7. Este vector de expresion contiene un centro regulador
correspondiente al operador lac que puede ser activado por IPTG, lo que conlleva la expresion

del gen que codifica para la proteina clonada (Figura 3.2.2.1).
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Induccioén por IPTG
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Figura 3.2.2.1 Genoma de la cepa bacteriana E. coli BL21 (DE3) transformada con el vector de expresion
recombinante pET-PD-L4.

3.2.3. Medio de Cultivo

Para el cultivo de las cepas E. coli InvaF’ y E. coli BL21 (DE3) se utilizé el medio de cultivo

Luria-Bertani (LB), cuya composicion para un litro de solucién es:

Cloruro de sodio (NaCl) 10g
Triptona 10 g
Extracto de levadura 5g

El medio de cultivo se esterilizé por tratamiento en autoclave durante 20 minutos a 120°C.

Tras la esterilizacion se afiadio el antibidtico ampicilina (100 pg/ml), utilizando una campana

de flujo laminar para evitar la contaminacién del medio.
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3.2.4. Cultivo de bacterias e induccion de la expresion

El cultivo de la bacteria E. coli se realizd en un matraz de Erlenmeyer con un reparto
medio/volumen de 1:5 (matraz de 5| para 1l de medio), garantizando asi una adecuada
distribucion de los nutrientes y el oxigeno necesarios para el crecimiento de la bacteria, que se
realiz6 con agitacion orbital. Las curvas de crecimiento de las cepas bacterianas y los
experimentos de expresion de la proteina recombinante se realizaron en 1l de medio LB
suplementado con ampicilina 100 ug/ml, que se inoculé con 10 ml de bacterias recombinantes
E. coli BL21 (DE3)//pET-22b(+)-PDL4 cultivadas previamente durante toda la noche. El
indculo se prepar6 en 10 ml de LB/ampicilina en un tubo estéril de 50 ml (Falcon), al que se
transfirié una colonia bacteriana transformada con el vector recombinante, utilizando un asa
de siembra esteril. Tras la adicion del inoculo, el cultivo bacteriano se incubd en un agitador
orbital a una velocidad de 375 rpm y a una temperatura éptima de 37°C. El crecimiento de las
bacterias se determind midiendo la absorbancia a 600 nm cada 1 hora. Cuando el cultivo
alcanzé una densidad optica de 0,6 se indujo la expresion de la proteina recombinante
afiadiendo IPTG a una concentracion final 1 mM. El cultivo se incubo durante tres horas mas
en las condiciones indicadas anteriormente. Con el objeto de determinar si se habia expresado
la proteina recombinante se tomaron alicuotas de 1ml antes de inducir y tras tres horas de
incubacion en presencia de IPTG y se analizaron mediante electroforesis en un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Para ello, las alicuotas (inducida y no inducida) se centrifugaron
durante 15 minutos a 6000 rpm a temperatura ambiente (Centrifuga Eppendorf, Mod. 5415C).
El sobrenadante se descartd y el pellet de cada muestra se resuspendié en 100 ul de un
tampdn desnaturalizante (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), 2-ME
5% (v/v) y azul de bromofenol 0,025% (p/v). A continuacion, se analizaron 20 ul de cada

muestra mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida 12% (Métodos, apartado 3.2.7)

3.2.5. Obtencién de los cuerpos de inclusion

Para la obtencién de los cuerpos de inclusion se utilizo el protocolo descrito por Chambery et
al. [41]. Las bacterias E. coli, BL21 (DE3) transformadas con el plasmido recombinante pET-

22b(+)-PDL4 e inducidas con IPTG durante 3 horas en las condiciones indicadas en el
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apartado 3.2.4, se centrifugaron a 3750 rpm a 4 °C durante 40 minutos (Centrifuga Beckman
Allegra 64R, rotor F0650). El sobrenadante se descartd y el pellet se someti6 a un lavado con
medio LB para eliminar los restos de IPTG, para ello se resuspendié en 20 ml de medio LB y
se centrifugd a 6000 rpm a 4 °C durante 15 minutos (Centrifuga Beckman J-26XP series,
rotor JA 25); el sobrenadante se desechd y se recuperd el pellet bacteriano.

3.2.5.1. Lisis bacteriana

La lisis de las bacterias se realizé a 0°C utilizando un tratamiento enzimatico con lisozima que
actua rompiendo la pared bacteriana. Para ello, el pellet bacteriano se resuspendi6 en 10 ml de
tampén TE (Tris-Cl 50 mM, EDTA 1mM, pH 8,0) con 20 % sacarosa y se incub6 durante 15
minutos en hielo. Posteriormente se afiadieron 10 ml de agua desionizada fria (0°C), se
mezcldo mediante agitacion vigorosa (vortex) y a continuacion se realizd una segunda
incubacion en hielo durante 15 minutos. Tras la incubacion, la suspension se centrifugd a
17400 xg a 4°C durante 10 minutos (Centrifuga Beckman Allegra 64R, rotor F0650), se
descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 10 ml de una solucion de lisis que
contenia 0,25 mg/ml de lisozima en tampon TE y se incubd en hielo durante 30 minutos.
Durante este periodo de incubacion la lisozima actué degradando la pared bacteriana. La lisis
bacteriana se completd mediante sonicacion, aplicando 20 ciclos de 15 segundos durante 10
minutos. Mediante el tratamiento con ultrasonidos se rompe la membrana celular y se libera el

contenido intracelular donde se localiza la proteina recombinante.

3.2.5.2.  Aislamiento y lavado de los cuerpos de inclusion

El lisado bacteriano se centrifugd a 17400 xg a 4°C durante 20 minutos (Centrifuga Beckman
Allegra 64R, rotor F0650), el sobrenadante se elimind y el pellet que contenia los cuerpos de
inclusion se sometié a dos lavados con 20 ml de tampdn TE/2% Triton X-100 /urea 2M y
posteriormente otros dos con 20 ml de tampdn TE (sin Triton ni urea). En cada lavado las
muestras se resuspendieron en el tampdn correspondiente, se sometieron a sonicacion (en

hielo) durante 20 ciclos de 15 segundos durante 5 minutos (300 s) y posteriormente a
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centrifugaciéon a 17400 xg a 4°C durante 10 minutos (Centrifuga Beckman Allegra 64R, rotor
F0650).

3.2.5.3.  Resuspension de los cuerpos de inclusion

El pellet obtenido en el apartado anterior se resuspendié en 2,5 ml de tampon desnaturalizante
(Tris-ClI 0,1M, EDTA 20 mM, pH 8,0) mediante agitacién fuerte (vortex) y se sometié a
sonicacién aplicando 20 ciclos de 15 segundos durante 5 minutos (300 s). A continuacion, se
afiadié guanidina 6M (2,59) y la mezcla se someti6 a agitacion durante toda la noche a 4°C.
La solucién se sometié a centrifugacién a 17400 xg durante 15 minutos a 4°C (Centrifuga
Beckman Allegra 64R, rotor FO650) y se recuperd el sobrenadante (4 ml) que se recogio en
un tubo estéril. Para determinar si el proceso de resuspension se habia producido
completamente y estimar la concentracion de proteina presente en las dos fracciones, se
tomaron muestras de sobrenadante y de pellet, se realiz6 una precipitacion con etanol para
eliminar la guanidina y posteriormente se analizaron mediante SDS-PAGE. Se prepararon dos
muestras, una de sobrenadante de 10 pl y otra de pellet que se prepard disolviéndola en 100 pl
de H.O Milli Q. Para eliminar la guanidina, las muestras se precipitaron afiadiendo 9
volimenes de etanol 100% (p/v) y se incubaron a -20°C durante 15 minutos. A continuacion,
se centrifugaron a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C (Centrifuga Eppendorf, Mod. 5415C).
El sobrenadante se desechd y el pellet se secO mediante una centrifugacion durante 30
minutos en un concentrador al vacio (Speed vacuum Mod. Centrivac, Heraeus). Finalmente,
las muestras se disolvieron afiadiendo 20 ul del tampdn desnaturalizante (Tris-HCI 62,5 mM
pH 6,8, SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), 2-ME 5% (v/v) y azul de bromofenol 0,025%
(p/v)) y se analizaron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida 12% (Métodos,
apartado 3.2.7).

3.2.5.4.  Solubilizacién y plegamiento de la proteina (refolding)

El sobrenadante obtenido en el apartado 3.2.5.3 (4 ml) se traté con glutatién reducido (GSH
solido 2,5 g) a una concentracion final de 0,1 M. El pH se llevd hasta 8,0 mediante la adicion

de NaOH 5 M, después la solucion se incubd durante dos horas y media a temperatura
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ambiente bajo atmosfera de nitrégeno. La renaturalizacion se efectu6 mediante dilucion gota a
gota (con agitacion continua) de la mezcla con el tampén Na/P / L-Arg 0,4 M / glutation
oxidado 0,6 mM / glutation reducido 3 mM, pH 8,4 hasta una concentracion final de 0,07
mg/ml, que se alcanz6 afiadiendo aproximadamente 10 ml del tampon de renaturalizacion y a

continuacion se incub6 durante 24 horas a temperatura ambiente bajo atmosfera de nitrégeno.

3.2.6. Purificacion de la proteina mediante cromatografia de
intercambio cationico (FPLC-AKTA)

Después de la renaturalizacion, el glutation y la arginina se eliminaron de la muestra de
proteina mediante un procedimiento de dialisis utilizando una membrana (Spectra — MWCO:
6000-8000), en el interior de la cual se colocaron los 10 ml de la disolucion proteica. La
dialisis se llevo a cabo en dos etapas: en la primera etapa la proteina se dializ6 en 2 | de agua
desionizada durante 2 horas a 4°C con agitacion constante; en la segunda etapa la dialisis se
realizé en 2 | de tampon A (Fosfato de sodio 5 mM pH 7,2) durante 2 horas a 4 ° C con
agitacion constante. Tras la dialisis se recuper0 la proteina en un tubo esteril, obteniéndose un
volumen de 30 ml de la disolucién proteica que se sometid a una cromatografia de
intercambio cationico utilizando una Columna Source TM 15S 4.6/100 PE para FPLC-AKTA
(GE Healthcare Bio-Sciences) previamente equilibrada. Se realizaron 3 cromatografias
consecutivas, en cada una de ellas se aplicaron en la columna 10 ml de la muestra proteica y a
continuacion se realizo un lavado con el tampon A. La elucion se realizé usando un gradiente
lineal de tampdén B (Na/ P 5 mM — NaCl 0,3 M, pH 7,2) a una velocidad de flujo de 1 ml /
min. Se recogieron fracciones de 0,5 ml y los picos de proteina se determinaron midiendo la
absorbancia a 280 nm; se recogieron muestras de cada pico y se analizaron mediante SDS-
PAGE. Tras el andlisis electroforético, las fracciones de interés (pico B) de las tres
cromatografias (9 ml) se dializaron en agua utilizando una membrana Spectra (MWCO: 6000-
8000) y a continuacion se concentraron mediante centrifugacion hasta un volumen de 1,5 ml.
(centrifugal filter - BioMax 10K, 10000 MWCO, Millipore). La concentracion final de
proteina se determind midiendo la absorbancia a 280 nm, se hicieron alicuotas de 100 ul y se

conservaron a -20°C hasta su utilizacidn en los ensayos de actividad.
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3.2.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

SDS-PAGE es el acronimo en inglés de sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis. La electroforesis en geles de poliacrilamida es una técnica ampliamente
utilizada en bioquimica y biologia molecular para separar las proteinas en funcion de su
movilidad electroforética. Se trata de un método analitico que permite realizar una estimacion
rapida del nimero de proteinas presentes en una mezcla, analizar las separaciones
cromatogréaficas durante un proceso de purificacién de una proteina y determinar la masa
molecular relativa de una proteina utilizando patrones proteicos. EI SDS es un detergente
aniénico que desnaturaliza las proteinas, que pierden su conformacion tridimensional y
adquieren carga negativa. De este modo se obtiene un fraccionamiento que obedece a: la
diferencia de peso; la longitud de la cadena (tamafio) y la forma de la proteina. La
electroforesis de proteinas se lleva a cabo en geles formados por el polimero entrecruzado de
poliacrilamida y en condiciones desnaturalizantes. En este trabajo se utiliz6 un equipo de
electroforesis vertical “Mini-Protean II” (Bio-Rad) y los geles se prepararon siguiendo el
protocolo descrito por Laemmli en 1970 [43] con algunas modificaciones. Los geles constan
de dos fases con distinta concentracion de poliacrilamida denominadas gel compactador y gel
separador, que ademas tienen distinta concentracion de sales y distinto pH. En este trabajo
los geles utilizados fueron del 12% en el caso del separador y del 4% el compactador, que se

prepararon con las cantidades de reactivos indicadas a continuacion:

GEL SEPARADOR (12%) GEL COMPACTADOR (4%)

Acrilamida 40% 6 ml 1ml

Tris 1,5 M, pH=8.8 5ml -

Tris 0,5 M, pH=6.8 - 2,5ml

Agua Milli Q 8,5 ml 6 ml

SDS 20% 200 100 ul
Persulfato aménico 20 % 100 wd 50 ul

TEMED 40 ul 25 ul
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Las muestras proteicas se prepararon en un tampén Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2% (p/v),
glicerol 10% (v/v), 2-ME 5% (v/v) y azul de bromofenol 0,025% (p/v) y se incubaron durante
3 minutos a 100°C para desnaturalizar completamente las proteinas. Se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se colocaron en los pocillos del gel utilizando una micropipeta.

La electroforesis se desarroll6 utilizando en la cubeta de electroforesis un tampon Tris-HCI 25
mM pH 8,3, glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v). La separacion de las proteinas se realiz6 con
una intensidad de corriente constante de 30 mA por gel durante 1 hora y 30 minutos. A
continuacion, el gel se tifid durante 1 hora con agitacion, con una solucién acuosa compuesta
por Coomassie Brillant blue R-250 al 0,125% (p/v), metanol 50% (v/v) y &cido acético 10%
(v/v). Posteriormente, el colorante fijado inespecificamente se elimind mediante un proceso
de destefiido utilizando una solucidén acuosa de acido acético 10% y metanol 40%. Este
proceso se realizé durante 12 horas, cambiando varias veces esta solucion. El peso molecular
relativo de las proteinas purificadas se determind utilizando marcadores de masa molecular

conocida.

3.2.8. Ensayo de sintesis de proteinas mediante un sistema de

transcripcion — traduccion in vitro

La actividad de las RIPs sobre la sintesis de proteinas se determiné utilizando un sistema de
transcripcion-traduccion (“Luciferase T7 control DNA”- Promega) del cDNA que codifica la
proteina luciferasa de la luciérnaga americana (Photinus pyralis). EI cDNA que codifica la
luciferasa esta clonado en un plasmido, bajo el control del promotor de la RNA polimerasa T7
(Figura 3.2.8.1.).
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Fig.3.2.8.1. Vector de expresion que contiene el gen de la luciferasa

La luciferasa es una proteina monomérica de 61 kDa que cataliza la reaccion de oxidacion de
la luciferina, la cual va acompafiada de la emision de una rafaga de luz que decae

rapidamente.

OH s N. COOH o s N O
—
+ATP +0 5 +AMP +PPi +CO , +hv
N S Mg2+ N S
Luciferina Oxiluciferina

La intensidad de la luz emitida es proporcional a la concentracién de luciferasa. Esta luz se
detecta mediante luminometria, utilizando un luminémetro (Junior LB 9509 - Berthold
Technologies) sensible al rango de espectro de 185 a 680 nm. La intensidad luminica es

méaxima y constante tan solo durante el primer minuto de reaccion.

El grado de inhibicion de la sintesis proteica provocada por las RIPs, se obtuvo determinando

la sintesis de luciferasa utilizando como sistema de traduccién de lisados de reticulocitos de

[ a7 L




Produccion biotecnolégica en E. coli de la toxina PD-L4 de la planta Phytolacca dioica

conejo que proporciona los ribosomas y tRNAs necesarios para llevar a cabo la sintesis

proteica (Promega).

El experimento de transcripcion - traduccion in vitro es muy complejo y consta de 3 etapas:

1)

2)

3)

La transcripcion del mRNA que codifica para la luciferasa: esto se consigue
afiadiendo a la mezcla de reaccion la enzima RNA polimerasa T7 que se une a la

secuencia promotora en el plasmido.

La traduccion del mRNA que codifica para la luciferasa: se lleva acabo
utilizando un sistema biosintético de lisados de reticulocitos de conejo, que da

lugar a la proteina luciferasa activa.

Medida de la actividad de la luciferasa: una vez que la sintesis de proteinas ha
tenido lugar, se afiade ‘“el reactivo de luciferina” (Promega) que contiene
luciferina de escarabajo en el medio adecuado para que se lleve a cabo la
reaccion de su oxidacion mediante la luciferasa. La medida se realiza durante 10
segundos y el resultado se obtiene en “unidades relativas de luz” (intensidad de

luz emitida por una muestra durante un periodo de medida determinado).

» Preparacion de las muestras

El experimento se inicia preparando una mezcla (Mix) que contiene el plasmido, la RNA

polimerasa T7, los ribonucledtidos para la sintesis del mMRNA, los lisados de reticulocitos de

conejo y las condiciones de sales 6ptimas para la actividad de las enzimas que intervienen en

la sintesis del RNA y de la proteina.

La mezcla de reaccion “Mix” se prepar6 en un tubo estéril, utilizando un tampon (x20): NTPs
8 mM cada uno; espermidina 4 mM; Tris-HCI 200 mM, pH 7,8; KCI 560 mM; MgCI2 20

mM; aminoacidos 40 uM cada uno.
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Los componentes de la Mix son los siguientes:

Mezcla de reaccién (Mix)

H.0 Milli Q 63 ul
KCl 0,46 M 22,5 ul
Tampoén x 20 (*) Oul
DNA luciferasa 0,6 mg/ml Oul
T7 polimerasa 3ul
Inhibidor RNasa 3ul
Lisado de reticulocito de conejo 55 ul

La mezcla de reaccion “Mix”, se incubd durante 10 minutos a 30°C para que se lleve a cabo la
transcripcion del mRNA de la luciferasa mediante la RNA polimerasa T7. Una vez
transcurridos los 10 minutos de incubacion, la mezcla se colocd en hielo y se prepararon los

tubos en los que se realizo la traduccion para determinar la actividad inhibidora de las RIPs.

Para determinar la concentracion de RIP que inhibe la sintesis de proteinas un 50% (1Cso) se
prepararon diluciones seriadas de la proteina PD-L4 nativa y PD-L4 recombinante abarcando

el siguiente rango de concentraciones: 0,1, 1, 10 y 100 ng/ml.

La reaccion de sintesis de proteinas se realizé en tubos conicos de 1,5 ml (Eppendorf), en un
volumen total de 8 pl, afiadiendo 6,4 ul de Mix y 1,6 pl de la dilucién de toxina que
corresponda, excepto en el control que se afiadi6 agua. Los tubos con diferentes
concentraciones de PD-L4 nativa o recombinante se prepararon por duplicado. En cada
ensayo se incluyeron cuatro controles en los que no se afiadié toxina, de forma que los

resultados obtenidos en estos tubos correspondian al 100% de sintesis proteica.
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Los tubos se prepararon como se especifica a continuacion:

Control +RIP
Mix 6,4 ul 6,4 ul
H.0 Milli Q 1,6 4l -
RIP - 1,6 ul

La reaccién se incub6 durante 30 minutos a 30°C para que se produzca la biosintesis de la
luciferasa. Pasado este tiempo, la reaccion se detuvo afiadiendo 20 pl de agua y 28 ul de
reactivo de luciferina, y se midi6 la intensidad luminica en el luminémetro. La medida se
realizé rapidamente, pues como se ha indicado la intensidad luminica es maxima y constante
tan solo durante el primer minuto de reaccion. Cualquier sefial que no proceda de la reaccion
de la luciferasa sobre la luciferina es obviada haciendo un blanco previo, que se preparo
utilizando 8 pl de la mezcla de reaccion, sin toxina y sin haber sido incubada durante los 30
minutos, y que se procesd de la misma forma que las muestras. El valor obtenido en esta
medida se resto de los valores de las demas medidas. A partir de estos resultados se determind
la ICso de nuestra RIP, es decir, la concentracion de RIP que provoca una disminucion del

50% en la sintesis proteica.

3.2.9. Actividad N-glicosilasa de PD-L4 recombinante en ribosomas

de reticulocitos de conejo

La actividad N-glicosilasa de las RIPs en el blucle a-sarcina/ricina del rRNA 28S se
determin6 en ribosomas de reticulocitos de conejo, que es sistema eucariético modelo muy
sensible a la actividad de las RIPs que se utiliza habitualmente (Promega). La actividad
depurinante de la proteina nativa y PD-L4 recombinante se determiné analizando la liberacion
de un fragmento del rRNA 28S denominado “fragmento de Endo”, que se obtuvo tratando
con anilina acida el rRNA procedente de los ribosomas tras su incubacion con la RIP. La

depurinacion hace que el esqueleto fosfodiéster sea en ese punto susceptible a la accion de la
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anilina, provocando la liberacion de un fragmento de RNA de 480 n que se pudo detectar

mediante una electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 5% / urea 7M.

Se utiliz6 el protocolo descrito por Iglesias et al. [44]. Para ello, se incubaron 80 ul de lisado
de reticulocitos de conejo con 3 ug de RIP durante 1 hora a 37°C. Seguidamente se afiadieron
2 WlEDTA 0,5 M, pH 8 y 550 ul de Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 / SDS 0,5% (p/v) y la mezcla se
agitd vigorosamente durante 30 segundos para disociar las proteinas ribosémicas. A
continuacion, se realiz6 una extraccion con fenol (500 pl) para eliminar las proteinas. Las
muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 13000 rpm (centrifuga Biofuge 13, Heraeus),
se recuperO la fase acuosa y el RNA se precipité a -80°C toda la noche, afiadiendo 0.1
volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y 3 voliumenes de etanol absoluto. EI RNA se
recuperd centrifugando durante 15 minutos a 13000 rpm a 4°C (Biofuge 13, Heraeus). El
sedimento obtenido se lavé con etanol al 70% (v/v), se dejé secar a temperatura ambiente y se
disolvid en 20 ul de H2O Milli Q estéril. El tratamiento con anilina &cida se realizo afadiendo
al RNA 20 pl de anilina 2 M pH 4,5 e incubando a 0°C durante 10 minutos en oscuridad. A
continuacion, se realizaron dos extracciones con un volumen de éter saturado con agua. La
fase acuosa se precipito con 0,1 vol. de acetato sédico 3 M pH 5,2 y 3 vol. de etanol absoluto,
a -80°C durante 4 horas. EI RNA se recuperd centrifugando como se ha explicado
anteriormente. El pellet obtenido se resuspendié en 20 ul de H>O Milli-Q estéril y se
determin6 su concentracion espectrofotométricamente como se indica en Métodos, apartado
3.2.13. Finalmente, el RNA se analiz6 mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida

5% / urea 7M, como se indica en Métodos, apartado 3.2.10.

3.2.10. Electroforesis de RNA en geles de poliacrilamida 5% / urea 7M

El RNA ribosomico obtenido tras la incubacion con las RIPs se analizd6 mediante una
electroforesis en un gel de poliacrilamida 5% (p/v) en condiciones desnaturalizantes con urea
7M [44]. Se utiliz6 un equipo de electroforesis vertical “MiniVE electrophoresis system-
GE”. Para evitar la degradacion de las muestras de RNA, todo el material utilizado en la
preparacion del gel y la cubeta de electroforesis se tratd6 con H»O2 30%. El peroxido de
hidrogeno al 30% es un inhibidor de las ribonucleasas, que son enzimas presentes en los
tejidos biologicos muy dificiles de inactivar y que pueden degradar muy facilmente las
muestras de RNA.
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Los geles de poliacrilamida 5% (p/v) se prepararon en un tubo estéril, como se indica a

continuacioén:

H.O tipo | Milli Q 12,6 mi
Urea 10,08 g
TBEXx1 2,5 ml
Acrilamida 40% 3,2 ml
APS 100 mg/ml 200 pl
TEMED 60 ul

Las muestras de RNA se prepararon en un tampdn que contenia 130 mg/ml de sacarosa, urea
7 M, Tris-HCI 45 mM, pH 8, acido borico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8, azul de bromofenol
0,4 pg/ml. Para desnaturalizar el RNA las muestras se hirvieron durante 30 segundos y
posteriormente se colocaron en los pocillos del gel utilizando una micropipeta y puntas
estériles. La electroforesis se desarrollé durante 2 horas aproximadamente, a una intensidad
de corriente fija de 15 mA., utilizando en la cubeta, tampon TBE (Tris-HCI 45 mM, pH 8,
acido bdrico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8).

El gel se tifid con Bromuro de etidio (0,5 pg/ml) durante 20-30 minutos con agitacion. El
Bromuro de etidio se intercala entre las bases nitrogenadas del RNA y absorbe luz ultravioleta
en el rango 254-312 nm. Las bandas correspondientes a las moléculas de RNA se visualizaron
a través de un transiluminador de luz ultravioleta que estd incorporado en un equipo de

imagen (BioRad).

3.2.11. Actividad polinucledtido: adenina glicosilasa de PD-L4

recombinante sobre el DNA

La actividad polinucleétido: adenina glicosilasa de las proteinas PD-L4 nativa y recombinante
en el DNA genomico, se determind midiendo las adeninas liberadas a partir del DNA de
esperma de salmon (SIGMA). El ensayo se realizo incubando 10 ug de DNA con 3 pug de RIP
durante 1 hora a 30 °C.

__ [l




Produccion biotecnolégica en E. coli de la toxina PD-L4 de la planta Phytolacca dioica

La mezcla de reaccion se prepard en un tubo conico de 1,5 ml (Eppendorf) como se indica a

continuacion:

DNA esperma de salmén (1 mg/ml) 10 ul
KCl 1M 30 ul
AcNa 0,5 M 30 ul
H.0 Milli-Q 227ul
RIP (1 mg/ml) 3ul (3ug)

Una vez concluido el periodo de incubacion, el DNA se precipito afiadiendo a las muestras 35
ul de AcNa 3 M, pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol absoluto. Las muestras se mezclaron y se
precipitaron durante 12 horas a -80°C. A continuacion, se centrifugaron a 13000 rpm durante
15 minutos a 4°C (Centrifuga Biofuge, 13 Heraeus) y las adeninas liberadas se determinaron

midiendo la absorbancia a 260 nm de los sobrenadantes obtenidos.

3.2.12. Purificacion del plasmido pCR2.1

El plasmido pCR2.1 se purificd a partir de un cultivo bacteriano en medio liquido, que se
prepard en condiciones estériles en 10 ml de medio LB/Ampicilina 100 ug/ml, inoculado con
la bacteria E. coli InvaF’-pCR2.1. El cultivo se dejo crecer durante toda la noche a 37°C con

agitacion orbital a 375 rpm.

La purificacion del plasmido se realizd con un “kit” comercial “Miniprep plasmid purification
kit” (Machery-Nagel). El procedimiento consiste en la lisis de la bacteria en un medio
alcalino, seguido de un tratamiento con Ribonucleasa A para degradar el RNA bacteriano. El
lisado obtenido se neutralizé a pH 7,8 y se centrifugé durante 10 minutos a 13000 rpm
(centrifuga Biofuge 13, Heraeus) para eliminar restos celulares y el DNA gendmico. Se
recogid el sobrenadante y se aislé el plasmido utilizando una minicolumna que contenia una
membrana de silice, que fija el DNA en condiciones de elevada fuerza ionica. EI DNA fijado

se eluyé utilizando una solucién con baja concentracion de sal (Tris-HCI 10 mM pH 7,8). La
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concentracion del plasmido se determind espectrofotométricamente como se indican en
Métodos, apartado 3.2.13.

3.2.13. Determinacion de la concentraciéon de las proteinas y de los

acidos nucleicos mediante espectrofotometria UV-visible

La espectrofotometria es un método de andlisis éptico que se utiliza para medir la cantidad de
luz absorbida por las moléculas de una disolucién en funcion de las longitudes de onda del
espectro ultravioleta /visible. Cada compuesto quimico absorbe, transmite o refleja la luz a lo

largo de un cierto rango de longitud de onda.

El espectrofotdmetro es un aparato que permite detectar la cantidad de luz transmitida y/o
absorbida a través de una disolucion de una muestra depositada en una cubeta (celda) y la

compara con la que se transmite o absorbe a través de una solucion de referencia o blanco.

A partir de los valores de absorbancia se puede determinar la concentracion de la muestra
aplicando la Ley de Lambert-Beer. La Ley de Lambert-Beer establece que la fraccion de luz
incidente que es absorbida por una solucidn, es proporcional a la concentracion de soluto y al

espesor de la sustancia atravesada por la luz.

A=ExCxI

(A) es la absorbancia, (g) es el coeficiente de extincion molar, (1) es la longitud de la

cubeta y (c) la concentracion de la muestra.

3.2.13.1. Concentracioén de las proteinas

Las proteinas poseen un pico de absorcién maxima a 280 nm. Los grupos responsables de tal
caracteristica son los aminoécidos aromaticos (Tirosina y Triptéfano). Las proteinas poseen
coeficientes de extincion molar (€sonm) que puede variar ligeramente en funcion de su

composicion de aminoacidos, como aproximacion se puede considerar €sonm = 1; de modo
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que una unidad de absorbancia se corresponde con una concentracién (C) de 1 mg/ml de
proteinas.
Azgonm =1 mg/ml
v" Si la disolucién de proteinas contiene DNA y/o RNA se introduce un error en la

medicion, dado que estos absorben a 280 nm.

Las muestras proteicas se diluyeron utilizando agua Milli Q y se midi6 la absorbancia a 280
en un espectrofotdmetro (UV-1601 — Shimadzu).

3.2.13.2. Concentracion de los acidos nucleicos

Los &cidos nucleicos absorben la luz ultravioleta a 260 nm debido a la presencia de los anillos
aromaticos de las bases nitrogenadas. Esta caracteristica permite determinar su concentracion

espectrofotométricamente aplicando la Ley de Lambert-Beer.

De forma que, para el DNA, 1 unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una

concentracion de 50 pg/ml y para el RNA de 40 pg/ml.

Las muestras se diluyeron utilizando agua Milli Q y se midid la absorbancia a 260 y 320 nm
(absorbancia debida a la turbidez de la muestra) en un espectrofotdometro (UV-1601 —
Shimadzu).

La concentracion se calculd aplicando las siguientes formulas:
[DNA]: (Azso-Agzo) X 50 x 103 x N= [] mg/ml
[RNA] = (Azso-Agzo) X 40 x 103 x N= I] mg/ml

v Siendo N, el factor de dilucion aplicado a la muestra
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3.2.14. Ensayo de la actividad desoxirribonucleasa de PD-L4

recombinante sobre el plasmido pCR2.1

Para la deteccidon de actividad desoxirribonucleasa de PD-L4 recombinante sobre el DNA
circular se utilizo el plasmido pCR2.1. El plasmido se obtuvo previamente en el laboratorio
(Métodos, apartados 3.2.12.). El ensayo se realizd en tubos cénicos estériles de 1,5 ml
(Eppendorf); se afiadieron 200 ng de plasmido pCR2.1 con 3 ug de las RIPs en un tamp6n 10
mM Tris-HCI, 5 mM Mg?*, 50 mM NaCl, en un volumen final de reacciéon de 10 pl, y la
mezcla se incub6 a 37° C durante 1 hora. Pasado este periodo, las muestras de DNA se
analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa 0.8% / TAE como se describe en
Métodos, apartado 3.2.15.

3.2.15. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La electroforesis en geles de agarosa es una tecnica que se utiliza para separar, identificar y
purificar fragmentos de DNA. Las moléculas de DNA, en presencia de un campo eléctrico,
migran a través de la matriz de un gel de agarosa desde el polo negativo al polo positivo,

separandose en funcion de su movilidad electroforética (Rf”).

La agarosa es un polimero lineal de D-galactosa / 3-6 anhidro L-galactosa que se utiliza para
la formacion de geles cuyo rango de separacion oscila entre 100 pb y 60 kb. EI tamafio de
poro del gel viene determinado por el porcentaje de agarosa, que se selecciona segun el
tamafo del fragmento del DNA que interesa separar. Los geles de agarosa se prepararon al
0,8% (p/v) en tampdén TAE (40 mM Tris (pH 7.6), 20 mM &cido acético, 1ImM EDTA); para
ello, se utilizd un matraz Erlenmeyer y la mezcla se calenté en el microondas hasta que se
disolvio la agarosa. La agarosa disuelta se dejé enfriar hasta aproximadamente 50°C y se
deposité en un formador de geles que permitid generar unos orificios (pocillos) donde se
colocaron las muestras. La electroforesis se desarrollé utilizando tampon TAE a un voltaje
fijo de 80 voltios. Las muestras se prepararon afiadiendo 0,3 vol. de tampon (45% glicerol
(v/v), 10% TAEX10, 0,025% azul de bromofenol (p/v)) y se colocaron en los pocillos del gel.
La electroforesis se desarrolld hasta que el azul de bromofenol alcanzé el final del gel

(aproximadamente 1hora 30 minutos). El gel se tifid utilizando una solucidén de un colorante
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fluorescente, que contenia 10 pl GelRed 10000x en 100 ml de tampon TAE, con agitacion
durante 20-30 minutos. Las bandas de DNA se visualizaron a través de un transiluminador de
luz ultravioleta (254-312 nm) incorporado en un equipo de imagen BioRad que permitio
realizar una foto del resultado.
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Resultados
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4. Resultados

4.1. Expresion heteroéloga de la proteina recombinante PD-L4

La expresion de la proteina recombinante se realizd en las condiciones experimentales
descritas en Métodos, apartado 3.2.4.

Con el objeto de establecer la condiciones de crecimiento Optimo para llevar a cabo la
induccidn de la expresion de la toxina recombinante, se realizaron las curvas de crecimiento
de la cepa E. coli BL21 (DE3) y la cepa transformada con el plasmido recombinante E. coli
BL21 (DE3)//pET-22b(+)-PD-L4 y se determiné las duracion de las fases del crecimiento

microbiano: latencia, exponencial y estacionaria.

Como se puede observar en la figura 4.1.1.A, donde se representa la absorbancia a 600 nm
frente al tiempo de cultivo, se puede definir una fase de latencia de 1 hora, la fase exponencial
comprendida entre 1-5 horas y la fase estacionaria a partir de las 5 horas. La transformacion
con el vector de expresion pET-22b(+)-PDL4 no afecta al crecimiento de la bacteria, lo que

indica que en ausencia del inductor no se esta produciendo expresion basal de la toxina.

En base a estas curvas de crecimiento, las bacterias transformadas con el vector recombinante
E. coli BL21 (DE3)//pET-22b(+)-PD-L4 se indujeron con IPTG 1 mM cuando el cultivo
alcanzé una densidad Optica de 0,6 a 600 nm. Esta absorbancia corresponde a la fase
exponencial temprana del cultivo, periodo en el que las células tienen la actividad metabolica
mas alta y se estan duplicando activamente. Tras la induccion con IPTG el crecimiento
bacteriano se siguié durante 6 horas para determinar si la expresion de la proteina PD-L4 era
toxica para las bacterias. Como se observa en la figura. 4.1.1.A el cultivo inducido apenas
modifica el crecimiento cuando se compara con la cepa sin inducir, lo que indica que las
bacterias son capaces de expresar la toxina PD-L4 recombinante sin que se afecten los

ribosomas, dado que no se observa muerte celular.
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Figura 4.1.1. A. Curva de crecimiento de la cepa E. coli BL21(DE3) y de la cepa recombinante E. coli BL21(DE3)//
pPET-22b(+) - PD-L4 en ausencia y presencia del inductor (IPTG).

Para determinar la expresion de la proteina recombinante se tomaron muestras del cultivo
antes de la induccion y tras la induccion con IPTG. Se utilizd una concentracion de IPTG
1mM y un tiempo de induccion de 3 horas porque son las condiciones Optimas para la
expresion de proteinas en esta cepa de E. coli [41]. Las proteinas bacterianas se extrajeron
utilizando un tampon desnaturalizante y se analizaron mediante electroforesis como se indica
en Métodos, apartado 3.2.7.

El analisis electroforético en SDS-PAGE (Figura 4.1.1.B) de las fracciones en ausencia (calle
2) y presencia de inductor (calle 3) mostré una banda intensa correspondiente a una proteina,
gue no esta presente en la muestra sin inducir y cuya masa molecular relativa es de 29 kDa,
igual a la de la proteina PD-L4 nativa (calle 4). La proteina recombinante expresada se
localiza en la fraccién proteica insoluble, en cuerpos de inclusion en el citoplasma de la
bacteria.
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Figura 4.1.1.B. Analisis electroforético (SDS-PAGE) de la fraccién proteica del clon E. Coli BL21 (DE3)//pET 22b(+)-
PD-L4: 1, Marcadores de PM; 2, Clon no inducido; 3, Clon inducido con IPTG 1 mM; 5, Proteina PD-L4 nativa.

4.2. Aislamiento y solubilizacion de cuerpos de inclusién de E. coli

La produccion de proteinas recombinantes en E. coli, con un alto nivel de expresion, conduce
en la mayoria de los casos a la acumulacion de una cantidad alta de proteina en el citoplasma,
dando lugar a la formacion de agregados de proteinas llamados cuerpos de inclusién, que se
pueden observar bajo un microscopio de contraste de fases como agregados densos,
generalmente localizados en los extremos polares de la célula. Las proteinas en los cuerpos de
inclusion, aunque poseen una estructura primaria correcta, son bioldgicamente inactivas
debido a las diferencias conformacionales en comparacion con la forma nativa
correspondiente. Las proteinas confinadas en los cuerpos de inclusion a menudo tienen la
ventaja de ser facilmente purificables, realizando tratamientos para romper la membrana
bacteriana que permiten liberar el contenido citoplasmatico, recuperar los cuerpos de

inclusion mediante centrifugacion a baja velocidad y posteriormente purificar la proteina.
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En este trabajo se utilizd una estrategia de purificacion de la proteina recombinante a partir de
cuerpos de inclusion basada en la realizacion de varios lavados del sedimento que permiten
eliminar cualquier contaminante y posteriormente la solubilizacion utilizando altas
concentraciones de un agente desnaturalizante (guanidina-HCI 6M), tal como se describe en
Meétodos, seccion 3.2.5.3.

La primera fase del proceso tiene por objeto romper las células bacterianas, para ello se utilizo
un tampdn de resuspension Tris HCI que contenia EDTA como inhibidor de proteasas y
sacarosa para aumentar la solubilidad; posteriormente, se llevé a cabo la lisis utilizando
tratamientos enzimaticos (lisozima) y mecanicos (ultrasonidos). Durante la segunda fase se
realizd una pre-extraccion para eliminar los contaminantes de la membrana y la pared celular
de E. coli mediante dos lavados con un tampon que contenia un detergente no
desnaturalizante (Triton-X100) y urea 2 M. Finalmente, se realizaron dos lavados sélo con
tampon TE que se llevaron a cabo para eliminar el exceso de detergente.

Los cuerpos de inclusion se resuspendieron finalmente en guanidina-HCI 6 M, que rompe las
interacciones proteina-proteina y disuelve los agregados formados durante la expresion. Tras
la incubacion con guanidina-HCI, la proteina recombinante extraida de los cuerpos de
inclusion se evalu6 mediante analisis electroforético del sobrenadante y el pellet obtenidos

mediante centrifugacion.

Como se observa en la figura 4.2.1 la mayor parte de la proteina expresada, aproximadamente
el 90%, se ha solubilizado y se encuentra en la fraccion del sobrenadante (calle S). Conseguir
una tasa de solubilizacion alta es imprescindible para poder purificar la proteina y obtener un

buen rendimiento de proteina activa.
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Figura 4.2.1 Analisis electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones obtenidas después del tratamiento de
solubilizacién de los cuerpos de inclusion: M, Marcadores de PM; S, Sobrenadante; P, Pellet.

4.3. Plegamiento de la proteina (“Refolding”)

El protocolo descrito anteriormente permite obtener la proteina recombinante en la forma
desnaturalizada. En la fase inicial del proceso de renaturalizacién la cadena polipeptidica
asume una serie de conformaciones casuales antes de replegarse en la estructura
tridimensional correcta. In vivo este proceso es llevado a cabo por las enzimas que catalizan la
formacién de los puentes disulfuro (disulfuro isomerasas), la isomerizacion de la prolina
(prolina isomerasa) y las que estan limitando la agregacion del estado intermediario
(chaperoninas). In vitro, para sustituir esta mezcla de enzimas, se utilizan condiciones
experimentales basadas en la retirada controlada del agente desnaturalizante; para lograr este
propdsito los principales métodos utilizados son la dilucién y la didlisis. El plegado de la
proteina PD-L4 recombinante se realiz6 mediante dilucién y se utilizé el protocolo de

Chambery et al. [41]. Inicialmente, se llevd a cabo la reduccion total de las proteinas
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presentes en la mezcla obtenida tras la lisis bacteriana, utilizando glutation reducido (GSH) a
una concentracion final 0,1 M. Posteriormente, la mezcla se diluyé lentamente y con agitacion
constante, hasta una concentracion final de proteina muy baja (0,07 mg/ml). Para ello, se
utilizé un tampon que contenia el par glutation reducido / glutation oxidado y L-arginina
como co-disolvente; el proceso se realizd bajo una atmosfera de nitrogeno [41]. Después de la
incubacion en el tampon de renaturalizacion, la fraccion soluble se dializ6 frente a tampon Na
/ P 5 mM, pH 7,2 como se describe en Métodos, seccién 3.2.5.4. El plegamiento de la
proteina (refolding) constituye una de las etapas mas criticas y en general la de mayor
dificultad en la produccion de proteinas recombinantes activas. El protocolo necesita ser
optimizado para cada proteina concreta y el éxito del proceso es muy variable y depende
mucho de la estructura primaria de la proteina. Durante este proceso la proteina debe de
plegarse para adquirir la conformacion nativa y evitar otros plegamientos. La estructura
primaria de la proteina PD-L4 contiene 4 residuos de cisteina que dan lugar a 2 enlaces
disulfuro intracatenarios; durante el proceso de plegamiento, cuando la concentracion de
proteina es muy alta, se generan agregados proteicos inactivos, que en este caso ademas se
ven favorecidos como consecuencia de formacion de enlaces disulfuro intercatenarios entre
distintas moléculas de proteina. La concentracion del par GSH / GSSG juega un papel
fundamental en la formacion correcta de los enlaces disulfuro para adquirir la conformacion
nativa. Solo la proteina correctamente plegada adquiere la actividad enzimatica que permitira

su posterior utilizacién como parte de inmunoconjugados.

4.4. Purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia

de intercambio cationico-FPLC

La purificacion de la proteina se llevd a cabo utilizando una cromatografia de intercambio
cationico (Source TM 15S 4.6/100 PE) para FPLC-AKTA. EIl sobrenadante obtenido después
de la renaturalizacion se dializ6 frente a Na /P 5 mM, pH 7,2 (tampon A) y se cargé en la
columna previamente equilibrada con tampdn A. La elucién después de la carga se realizé con
un segundo tampon con la misma concentracion de Na / P, pero con la adicion de NaCl 0,3 M
(tampon B), usando un gradiente lineal de tampon B. Se realizaron 3 cromatografias
consecutivas, en cada una de ellas se cargd en la columna 10 ml de la disolucion proteica

renaturalizada. El resultado que se obtuvo fue el mismo en los 3 casos (la figura 4.4.1.A
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corresponde a un perfil representativo). El perfil cromatografico obtenido para la proteina
recombinante muestra la presencia de dos componentes de la proteina (Figura 4.4.1.A): un
pico A, muy pequefio (elucion a los 12 minutos aplicando un flujo de 1 ml/min) y un pico B,
que contiene la mayor parte de la proteina (elucion a los 16 minutos). EI primer pico (A)
corresponde a agregados proteicos inactivos. El segundo pico (B) de mayor amplitud,
contiene la proteina recombinante correctamente plegada, las fracciones de este pico se
recogieron y se analizaron mediante electroforesis (SDS-PAGE) utilizando un gel de
poliacrilamida del 12% en presencia del reductor 2-Mercaptoetanol, como se indica en
Métodos, seccion 3.2.7. La tincion del gel con el colorante Azul Coomassie revela que en el
pico B hay una sola proteina homogénea con un peso molecular aparente de 29 kDa, que
coincide con el de la proteina PD-L4 nativa y que corresponde al del producto recombinante
esperado (Figura 4.4.1.B). Tras el andlisis electroforético se juntaron las fracciones
correspondientes al pico B de las tres cromatografias, se dializaron frente agua, se
concentraron y se determin0 la concentracion midiendo la absorbancia a Azgso. EI rendimiento

final del proceso fue de 1,26 mg de proteina PD-L4 recombinante por 11 de cultivo.
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Figura 4.4.1.A. Purificacion de la proteina recombinante mediante cromatografia de intercambio cationico (Source
15S). El producto recombinante obtenido tras el proceso de renaturalizacidn, se purifico como se detalla en Métodos,

apartado 3.2.6. La elucion se realiz6 con un flujo de 1 ml/min.
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Figura 4.4.1.B. Andlisis electroforético del pico B de la cromatografia de intercambio catiénico. Las muestras se

sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida 12% en presencia de 2-mercaptoetanol (2ME). Calle 1, proteina

nativa (1,5ug). Calles 2 y 3, corresponden a 3y 5 g de proteina del pico B respectivamente. Los nimeros de la

derecha indican kDa de los marcadores utilizados.

4.5. Determinacion de la actividad inhibidora de la PD-L4 recombinante

en la sintesis de proteinas dirigida por un mensajero exogeno

El efecto de PD-L4 recombinante sobre la sintesis de proteinas se determind en un sistema

acelular de sintesis proteica de lisados de reticulocitos de conejo (Promega), mediante el cual

se tradujo el mensajero que codifica para la proteina luciferasa, cuya sintesis se llevo a cabo

utilizando un sistema de transcripcion-traduccion in vitro, tal y como se describe en Métodos,

apartado 3.2.8. La actividad inhibidora de la PD-L4 recombinante se determiné utilizando un

rango de concentraciones de RIP comprendido entre 0,1 y 100 ng/ml. Como se puede

observar en la figura 4.5.1, a medida que aumenta la concentracion de RIP, la sintesis de

proteinas se inhibe progresivamente hasta llegar a una inhibicion completa a una

concentracion de RIP de 10 ng/ml, obteniéndose un valor de ICso (concentracion de toxina
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que inhibe la sintesis de proteinas un 50%) de 1.7 ng/ml. Este valor es ligeramente mayor que
el obtenido para para la proteina PD-L4 nativa que fue de 1,1 ng/ml. La diferencia de
toxicidad es muy pequefia, lo que indica que la preparacion de proteina recombinante se ha
plegado correctamente y tiene una actividad catalitica practicamente idéntica a la proteina

nativa.

100

I —@— PD-L4 Recombinante
80 1 —(O— PD-L4 Nativa

60 4
40 4

20 4

Sintesis de proteinas (%)

0,1 1 10 100

RIP(ng/ml)

Figura 4.5.1 Actividad inhibidora de PD-L4 sobre la sintesis de proteinas en lisados de reticulocitos de conejo. La
sintesis se realizd en las condiciones que se especifican en el apartado 3.2.8. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos que se han realizado por duplicado para las muestras tratadas con RIP y por cuadriplicado los controles.
Las barras indican el error estandar de la media.
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4.6. Actividad N-glicosilasa de PD-L4 sobre los ribosomas de reticulocitos

de conejo

La actividad N-glicosilasa de la RIP recombinante en el bucle a-sarcina / ricina del rRNA 28S
se determiné en ribosomas de reticulocitos de conejo, que es un sistema eucaridtico modelo,
muy sensible a la actividad de las RIPs. El experimento se realiz6 como se indica en Métodos,
apartado 3.2.9, los ribosomas se incubaron con 3 pg de PD-L4 nativa 0 recombinante,
posteriormente se extrajo el RNA ribosémico y se trato con anilina &cida para romper el RNA
en el sitio apurinico. EI RNA tratado se analizd mediante una electroforesis en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida 5% — urea 7 M. Como se observa en la figura 4.6.1, el
tratamiento con anilina provoco la liberacion de un fragmento de RNA de 480 bases en los
ribosomas incubados con las RIPs, tanto la proteina nativa como la PD-L4 recombinante. Este
fragmento que se libera del extremo 3’ del rRNA 28S, es caracteristico del modo de accion de
las RIPs y se denomina “fragmento de Endo”. El resultado obtenido en este experimento
indica claramente que el efecto inhibidor de la proteina recombinante sobre la sintesis de
proteinas es debido a la actividad N-glicosilasa, que depurina el RNA ribosémico eucariético
impidiendo la interaccion del factor de elongacion EF-2 con el ribosoma, deteniendo la

sintesis proteica en la etapa de elongacion.
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Figura 4.6.1 Actividad N-glicosilasa de las RIPs sobre el rRNA 28S de reticulocitos de conejo. Las calles 1-4
comenzando por la izquierda, corresponden a RNA obtenido de ribosomas tratados con 3ug de RIP: (1-2) PD-L4
nativa, (3-4) PD-L4 recombinante, en ambos casos +/- anilina. Las calles 5-6, corresponden al RNA de ribosomas

control. El fragmento liberado como consecuencia de la accion de la RIP aparece marcado con un circulo rojo.

4.7. Actividad polinucleétido: adenina glicosilasa de PD-L4 recombinante

sobre DNA genomico eucariético

Dado que la RIP nativa tiene actividad polinucleétido: adenina glicosilasa sobre el DNA
gendmico [41], se investigo si la proteina recombinante mantenia esta actividad tras la
expresion en las bacterias. EIl experimento se llevd a cabo utilizando DNA gendmico de
esperma de salmén en las condiciones indicadas en Métodos, apartado 3.2.11. La actividad de
la proteina recombinante se compar6 con la RIP nativa purificada de las hojas de Phytolacca

dioica, la cantidad de adeninas liberadas del DNA se determiné midiendo la absorbancia a
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260 nm. Como se puede observar en la figura 4.7.1, la RIP recombinante tiene una actividad

extraordinariamente alta, practicamente idéntica a la de la proteina nativa.

0,5

0.4 —

0,3 +

0,2 —

Absorbancia a 260 nm

0,1 —

0oL

Control PDL4 Nativa PDL4 -R

Figura 4.7.1 Actividad polinucleétido: adenina glicosilasa de las RIPs sobre DNA de esperma de salmén. La primera
columna corresponde al DNA control, sin tratar con RIP. Las columnas 2 y 3 corresponden al DNA tratado con la RIP
nativa y recombinante respectivamente. Los datos corresponden a la medida de dos experimentos que se han realizado
por duplicado para las muestras tratadas con RIP, y por cuadriplicado para los controles. Las barras indican el error

estandar de la media.

4.8. Actividad desoxirribonucleasa (DNasa) de PD-L4 recombinante

sobre el plasmido pCR2.1

Se investigo si la RIP recombinante tenia actividad sobre el DNA plasmidico, dado que la
proteina nativa es capaz de actuar sobre el DNA circular y catalizar en mayor o menor
medida, en algunos plasmidos, la conversion de DNA superenrollado a formas relajadas o

lineales cortando en sitios especificos el DNA circular, mostrando actividad
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desoxirribonucleasa [32]. El experimento se realizd en el plasmido pCR2.1 que tiene un
tamarfio de 3,9 kb (Anexo I11) como se ha descrito en Métodos, apartado 3.2.14

En la figura 4.8.1 se muestra el resultado que se obtuvo cuando se analiz6 el DNA plasmidico
tratado con la RIP, mediante una electroforesis en un gel de agarosa del 0,8%. La calle 1 de
esta electroforesis corresponde al DNA del bacteriéfago lambda tratado con las endonucleasas
de restriccion EcoRI y Hindlll, para generar un patron de fragmentos de DNA caracteristico,
que se utilizan habitualmente como marcadores de peso molecular. En la calle 2, que
corresponde al plasmido pCR2.1 (control), aparecen en el gel varias bandas correspondientes
a moléculas de DNA con distinta movilidad electroforética; una banda inferior con un mayor
desplazamiento que corresponde a la forma del DNA superenrollado (S), que es la
predominante en la preparacion del plasmido, y dos bandas de menor intensidad, mas
retrasadas por su menor movilidad, que corresponde al DNA relajado (R). Estas bandas (R)
contiene moléculas de DNA menos empaquetadas debido fundamentalmente a que durante el
proceso de purificacion del plasmido se rompe una de las hebras provocando el
desenrollamiento parcial de la molécula. La calle 3 corresponde al plasmido pCR2.1 tratado
con la proteina recombinante; el resultado obtenido indica que tiene actividad
desoxirribonucleasa sobre el plasmido; la forma superenrollada (S) ha disminuido de
intensidad cuando se compara con el control y aproximadamente el 50% del DNA esta en la
forma relajada (R). La actividad de la proteina es dependiente de iones magnesio,
observandose un aumento de la actividad nucleasa a 5 mM, a esta concentracion el 90% del
DNA superenrollado (S) se ha convertido en la forma relajada (R), observandose ademas la
aparicion de formas lineales (L) que indican que esta RIP puede cortar las dos hebras de DNA
(calle 4).

La actividad deoxirribonucleasa observada para la proteina recombinante es idéntica a la
descrita para la proteina nativa. El incremento de la actividad desoxirribonucleasa en

presencia de cationes divalentes ha sido citado para varias RIPs de tipo 1 [6].
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Mw C PD-L4r PD-L4r(Mg?)
1 2 3 4
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Figura 4.8.1 Actividad desoxirribonucleasa de PD-L4 recombinante sobre el plasmido pCR2.1. El tratamiento del
plasmido con la RIP y la electroforesis en geles de agarosa 0,8% se realiz6 como se indica en el apartado 3.2.14. La
cantidad de muestra utilizada fue 100 ng/calle. Calle 1, /EcoRI/HIndlII los tamarios en pb de los fragmentos, Calle 2,
pCR2.1; Calle 3, pCR2.1 tratado con PD-L4 recombinante en ausencia de iones magnesio; Calle 4 pCR2.1 tratado con
PD-L4 recombinante en presencia de 5mM de magnesio. Las flechas indican la posicion de las bandas
correspondientes a las tres conformaciones de DNA: R, DNA circular relajado; S, DNA circular superenrollado, y L,
DNA lineal.
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5. Conclusiones

_ 761

Las bacterias Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido
recombinante pET-22b(+)-PD-L4 expresaron la proteina PD-L4 en cuerpos de

inclusién.

El procedimiento de solubilizacién de los cuerpos de inclusion y de renaturalizacién
de la proteina, que se ha desarrollado en este trabajo, permitié recuperar
aproximadamente un 90% de la proteina expresada en la bacteria.

La purificacion mediante una cromatografia de intercambio catiénico (Source TM
15 S) dio lugar a un pico mayoritario de proteina homogénea de 29 kDa.

La proteina PD-L4 recombinante purificada inhibi6 la sintesis de proteinas con una
ICso de 1,7 ng/ml, préacticamente idéntica a la nativa, lo que indica que se ha

renaturalizado correctamente y ha adquirido la estructura 32 activa.

La proteina recombinante tiene actividad N-glicosilasa especifica en el RNAr
eucariotico 28S, donde se ha observado que el tratamiento con anilina provoca la
liberacion de un fragmento de 480 n, asi como las actividades polinucle6tido:
adenina glicosilasa y desoxirribonucleasa en el DNA, caracteristicas de la proteina
PD-L4 nativa.

El rendimiento del proceso de expresion y purificacion ha sido de 1,26 mg de
proteina recombinante por litro de cultivo bacteriano, lo que permite disponer de

cantidad suficiente de proteina homogeénea para la sintesis de inmunoconjugados.
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8. Abreviaturas
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Y VY

Y V V VY

APS: Persulfato aménico

cDNA: Acronimo en inglés de “complementary deoxyribonucleic acid”, (Acido
desoxirribonucleico complementario del RNA mensajero).

DNA: “Deoxyribonucleic acid”, 4cido desoxirribonucleico.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EPLC: “Fast protein liquid chromatography”.

1Cso: Concentracidn que inhibe la sintesis de proteinas un 50%.

IPTG: Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.

kDa: unidad de masa atomica Dalton (Da) o kilo dalton (kDa).

LB: Medio de cultivo Luria Bertani.

RIPs: “Ribosome inactivating proteins”, proteinas inactivadoras de ribosomas.
RNA: “Ribonucleic acid”, &cido ribonucleico.

rRNA: Acido ribonucleico ribosémico

RT-PCR: Transcripcion inversa del mRNA seguida de la reaccion en cadena dela
polimerasa.

SDS: Dodecilsulfato sddico,

SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
electroforesis en geles de poliacrilamida /dodecilsulfato sodico

TEMED: N,N,N’ N’-tetrametiletilenodiamina

TMV: Virus del mosaico del tabaco.

Tris: Tris (hidroximetil) aminometano

tRNA: “Transfer ribonucleic acid”, ARN de transferencia
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9. Anexos

9.1. Anexo I: RIPs de tipo 1 que hasta la actualidad han sido aisladas y

caracterizadas de plantas de la familia Phytolaccaceae.

Tabla 9.1.1 RIPs aisladas de la especie de plantas de la familia Phytolaccaceae.

Masa
Planta RIP Tipo  molecular | Inmunotoxinas
(kDa)
PAP (pokeweed
Phytolacca americana L. antiviral protein, 1 29 Si
Phytolacca antivial
protein)
Phytolacca americana L. PAP Il (pokeweed 1 30 Si
antiviral protein 1)
Phytolacca americana L. PAP 11l (pokeweed 1 30
antiviral protein 111)
W PAP-S 1 30 Si
‘ Phytolacca americana L. PAP-C 1 29
Phytolacca americana L. PAP-R 1 29.8
‘ Phytolacca americana L. PAP-H 1 29.5
Phytolacca dioica L. PD-S1 (Phytolacca 1 30
dioica RIP1)
Phytolacca dioica L. PD-S2 (Phytolacca 1 29.6 Si
dioica RIP2)
Phytolacca dioica L. PD-S3 (Phytolacca 1 30
dioica RIP3)
‘ Phytolacca dioica L. PD-L1 1 32.7
‘ Phytolacca dioica L. PD-L2 1 315
W PD-L3 1 30.4
‘ Phytolacca dioica L. PD-L4 1 29.2
Phytolacca dioica L. Diocin 1 1 30

T o0l
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Continuacién Tabla 9.1.1

Masa
Planta RIP Tipo | molecular | Inmunotoxinas

(kDa)
Phytolacca dioica
L. Diocin 2 1 29.9
Phytolacca
dodecandra Dodecandrin 1 29
Herrit
Phytolacca Heterotepalin- 4 (Mexican
heterotepala : pokeweed RIP-4, Phytolacca 1 29.3
Walter heterotepala antiviral protein

PAP)

Phytolacca Heterotepalin- 5b (Mexican
heterotepala . pokeweed RIP- 5b) 1 30.5
Walter
Phytolacca Phytolacca insularis antiviral
insularis Nakai protein (PIP, insularin) 1 35
Phytolacca Phytolacca insularis antiviral
insularis Nakai protein 2 (PIP2) 1 35.7

[ L




Produccion biotecnolégica en E. coli de la toxina PD-L4 de la planta Phytolacca dioica

9.2. Anexo II: Lista de inmunotoxinas que se encuentra en fase clinica en el

tratamiento del cancer

Tabla 9.2.1 Lista de inmunotoxinas en fase clinica en el tratamiento de tumores hematoldgicos y tumores sélidos.

Toxina

de
Bouganin

Gelonin

Momordin

_ o2l

Estado
Inmunoto | Ligando Antigeno Tumor/ In In de
xina objetivo | Enfermedad vitro | vivo | prueba
medica
Fab Tumores
VB6-845 | (4D5MOCB | EpCAM solidos de Si Si | Fasel
) origen
epitelial
mAb AML, CML,
HuM195/ | (HuM-195) CD33 sindrome Si Si | Fasel
rGel mielodisplast
icO
Antigeno
BDI-1- mAb (BDI- | del cancer Cancer de Si Si Fase |
momordin 1) de vejiga vejiga
B43-PAP | mADb(B43) CD19 Leucemia, Si Si Fase |
celulas B,
ALL
TXU-PAP | mAb (TXU) CD7 T-NHL, VIH | Si Si Fase |
tipo 1
Anti-CD6- mADb CD6 CTCL, ALL | Si Si Fase |
bR (anti-CD6)
Anti-B4- mADb CD19 B-NHL Si Si | Fase lll
br (anti-B4)
Anti-My9- mAb CD33 AML Si Si Fase |
bR (anti-My?9)
N901-bR mADb CD56 SCLC Si Si | Fasell
(N901) N-CAM)
Antigeno
Anti- mADb (I-1) | carcinoem Cancer Si Si Fase
CEA-bR brionico colorrectal /1
(CEA)
Anti-CD7- mADb T-NHL,
dgA (3Ale) CD7 Leucemia, Si Si Fase |
(DAT) GVHD
HD37- mADb
dgA (HD37) CD19 B-NHL, ALL | Si Si Fase |
(IMTOX-
19)




Produccion biotecnolégica en E. coli de la toxina PD-L4 de la planta Phytolacca dioica

Continuacion tabla 9.2.1

Toxina

RTA

RTA

RTA

RTA

RTA

RTA

RTA

Estado
Inmunotoxina Ligando | Antigeno Tumor/ In In
objetivo | Enfermedad | vitro | vivo  prueba
medica
RFB4-Fab’- Fab’ B-NHL,
dgA (RFB4) CD22 Leucemia, Si Si Fase |
linfoma
Linfoma de
RFT5-dgA mAb Hodgkin,CTCL,
(IMTOX-25) | (RFT5) | CD25 Melanoma, Si Si | Fasell
GVHD
Ki-4.dgA mAb CD30 Linfoma de Si Si Fase |
(Ki-4) Hodgkin,
NHL
B-NHL, CLL,
RFB4-dgA mAb ALL,
(IMTOX-22) | (RFB4) CD22 Leucemia, Si Si Fase |
Linfoma,
Mieloma
Combotox mAb
(RFB4-dgA/ | (RFB4) CD22 NHL, ALL Si Si Fase |
HD37-dgA) + mAb CD19
(HD37)
mAb
SPV-T3a-dgA | (SPV- CD3 Fase
+ WT1-dgA T3a) + CD7 GVHD Si Si /1
mAb
(WT1)
GVHD,
CTCL, CLL,
Artritis
H65-RTA reumatoide,
(CD5 Plus) mADb CD5 Lupus Si Si Fase Il
(XomaZyme- (H65) sistemico
CD5 Plus) eritematoso
(SLE),
Diabetes
mellitus

[ o3 L
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Continuacion tabla 9.2.1

Estado
Toxina | Inmunotoxi  Ligando Antigeno Tumor/ In In de
na objetivo Enfermedad vitro | vivo | prueba
medica
Cancer de
RTA 454A 12- | mADb (454A TR mama, Si Si Fase |
rRA 12) Neoplasia
leptomeninge
a
55 kDa
RTA 260F9- mAb Antigeno de | Cancer de
rRTA (260F9) cancer de | mama, cancer | Si Si | Fasel
mama (p55) de ovario
XMMME- mADb Antigeno Fase
RTA 001-RTA | (XMMME- | melanoma Melanoma Si Si /11
(XomazZym 001) (Proteoglyc
e-Mel) an)
72 kDa
791T/36- mADb Antigeno Cancer
RTA RTA (791T/36) del cancer colorrectal Si Si Fase |
(XomazZym (72 kDa
e-791) TAA) (p72)
mAb
RTA T101-RTA (T101) CD5 CLL Si Si Fase |
Opacificacion
MDX-RA mAb Human lens | de la capsula Fase 111
RTA (4197X- (4197X) epithelial posterior - Si
RA) antigen (Caratata
secundaria)
Bispecific
BsAb (4KB F(ab’).
128 x anti- | (4KB128 x
SEllgg™] saporin) / anti- CD22 Linfoma, Si Si Fase |
(RFB9 x saporin) / CLL
anti- (RFB9 x
saporin) / anti-
saporin saporin)
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Continuacion tabla 9.2.1

Estado

Toxina Inmunotoxina = Ligando | Antigeno | Tumor/ In In de
objetivo | Enfermedad | vitro = vivo | prueba

medica

Bispecific
BsAb (4KB F(ab’).
128 x anti- (4KB128
Saporin saporin) / X anti- CD22 Linfoma B- Si Si Fase |
(HDG6 x anti- | saporin) / cell
saporin) / (HD6 x
saporin anti-
saporin
Linfoma de
Hodgkin,
Saporin Ber-H2- mADb CD30 Linfoma Si Si Fase |
Saporin (Ber-H2) anaplastico
de células
grandes
(ALCL)
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9.3. Anexo I11: Mapa genético del plasmido pCR2.1

Sitio de restriccion

Cebadores
l Region de insercion del plasmido l
lecZa ATG

M13 Reverse Primer | o ke Kpal  Seol Bl Spel
CAG GAAR ACA GCT ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG|GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GIC CTT TGT CGA TA TAC TAA TGC GGT 7CG AAC|CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Cebadores
Promotores
Genes de resistencia
Comments for pCR®2.1-TOPO® a antibioticos
3931 nucleotides

Figura 9.3.1 Mapa genético del pldsmido pCR2.1. Aparecen remarcadas las regiones mas importantes del plasmido:
un origen de replicacion, genes de resistencia a antibi6ticos y un sitio de clonacion de DNA exdgeno que se encuentra
dentro del gen Lac Z, donde aparecen sefialadas las secuencias de corte de las enzimas de restriccion.
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