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RESUMEN

La lisozima (E.C. 3.2.1.17) es una glicohidrolasa que rompe los enlaces  (1-4) entre el acido N-
acetil muramico y la N-acetil glucosamina del peptidoglicano que se encuentra en la pared celular
de las bacterias Gram (+). La lisozima ha sido ampliamente estudiada en vertebrados e
invertebrados como modelo de estudio del plegamiento y de la relacion estructura-funcion de las
proteinas. Entre los chtores de defensa de los insectos se encuentran la lisozima, la cual es una
proteina inducible en respuesta a un estimulo externo. La mayoria de las lisozimas de insectos
tienen caracteristicas moleculares y cataliticas similares a la lisozima de clara de huevo de gallina
(HEWL, tipo c). Sin embargo, en los tltimos afios se han descubierto propiedades cataliticas
novedosas en Ia lisozima de insectos que difieren de las tipo c. En un intento por elucidar la
relacion entre la estructura y funcién se han caracterizado algunas lisozimas de insectos y
estudiado su relacidn con las tipo c. En el presente trabajo se inicio la caracterizacion bioquimica y
biofisica de la lisozima recombinante del insecto Manduca sexta (Mslis). La Mslis fue purificada
mediante cromatografia de afinidad a Micrococcus luteus a partir de un extracto proveniente de
sobreexpresién recombinante en Escherichia coli y plegamiento in vitro. En base a la secuencia
deducida de aminodcidos y ala secuencia del N-terminal, la Mslis pertenece al tipo c. Ente las
caracteristicas bioquimicas de la Mslis recombinante se encontrd que el pH 6ptimo fue 6.5, lo que
concuerda con lo reportado para otras lisozimas tipo ¢ utilizando M. luteus como sustrato. La
temperatura 6ptima de Mslis (35°C) fue 10°C més baja que para HEWL (45°C) a pH 6.0. La
actividad catalitica de la Mslis a bajas temperaturas (5-25°C) fue de 2-4 veces mayor que para
HEWL. Este resultado es similar a lo reportado para la lisozima de Bombix mori, en la que se han
encontrado caracteristicas similares a las enzimas adaptadas al frfo. Por otro lado, se determind el
contenido de estructura secundaria de Mslis mediante dicroismo circular. El contenido de
estructura secundaria de la Mslis mostr6 una tendencia similar a otras lisozimas, es decir, rnayor
contenido de hélices-a. Sin embargo, para Mslis éste porcentaje (hélices-a = 57%) es mayor que el

de cualquier otra lisozima tipo ¢ reportada a la fecha.



a la fejJw, Eshls esludios indican qu,: la identidad a nivel de secuencia pl.inHiil 110
nceelmriamente implica una :;irnilitud csin.1(:turnl El jm,sj,nte trabajo nrncstra que la /vblis
tiene c,lr:1cltristicas similan:s a las de otros insectos, por lo tanln, estas propkdades
podrian ser particulares jk las lisozim:1s de estos organisrnos, Por tltirno, son necesarios
mai; estudios estnlctlll-aks y bioquimicos para entender si I cstnlctunl secundnrin
encontrada estrl rclaciolrndn con el compo,t:rniicnto calalitico observado o de forma
allenl1Hiva, determinar si se hn ilislado un confonncro fimcion;ll prodl.nito de

rcplegal 1 licnto artifkinl de la proteina.



INTRODUCCION

Las enzimas son biomoléculas que desempeiian funciones importantes en ta célula, Estas
meleculas poseen diversos tipos de conformaciones estructurales en sy argquitectura
molecular. Cada uwna de ellas, y en conjunlo, estdn estrechamente relacionadas con la
funcion molecular en sy sistema biologico, Desde hace varias décadas se ha venido
trabajando en desarrolar modelos v teorfas para entender 1a relacion ente Ja estructura y
la funcion de una proteing. Por lo tanto, la conjupacion de diversas ramas de la ciencia ha
sido necesaria para generar conocimiento respecto & este importanie evento molecular, La
eristalografia de rayos X, acoplada con herranientas biofisicas como dicroismo circular y
Ja conexion con la caracterizacion de Jas propiedades cataliticas de Tag enzimas han sido

de pran ayuda en esta labor,

La lisozima (EC, 3.2,1.17) es una gheohidrolasa que fue descubierta por Fleming en 1922
y es considerada como una enzima antibacteriana, Se define como una |4--aceti]
muraniidasa, ya que cataliza la hidrolists del enlace [} 1-4 entre ¢ C-1 del deido Neacetid
mivrdmico y el C-4 de Ja Neacet)] glucosaming (Jolles y Joles, 19584). A la fecha se han
identificady diversos {ipos de dispzimas, siendo las de tipo o Jas mis ampliamente
estudiadas, Bl mecanismo de catdlizsis de esta enzima fue deserito o partiv de Jas
pbservaciones cristalograficas de su estructura tridimensional (Phillips, 1966, Blake e
al, 1967, A parlir de estos estudios, se zo evidente que tas moléeulas bioldgicamente
activas requieren de una estroctura dnjca y definida para Hevar a cabo su funcidn, Por Jo
anterior, la lisozima se ha tomado comoe modelo de estudio de la relacion entre I

estroctura y funcidn, asi como de replegamiento in virro de las proteinas,

Las secuencips, estructuras oristaloprificas, estudios de la relacion estructura-funcion e
inmunelogieos  se han anglizado  ampliameste  en hisommas de  vertebrados.
Especificamente, la lsozima de clars de huevo de palbing (ITEWL)Y ha sido la mis

estudiada; sin embargo, tambitn se ba identificado b presencia de Tisozima en muchos



imvertebrados incluidos los nsectos. Estos organismos carecen de inmunoglobulinas,
pero se ha detectado ta presencia de péptidos v proteinas antibacterianas involucradas en
resobver n infeceion (Gillespie er al., 1997). En estudios realizados por Jolles ef af (1979)
en tres msectos, se encontrd que la lisozima partcipa en su sistema de defensa. Se hay
publicado varios trabajos sobre la secoencia de a proteina, el ¢DNA, asi como Ia
induceion de a expresion del gen de Hsozima en insectos y se sabe gque pertenece al tipo
e 5in embargo, son pocos los estudios que han tratado de relacionar Ia estructura v la

fimeron de esta enzima.

Iin Ja actuahidad se conocen solo dos estructuras tidimensionales de Hisoxima de insectos,
fa de Antheraca myllicg (PDB: 11Z) v Ta de Bombyx mori (PDI3: 1GD6). Adn cuando
tienen una argquitectura estructural similay s MEWL, presentan caracteristicas cataliticas y
estructurales distintas a HEWL. (Masaky e al., 2001, Matsuura et al., 2002; Yu et ol
20023, El objetive de este estudio fue estudiar biogulmica y biofisicamente » 1a lisozima
recomimante del insecto Manduca sextr. Esto con la finglidad de investipar si existen
propiedades funcionales particulares de Ja lisozima de este tipo de organismos, Asi
mismo, sentar las bases para futuros estudios estructurales y cinéticos gue permitiran un

mejor entendiniento de Jns propiedades de esta enzima.
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ANTECEDENTES

Relacion Fstuciura-Funcion de las Protelnas

lin 1930 Abved Mirsky y Linus Pauling hicieron una descripeion, considerada moderna
para su época, de unn proteing nativa. "..consiste de wna cadena polipeptidica sin
nterrupeion alguna o través de ella fen clertos casos, de dos o may polipéptidos); esta
cadena  esfa plegada en wna conformacion wnico  definida, la cual se mantiene
(principalmente) por puentes de hidrogeno entre diomos de nitrdgeno v oxigeno
peptidicos ¥ también enmre el amino v el carboxilo librex de oy residues de
aminodcidos ", Asi mismo, deseriben a una proteina desnaturalizada come “aguelly gue
se caracteriza por fa ausencia de ung conformacion dnica definida™ (Mirsky y Pauling,
FO30), A partir de estas observaciones, necesariamente una proteina con alguna funcion

biofodpica o catalitica debe tener una estruciura espacialmente definida v conservada,

Tipos de Estructuras en Proteinay

La funcién de una proteina estd estrechamente Hgada a su conformacion espacial, Debide
a la importancia estructural de las proteinas, se ba creado una clasificacion de log
diversos wreglos espaciales que puede tomar una proteina, Los primeros trabajos sobre
estructura de proteinas y aminodeidos fueron realizados en la décads de los 5078 con el
descubrinniento de la hélice-aoy Tas hojas-f} por Linus Pauling (Pauling vy Corey, 1951
Pauling y Corey, 1951, Tauling vy Corey, 1951, Pauling er al, 1951), Asi mismo,
Linderstrom-Lang fue el primers gue introdujo ¢l término de estructura secundaria,
basado en las observaciones realizadas por Pauling (4], 1990), Con Ia determinacion de
fa estructura tndimensional de la lisozima de clara de huevo por el grupo de David
Phillips eny 1965, [ue posible establecer las primeras observaciones directay acerca de lIa

gstructura de una proteina, Tales observaciones fueron muy importantes ¥ sirvieron comn



base para miciar los estudios detallados acerca del mecanismo catalitico de Jas enzimas,
En Ja actualidad, con Jos avances tecnolopicos v el desarrollo e implementacion de
téenicas biofisicas v estructurales, b sido posible caracterizar los tipos de estructuras y

fuerzas panicipes en dichas arquitecturas proteicas (i, 1990).

Las proteinas estan compuestas por cuatro tpos de estructuras, La primaria, consiste on
la composicion y ¢l orden lmeal de los aminodeidos que forman la proteina. Hsta
secuencia lineal es sintetizada en direceion del amino terminal hacia el carboxilo wrminal
de fa cadena, Existen varios tipos de esouchra secundaria, como son hélices-o, f-
plegados, bzos o voeltas vy estructuras desordenadas. Cada una de estas estructuras
depende de la posicion gue tomen Jos aminodcidos en el espacio ¥ en conjunto conforman
o que se denoming estructura secundaria. Las hélices-o v hojas-f} son estructuras que se
estabilizan por puenles de hidrogeno. Estas imeracciones ocwren entre Jos protones del
grapo wida y los oxigenos del grupo carbonito de los aminedeidos que componen a la
proteina. Por gjemplo, cada enlace de hidrogeno de 1a hélice-o se forma entre el oxigeno
del carbonilo y el proton de grupo amida del cuarlo residuo mas adelame en 1o hélice
{Mathews, 2000). Pauling dedujo gue cada 3.6 residuos de aminodado la hélive-o da ung
vuelta y esta se repite cada 18 ressduos (Pauling ed al,, 19510, La esrruciura terciario s el
arreglo en tres dimenstones o espacial de Ia proteing sobire s1 misma (el plegamiento de Ja
estructura secundaria). La mayoria de Jas proteinas contienen los tres primeros tipos de
estructuras, sin embargo, exisle un cuarto tpo de estructura profeica conocida como
astuciyra cualfernaria, Esta se forma cuando fa proteing estd compuesta por mis de una
cadena pobpeptidica (Mathews, 2000). In la figura 1 se observan los diversos tipos de

sslructras que conforman ung proteina,

Cabe mencionsr que existe una dependencia directa entre log diversos tipos de eatructuras
de una protema y su fupodn, La estructura primaris es la que determing cual serd ¢l
acomodo espacial de la proteing, ¥ a la ver esta Otima determing la funeionalidad de fa

molécula (en el caso de proteinas monoméricns). Por lo tanto, st no exisie un plegamiento



correcto de la proteina, ¢s muy probable gue ne desempedic adecuadamente su funeidn.
Christian Do Anfinsen en 1954 propuso que la secuencia de aminodcidos determing
directamente In estructura teveiana de una proteing (Anfinsen ¢ al., 1954). Es decir, s una
secuencia aminoacidica corresponde a una y solo una eatructura tridimensional para una
proteing dada, Les priones son ung excepeion notable al dogma de Anfinsen, estas son
proteinas que tiene Ja capacidad de tomar conformaciones espaciales estables vy
completamente diferentes a partir de ln misma secuencin de aminodeidos (Nunziante er
al, 2003). Lin la actualidad no existe un postulado en el gue se explique cual es el
mecanismo por el gue las proteinas (o bien las enzimas) toman su conformacion activa,
n el desarrollo de los antecedentes de este trabajo se abordarin alpunas de las teorias y
principios basicos acerca del plegamionto de proteinas v sus implicaciones en la

funcionalidad de estas moléoulas.
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Muodelos de Catalisis Enzhmiddica

La catdlisis enzimdtica requiere de la unidn espectiion de uno o mias moléculas de sustrato
al sitio catalleo y de Jas piteracciones con esa cavidad, Tales interacciones promueven Ja
disminucion de la energla de acuivacion de ta veaccton gue se cataliza para generar uno o
mas productos (lencks, 1987), Es decir, una enzima es un catalizador, potenciador,
facititador de una reaceidon quimica -sin modificar el equilibrio de ta reaceidn- bajo
condiciones fisioldgicas de pH (=70} v temperatura ( =37°C) mediado por 1a interaccion
del complejo enzima-sustrato-producto, La disminucion de ln energin de activacion,
conduce a un estado de wtansteidn que favorece Ja conversion del (los) sustrato(s) a
productods) (Mathiews, 2000). Por Jo tanlo, se bhap propuesios varios modelos para
explicar como ocwrren las reacciones catalizadas por las enzimas y asi tratar de enender

su bmportancia dentro de os procesos metabdlicos.

] modelo estduieo, Have-cerradura (55, Fischer, 1894). Este modelo propone que el sitio

active de la engima tiene una estructira rigida v exaclamente complementaria a Ia
estructura del sustrato, Jo gue facilia su upion y la catdlisis. O bien, este proceso depende
de ta estereoquimica de las moléeulas, es decir, de Ja posicidn relativa entre fos Momos
gue partcipan en la reaceion. Bl mecapismo se puede entender considerando a la enzima
come una cerradura vy al sustrato como su Have (Figura 2). Bste modelo explica ¢f alte
pado de especificidad de una enzima, Sin embargo, no permite entender el conceplo

actual de catidisis, ya que la cerradurs no modifica I conformacidn de la lave,

I modelo dindmico. ajusie inducido (1, Koshland, 1958), ¥l modelo de ajuste inducido

gs una moedificacion del modelo propuesto por Fischer, Koshland propone gue el sitio
activo de fa enzima no es exaciamente complementario a la forma del susirato. Mas bien,
la presencia del sustrato causi una modificacion estructural del sitio activo de 1a enzima

para facilitar Ja unidn del sustrato, Ademds, no solo la enzima s¢ modifica, si no que el



sustrate también se ajusta la cavidad cawmlitica, Estas modificaciones favorecen Ja
formacion de wn intermediario de alta gnergia muy cercano al estado de transicion, el cual
es favorable para que se lleve a cabo la reaccion enzimdtica. En otras palabras, es un
modelo “dindmico”, lamado asi por las modificaciones conformacionales tanto de la

enzima como det sustrato durante la catalisis,

Como ejemplo del modelo de Koshland podemos mencionar a la dibidrofolate reductasa
{DHER), enxima para Jo cual se han caracierizado en detalle Jos movimientos
estructurales que ocurren durante fa catalisis, Batn enzima catalizs la reduccion del 7.8-
dibidrofolato a 5,6,7 8- vetrahidrofolato (TIF) wilizando NADPH como coenzima, 13}
THEF es un precursor esencial para la sintesis de timiditato v de varios aminodcidos (Met
y Gily) (Mathews, 20003, Esta enzima ha sido estudiada ampliamente con 1éenicas
cinélicas, espectroscopicss v estructurales. Mediante cristalografia de rayos-N de la
DHEFR, de £ coli, s ha Jogrado obtener Ja estructurn de Ta enzima en diferentes estadios
pataliticos con sus lgandos v cofaciores. Sawaya y Kraut (1997), utilizaron esta
mlormacion ¥y enconiraron que tanto Ja enzima como el sustrato, aswmen diferentes
movimienios  conformacionales  durante 1odo el proceso  catalitico. Fstos  autores
concluyen gue tales movimientios son necesarios para que la enzima Heve a cabo la union
y catdlisis de los sustratos (Sawaya y Kiaut, 1997), Ademds, Tsuo (1998), en una extenss
revision sobre Ia flexibilidad del sitio activo de varias enzimas, sefinla que podria existir
una conformacion tnica para cada estadio del proceso catalitico de las enzimas (Tsou,
19985), Owas enzimas como la ribonucleasa A, quimotripsing, lirosina fosfatasa entre
olras, son  gemplos  especificos  de miltiples  intermediarios ¥ modificaciones

conformacionales durante la catdhisis (Hammes, 20020),

No solo las modiDeaciones a nivel de sito activo son importantes para la catdlisis, sino
(que existen intergeciones importantes con regiones cercanas a la vecindad de la cavidad

catalitica, Bn ko DMFR de Feoll una natacidn (G121V) lejana al siio activo cansa
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Figura 2, Esquemas representativos del modeto estitico (Fischer) y dindmico (Koshiand),
Tomado de Mathews, (2000),

alteraciones en las propiedades conformacionales y por lo lamo, en st capacidad
catalitica (Cameron y Benkovie, 1997), De acuerdo con la informacidn existenie, la
catdlisis mediada por una enzima requiere de modificaciones tanto en la estructura de Ja
enzimma como del sustrato, Sin embargo, ain no se ha encontrado tpa relacion direcia
entre Jos movimientos estructurakes de Ja proteing como un todo y ta cavdlisis en si. Es
evidenie que g8 necesano caracterizar tales modificaciones para poder generar modelos
mis exactos que permitan una mejor comprension de Jo que sucede durante Ja cntalisis

hinlogica.

De acverdo a jo discutido anteriormente, un modelo estructural es intrinsecamente
estatico, s dectr, es la localizacion v el arreglo que 1oman los dtomos que componen 2
una profeina en un espacio de tempo definido, Por o tanto, un modelo estractural por s

ms no reflern la funcidon de una molécula biologicamente activa.



La enzima superoxido dismutasa (830D) es un egjemplo claro de In relacidn estructura-
funcidn. Existen diferenies tipos de SO y se diferencian por su secuencia y el ion
metalico gue coordinan (Mg, Mn, Cu, Fe o Zn), Todas ellas protegen a la célula del dafio
oxidativo catabizande Ja degradacidn del ion superdxido a oxigeno vy perdxido de
hidrogeno {Mathews, 2000), Sin embargo, no todas las enzimas pertenccientes a esta
familia tienen el mismo arreplo espacial. La estructura de la SO de manganeso esta
compuesta principalmente por hélices-g. (=50%) v solo el 3.5 % de bojas-f3 (Borgstahl
ef gl 20000, Por otro lado, mas del 36 % de fa SO de cobre-zine son hwjas-[} vy el 3.3%
de fa estructura de Ja enzima corresponde a las hélices-o (Hough y Masnain, 199%)
(Figura 3), En base a esto, Jo que hace gque ung proteing cumpla con su funclon no es
unicamente su plegamiento per ye. Bs decir, 1a funcidn de una proteing no estd definida
por su contenido y acomodo de hélices-o alfa y hojas-[3 en su estructura, Bl arreplo v
disposicion de los residuos de Jog aminodcidos en la proteina como un todo y en un

medio dado, es lo gue determing su funcidn,

' M:’f ,‘}
N

m:‘,ﬁm y
' 7

Figura 3. Estructura tridimensional de dos SO coordinando diferemte 16n: A) Manganeso
{PIN3 TSN v 3) cabre v eine (PDB: 1CB4).
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Herramientas Moleeylares v Biofisicas en Bstudios de Bsoucturas Proteicas

Sobreexpresion y Replegamiento de Proteinas Recombinanies

La obtencidm a gran eseala de Ja mayoris de Jos polipéptidos de origen eucariola con
alguna aphicacion cliniea, mdustrial o en la investigacion, puede verse limitada debido su
baja disponibilidad natural. O bien, el coslo de su purificacion a partir del tepido natural
puede ser excesive y el proceso comphicado. Afortunadamente, con la ayuda de Ja
inpenieria pendtics v la biotecnologia, es posible la expresion de genes en sistemas
bacterianes (£, coli} y eucanotas (levaduras, células de mamiferos e insectos) para
obtener grandes cantidades de estos productos. Sin embargo, en la expreston bacteriana Ia
proteina de interés se puede obtener en forma de cuerpos de inclugion, Jistos son
agregados proteicos inactivos ¢ nsolubles que se forman intracetularmente por un exceso
en la cantidad de proteina producida, o bien, cuando el producio aciivo resulta tdxico pars
el hospedero (Villaverde y Carrio, 2003). BEn el vaso de proteinas que contienen enlacey
disulfure en su estructura estable, I formacidn de Jos cuerpos de inclusion es
practicamente inevitable. Debido al ambiente reductor del citoplasma de 1a £ eofl, la
formacidn de enfaces disulfuro es muy poco probable, causando la agrepacidn de la

proteina recombinante (Lilie ¢f gf., 1998).

La expresion de proteinag recombinanies comao cuerpos de inclusion es ventajosa ya que
by proteina de interés puede alcanzar niveles del 50% o mas de Ja proteing wial, Debido al
estado de agregacidon en el que se cncuentra la proteina es resistente a la protedlisis,
ademds es de Theil extraceidn vy purificacion (Lilie ef o, 1998). La estrategia general para
recuperar la proteina activa a partir de cuerpos de inclusion mcluye tres etapas, 1) i
Aislamiernio v lavade consiste en el rompimiento de las céhulas que contienen jos cuerpos
de melusion, ya ses mediante bomogenizacion, sonjcacion o ligis bacteriana, Ei
precipitado recuperado es sometide o vartos lavados con detergentes (Triton X-100,
dodecil sulfato de sodio; SIDS) o baas concentraciones de agenfes caotropicos para

remover las proteinas contaminantes, 2) Solubilizacidn del agregado proteico, se realiza
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con agentes desnaturalizantes fuertes como ¢l puanidinio-hidroclorado (GND-HCL) o ta
ured, ambos 8 concentraciones elevadas (p.e. 8 M), acompaiindos de apentes reductores
como [-mercaptoetanol (f-ME) o dititreitol (T, 3) Repatwralizaicdn o replegamionto
(Mrefolding " esta etapg es la mds oritica vy consiste en sometzr o la proteina
desnaruralizada a condiciones artificiales que favorecen su replepamiento, La solucion de
replegamiento contiene cantidades adecuadas de agentes quimicos con la finalidad de gue

Ja proteini recupere su estructura bioldgicamente activa (Clark, 1998).

Por to general se wbhizan varios métodos de replepamiento como son la diluctin, ditlisis,
diafiliracion, entre olros, En particular, el método mas prictico pars el replegamiento de
proteinas recombinantes s ¢l método de dilucion, Sin embargoe, el rendimiento eg bajo va
gue se forman sgregados de intermediarios parcialmente plegados, por lo que la cantidad
de proteing con una estructura completamente plegada disminuye notablemente (Buswel)
y Middelberg, 2003). Este fendmeno se acentis cuando la proteina contienc enlaces
disulfuro (5-8) en sy estructura. 1] replegamicnto de este ipo de proteinag consiste
basicamente en Jograr gque estos enlaces tomen su conformacion “onginal” o “nativa”,
Por o tanto, la solucion de replegamiento debe confener sistemas gue regulen la
formacion de $-5. Parp soluctonar este problema se ulilizap agentes “reguladores™
quimicos como los complejos glutation oxidado-reducido o el cistina-cistelna, fos cuales
han sido utilizados exitosamente en el replegamienio de proteinas con 5.8, Estos
compuestos achlan comao intercambiadores (“shaffling™) de protones en Ja formacion de
los disulfires y se ba encontrado que mejoran el rendimiento del proceso (Figura 4)

(Clark, 1998).

Como se menciono apteriormente, ¢l plegamiento i vitre de proteinas desnaturalizadas
congiste en someter a la profeina a condiciones en las cuples la molécula tome su
confirmacidn nativa, Sin embargo el procese de replepamiento es muty complejo. Durante
este proceso se han detectado intermediarios unidos principalimentie por enlaces no

covalentes qgue e forman vy deshacen constantemente. IIs decir, son compucstos

H



inestabley y por lo tanto, sus propiedades son complicadas de estudiay (Fersht, 1999), No
obstante, se ha estudiado el mecanismo de replegamiento de varins enzimas como
ribonucleasa A (Anfinsen, 1973), barnasa (Bond ef af., 1997} v lisozima (Radford er al.,
1992, En ¢l caso particular de Ja lisozima, Radford er af (19923, estudiaron a esta engzima
pon téonioas vapidas como espectropolarimetria de CD en flujo detenido (“stopped-
Slow™) tanto en UV-lefano como cercano acoplado con experimentos de pulso de
intercambio de hidrogeno marcado. Bstos autores sugieren que el replegamiento de Ja
lisozima no ocurre en un evenlo simple-tico y secuencial, Bs decir, ¢} mecanismo cs
mids complejo e incluye nuas aliernativag y paralelas que generan poblaciones de

mobtéculas variadas durante esie proceso {Radford er al., 1992).
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Figura 4. Imercambio (reacomodo) de disuliros durame el replegamiento, R, glutation
reducido v oxidado o cisting y cisteing; 1,234 son gropos sulfidrilos,



La barnasa es una ribonucleass secretada por Bacilluy amyloliguefaciencis que estd
compuesta por des dommios: uno rico en hélices-o expuesto al medio y el otro formade
por hojas-f) ubicado en el centro de fa molécula, Mediante RMN vy simulaciones con
teenicas de dindmica molecular ha sido posible ddentificar y caracterizar algunos
mtermediarios det proceso de replegamiento. En la figura 5 se muestran las diferentes
estructuras de los estadios del replegamiento, los cuales han sido  denominados:
desnatralizade,  Inermediario, estado de transicidn v onaivo, Aparentemente el
mecanismo es secuencial y definido; sin embargo, Bond ef of (1997), conclyyen gque es

probable gue la forma en que se Heva a cabo el replegamiento Gourra por varias rufas

{Bond e al,, 1997},

Dosnplralizado Intarmediatia
Eatadn de transieidn Mativa

Fignra 5, Estructuras de los diferentes estadios del replegamiento de Barnasa mediante
NMR y dindmica molecular, Tomado de Fersht, (1999),
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Una de las teorias existentes acerca de log fendmuenos que rigen ef plepamiento de
proteinas es la Hamada “hipotesis termodindmica” (Anfinsen, 1973). Esta hipdtesis
establece que “la estructura tridimensional de una profeing nativa en su medio natural
(solvente, pll, fugrza idnica, grupoes prostéticos, ele.) ex la unica en la cwal la energia
lilre de Gibbs de todo el sistema ey lo mas baja’ (Anfinsen, 1973). Es decir, Ia
conformacion nativa esta determinada por Ja totabidad de mteracciones entre 1a secnencia
de anunedcidos y un medio dado gue da origen & una molécula termodindmicamente mis
estable’. Por lo tanto, es de suma importapcia el entendimiento de los procesos de
agregacion v ka earacterizacion de Jos intermediarios gque se forman y ocurren durante ¢
replegamiento de proleinas /o virro, Como se menciond anteriormente, Ja formacion
completa y sdecuada de Ja estructura de una proteina es esencial para que esta reslice su

funcidn,

Téenicas Biolisicas para ¢l Estudio de Estructuras de Proteinas

En ln déeada de os 40's Max Perutz fue une de los pioneros en los estudios de
cristaloprafia de rayos-X en moléeulas proteivas, especificamente en hemoglobing, A
partiy de esto, Ja eristaloprafia de rayos-X ha sido una de las herramiemas mas utilizadas
para determinar b estructura espacial de una proteina. Esta herramienta v 1a resonancia
magnética nuclear (RNM) tienen una alty resolucion, es decir, permiten conocer la
ubicacion espacinl que ocupan los Momos que componen a fa proteina (Wuthrich, 1990),
Ambas herramientas tienen ventajas y desveniajas que dependen del tipo de estudio que
se desea realizar, La eristalografla de rayos-X requiere de ba formacion de un cristal de a
proteing, pero no tiene restricciones por el tamafio de 1a proteina. Por otro lado, la RMN
estd limilada a proteinas pequenas (<30kDn), va que la calidad de los dawos disminuye
conforme auments ta mass molecular de la profeina, La ventaja de Ja RMN es que fog
gstudios se realizan con la proteina en solucion, esto 1a hace un excelente candidato pars

estudiar Ja cindtics de plegamiento de proteinas (Fevsht, 1999).

' Para mss informacion acerca de fug fuerzas que participan en el plopamiento y estabilidad da Ins proteinasg,
v DHIL R AL (19900 "Dominant forees in protein folding." Brochemisorry 29313 7133258,



En Jiy actuakidad existen mids de 23,000 estructuras de proteinas deposiadas en el banco
de datos de proteinas (Proteln Daa Banl), de éstas, 1a mayoria han sido resuedtas por
eristalografin de rayos-X. Lsts herramienta ha sido de gran ayuda en la elucidacidn de
mecanismos  enzimaticos,  ademds, se han podido  observar  los  movimientos
confuormacionales de Jos sminodcidos en la vecindad del sitio activo v el sustrato al
momenio en gue se leva a cabo la catdhsis (Hammes, 2002}, 8in jugar o duda, las
herramientas espectiroscopicas han stdo participes en dichos logros, ademas, son un buen

primer acercamiento durante ) proceso de caracterizacion estructural de tas proteinas.

Estructuras proleicas ¢n_ solucion: espectroscopia de digroismo cireular. Las proteinas y

por Jo tanto las enzimas son biomoléculas dindmicas, Entonees, Ia estructirs en solucion
es Ja que define la funcion, La estructura de variag proteinas se han resuello tanto en
solucion {RMN) como & partiy del eristal (rayos-X), ¥ la correspondencia es muy clevada
(Fersht, 1999), Como alterabiva v complemento de las berramientas estructurales antes
discuticdas, se han tmplementado téonicas especirofotométricas para obtener informacidn
estructural de Jag proteinas; Jas cuales bap sido Wiles para enrigquecer los estudios
realizados con las téenijons de alta resolucion. Por gemplo, 1os movintientos
conformacionales duranie fa union y catilisis del sustrato son detectaliles por estos
métodos. Asl mismo, es posible identificar ta formacion de los intermediarios durante ef
plegamiento de proteinag, entre otras caracteristions, ventajas v desventajas gue serdn

diseutidas mas adelante,

La espectroscopia de dicrotsmo civcular (C1) v de fluorescencia son algunas de Jas
téenicas biofisicas mis utilizadas para el estudio de proteinags en solucion. De acuerdo a
fos fines de este tabajo solo se discutird lo correspondiente ab CD, Por definicion Ja
espectrogeopia de CIY es da diferencia en absorcion de la lug polarizada circularmente

hacia la lzquierda v derecha gue incide sobre una moléculz con componentes quirales. s



decir, el espectro de C1D depende de la orientacion y ubicacion de los cromdforos que
contiene Ja moléenla que se analiza (Rodger, 20000, Los estudios de CD en proteinas se
dividen en dos regiones espectrales v cada una de ellag proporciona informacion

importante sobre la estructura de Jas proteinas,

UV-LEJAND (240-180 nm). Bl principal cromoforo en esta region corresponde a fa
absorcion del enlace peptidico, por Jo tanio se obiiene informacion respecto & la
estructura secundaria de la proteina. Cabe seffalar que el CI) no proporcions informacion
acercy de b ubleacion de este tipo de estructuras a 1o largoe de o cadena proteics (Woody,
1995), Sin embargo, se ha detenminado que Tos péptidos y proteinas con una estruciura
secundarta regular exhiben diferentes espectros de CIY caracteristicos  (Figura 6},
Ademabs, ¢l CD combinado con algoritmos de prediceion de estructira secundaria permite
estimar el contenido de estructura secundaria de las proteinas en solucidn (Hennessey vy

Johnson, 1981; Sreerama y Woody, 1993},

B analigis de CIY en el UV lgjane ha sido de utlidad par determinar Jos cambios
estructurales durante la funcidn de las proteinas. Por ejemplo, la roponina A es una
proleing sarcoplasmitica gue une caleio (Ca™™ vy oesta involuerada en el proceso de
contraceion muscular (Grabarek ¢f o/, 1981), Bl N-terminal une especificamente Ca™ y
mediante cristalografia de rayos-X se ha determinado que durante fa unidn hay cambios
estructurales en la proteina (Herzberg e al, 1986). Muray y Kay (1972) realizaron
estudios de CIY en ¢l UV-lejano de Ja interaccidn de Ta proteina con Ca™, y encontraron
gue el contenido de hélices-ouaumenta un 58% cuando Ta enzima esta en condiciones
saturantes de Ca™™ (Murray y Kay, 1972). Por otro lado, ¢l CD en el UV-lejano ha sido de
gran wiilidad en estudios de plegamiento de proteinas, Con téenicas raptdas como el C1D
con flujo detenido, ha sido posible identificar fos intermediarios que se forman en las

primeras etapas (milisegundos) del plegamiento (Kelly y Price, 1997, Woody, 2004).
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Figura 6. Espectros tipicos de CD de los diferentes tipos de estructuras secundariss de
proteings. Tomade de Kelly v Price, (2000},

Asl mismo, los resultados oblenidos por CID combinados con oiras herramientas
estructurales han permitido estimar posibles mecanismos de plegamiento (Jizhaki e al.,

1994, Yamasaki ef af., 1995).

UV-CERCAND (320-260 nm). In esta regivn se detecta la sefial generada por fos
residuos de aminodcidos aromiticos (Trp, Phe y Tyr). Bl andlisis de CI en Ja regidn del
UV-cercano se utiliza cominmente para adquirir informacion respecto a la estructura
terciaria de la proteing (Kelly y Price, 1997), Fsio se refiere a las modificaciones
conformacionales que se producen durante da interaceidn proteina-ligando, proteiny-
proteina, o bien el efecto de alglin componente deb medio, Cada residuo de aminodcido
aromdtico absorbe en una Jongitud de onda especifica, EI Trp presenta una sefial mixima
A tos 290 nm, da Tyr entre Jos 275 y 282 nm, y la Phe en e) rango de 255-270 nny (Adier

ef al., 1973). Algunos otros colactores no proteicos como las flavinas (FAD), prupo
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hemo, piridoxosal fosfato, entre otros tambidn absorben en esta regidn, Los espectros de
CI) de estos cromiforos han sido de mucha wilidad para obtener informacion respecto al

ambiente proteico con el que interaccionan {Woody, 1995),

La principal ventaja del CI sobre eristalografia de rayos-X y RMN es que una téenics
estructural que requiere de cantidades relativamente bajas de proteing y es muy rdpida,
Ademds, la manpulacion y procesamiento de los datos es mas sencillo gue Jas
herranuentas de alta resolucton (Kelly y Price, 2000). Por la rapidez de las mediciones,
permite evaluar el efecto de una mutackdn de un anunodcido sobre 1o estruciura
secundaria o terciaria de una proteing, v a partir de esto realizar estudios mas detallados
(rayos-X o RMN) acerca de ese efecto sobre intepridad de la proteina, Sin embargo, os
necesario tener alpunag congideraciones cuando se realizan las mediciones del espeetro
de CD de proteinas. Algunas soluctones amortiguadoras tienen una elevada abgorbancia
por debajo de Jos 200 nm. El agua es el solvente por excelencia para realizar las
mediciones; los amortguadores como Tris, acetatos, boratos v fosfatos deben wiilizarse a
bajas concentraciones (10 mM), El cloruro de sodio no es recomendable, por fo general
se ulilizan sales de sulfatos para mantener la fuerza idnica, Aun asi, es necesario tomar en

cuenta una corrida blanco para munimizar el ervor del disolvente (Woody, 1995).

Bl espectro de CI ¢s una sumn de las elipticidades de 1odas tas moléculas que se
encuentren en la solucion. Por lo tamto, es muy importante ¢ grado de pureza de la
muestra, ademas, se recomienda gue fa solucion proteicy sea filtrada (0.22 pm) o bien
centrifugada para eliminar Ja particulas suspendidas que puedan cawvsar un efecto de
dispersion de la luz (Kelly y Price, 1997), Los requerimientos de cantidad de proteina
dependen del rango del UV, el vipo de celda y por supuesto de la sensibilidad del eguipo
seleccionado para ¢l analisis, En general, para cualgquier medicion del espectro de CD, Ia
concentracion de la muestra no debe exceder de una unidad de ubsorbancia a 280 nm.
Para ¢l CI en el UV-vercano b cantidad de proteina en la celda puede ser tan baja como

1O g, sin embargo, esto depende de 1a sensibilidad de! equipo gue se utalice, La sefial en



et CD de UV-cercano es mids débil, por lo que se reguieren cantidades v voldmenes
nyores respecto al CIY en el UV-lgjano. Frecuentemente se ulilize una concentracion de
proteina entre 0.5-2.0 mg/mb, las celdas que se utlban tene paso de Juz de 0.5-2.0 om;

por 1o tanto Ios requerimientos de proteina son nayores.

Como ge menciona anteriormenie, el CD puede combinarse con algoritmos de prediceion
de estructura secundaria. Usnalmente, estos métodos incluyen en sus cilculos la masa
molecular promedio de los aminodeidos que componen fa prowina asi como la
concentracion de proteina. Los mémdos para estimar concentraciin de proteina aceptados
son Lowry (Lowry ef wl, 1951), deido bicinconinico (Smith ¢ al, 1985) v biuret,
siempre y cuando se denga mucho cuidade con fa construceidn del estdndar proteico
(Adler er al., 1973), El método mds confiable pary ajustar tn concentracion de proteing es
por absorbancia a 250 nm, pero que requiere del conocimiento previo del coeliciente de

extincion malar de Ja moléenla (Kelly y Price, 1997).

Lin conclusion, e} CD permite obtener informacion confialile de Js estructura secundaria,
un punto muy importante en la caracterizacion estructural de proteinas, Asi mismo, el CD
acoplade a flyjo detenido puede contnbuir a la exploracion y comprension de los
mecanismos que rigen el piegamiento de proteinas; dicho conoctmiento es de gran
utthidad en el campo de Ja sintesis de nove de proteinas (ingenieria de proteinas). Por
nlimo, esta téenics en conjunto con fa espectroscoma de {luorescencia, RMN o
cristalografia de rayos-X pueden contribuir a un mejor entendinmiento de Ta complejidad

estractural de la proteinas y su relacion con el medio.
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La Lisozima como Modeio para Bstudios de Estructura-Funcion en Proteinas

La lsowima ha sido objeto de estudio para entender Ja relacidn existente entre la
estructura ¥ la funcion de las enzimas, Bl mecanismo de catdlisis de esta enzima fue
descrito a partir de las observaciones crstalogrificas de su estructura tridimensional. A
partir de estos estudios, Tue evidente gue las moléculas bioldgicamente activas requieren
de una estrucira dnica y definida para Hevar a cabo su funcidn, A continuacidn se have
una breve deseripeidn de algunas caracteristicas funcionales, cataliticas vy estructurates de
esta enzima por las caules es considerads como muoedelo de estudio de Ja relacion

gstrctura-funcion,

Funeidn y Clasificacion

La lisozima (EC. 3.2.1,17) es una plicolndrolasa que fue descubierta por Fleming en 1922
y es considerada como una enzima antibacteriana (Jolles v Jolles, 1984). Se define comp
una 14-f-aceti} muramidasa, ya que calaliza ba hidedlisis del enlace 3 1-4 entre e -1 del
acido N-acetil murdmico (NAM) y e} G4 de 1a N-aceti] glucosamima (NAG) (Fipura 7).
Sin embargo, algunas lsozimas también denen actividad de guitinasa (Howard v Glazer,
1969, Bernier ¢f al, 1971), esto es la hidrolisis alb azar de enlaces B3,1-4 de Neacetil
plucosaming presentes en la quitina, Tal caracteristics s¢ ba pbservado en rumiaptes v
algunos insectos, por Jo que también se ba considerado como una enzima digestiva (1to e/
al., 1995, Regel e al., 1998). Por olro tado, en Dutos y rajoes se cree que particips en el
sistema de defenss de la planta contra el staque de hongos patdgenos, los cunles

contienen guitma en su pared celutar (Jolles v Jolles, 1984),

También se ha aislado Ia lisozima de mamiteros superiores como el humano v algunos
ramianies, emre oros, La presencia vy oniveles elevados de esta enzima en algunag
secreciones se han relacionado con el padecimiento de diversas enfermedades en
Bumanos. Por giemplo, los niveles elevados de lisozima en a orina se asoctan con Ja

respuesta anfi-tumoral de los macréfapos (Osserman er al., 1973), Se ha observadoe gue
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Figura 7. Sitio de hidrolisis de fa lisozima en el peptidoglicano bacteriano. BI siie de corie
seindica con b flecha. Tomado de Biake e al., {1967),

egtos Bllimos secretan Jisozima, la cual e detectable en fa orina en individuos con este
padecimiento (Gordon ¢ al., 1974). Mankiewics er al. (1974), sugieren que la actividad
de lisozima no es detectable en fa orina bajo condiciones normales (Hankiewice y
swierczek, 1974 por esto, se considera que la lisozima podria ser wn indicador de esta
enfermedad (Gordon e al., 1974). Iin otros organismos superiores se ha asociado a la
lisozima con funciones digestivas, Dobson e al. (1984), estudinron ampliamente Ia
Nisozima de estdmago de bovino. Estos investigadores encontraron que esty enzima es
estable bajo las condiciones de pH dcido del rumen bovine (pM dplime 4.5, v ademas, ey
resiatents a o digestion por la pepsina, Debido a esto, se propone gue Iz lisozima degrada
las bacterias del rumen (funcion digestiva) para su posterior digestion por otras enzimas

del estomago bovino (Dobson ef al., 1984),

La Hsozima es una enzima ubicua y ha sido estudiada principalmente en huevos de aves,
aubgue también se ha alslado de insectos, invertebrados, mamiferos v bacterias. Se han
clasificado en varios tipos, como son lisozima: de clars de huevo de gallina (HEWL; tipo
@), de elara de huevo de ganso (GHWL tipo @) de fage, de plans ¢ invertebrados
(Canfield, 19063, Dianoux y JoMes, 1967, Jolles v Jolles, 1984). Las diferencias mas

notshles entre un tipo y otro se refieren principalmente a la secuencia, masa molecular y



especificidad catalftica, Por ¢jemplo, la lisozima tpo fage tiene una peso molecular de
FR.7 kDa (Inouye ef af,, 1970) y es capaz de degradar mas eficazmente Ja pared celular de
£ coli que Jas de tpo o, Jas cuales tenen una masa molecular de aproximadamente 14,4

kIda (Matthews ef al,, 1981),

Estrocinrs y Mecanismo Catalitico

La lisomama fue La primers enzima a la que se le determiinG su estructura tridimensionat
mediante eristalogralia de rayos-X (Blake er al., 1965). s una proteina globutar que
tiene cyatro puenfes disubluro en su estruciura y estd compuesta principaimente por
aninedcidos bisicos. La estructura secundaria es muy conservada enire cada ipo (¢, g
eie) v consiste principalmente de fazos que conectan los diferentes dominios de
estructura secundaria, Por ejemplo, en Jas lisozimas tpo ¢ e contenido de hélices-a se
conserva entre el 30 y 36%, mientras que las hojas-[} se encuentran en menor proporcidn
(2-13%), Se ha determinado la estructura cristalografics  de nchas  lisozimas,
principaimente de tipo ¢, algunas de tipo gy selo Ia lsozima de bacteridfape T4
correspondiente &l tpo fapo. Dentro de fas tipo ¢, sodo dos estructuras cristalograficas de
Itsowima de tnsectos han sido resuelins, Ia del gusano de seda Tassar (dntheraca milthia)

{Jaib eral, 2001) v la del gusano de seda (Bombyy morty (Matsuura ef of,, 2002).

2 mecanismio catalitico de Ja hHsozima ba sido amphamente estudiade (Rupley, 1967;
Sharon, 1967, Matsumura y Kirsch, 1996) v fue Ia primera enzima a la que se e
determind su meeanismo catalftico (Phillips, 1966; Blake er al., 1967). Il sitio activo de
ta Hisozima estd compuesto por 6 sitios de unidn denominados: A, B, C, D, Ey F. Por lo
tanto, necesita 6 unidades del oligosacdrideo formade de NAG vy NAM -cada uno
correspondiente o un subsitio cataliteo de Ja Hsoxbma- para realizar la catdlisis
adecuademente, La hidrélisis del polisacrido se Heva o cabo entre los subsitios D y I, e
decir entre ¢l monomero 4 y 5 del sustrato correspondiente, La lisozima de huevo
también puede upir cadenas mis cortas -dimeros, Wrimeros v tetrdmeros- de NAG o en

combinaeion con NAM, sin embargo, es incapaz de hidrolizar esos oligdmeros (Sharon,



1967). El resto de los subsitios mencionados se han identificado como necesarios para la

wion del sustrato durante Ja catdlisis (Phillips, 1966: Blake er al., 1967),

Los residuos cataliticos de las lisozimas tipo ¢ son el deido ghedmico en la posigion 35
(E35) y aspdrtico en la 52 (D52) (Blake er al, 1967}, por 1o tanto, se encuentran en la
veamdad de los subsitios 1 v E Estos aminodeidos son muy conservados entre as
lisozimag de diversns especies y solo varfan en la posicion en 1a que se encuentran, Por
ejemplo, la Iisozima del fago T4 tiene los residuos Glu y Asp en la posicion 11 y 45
respectivamente (Matthews et wl., 1981), Basicamente la ruptura del oligosacarido es una
reacelon de hidrdlisis, en la que el carbobidrato en la posicion 4 se distorsiona
ligeramente de su posicidn original por E35 (Figura 8), El entace -O-{glucosidico) enlre
fa unidad 4 y 5 se rompe por efeclo de B35 mediamie la wansferencia de un protén (H") al
Co4 de Ja unidad 5 (NAG) (A). B resto del oligosacarido (unidad 4, NAM) forma un
intermediario inestable von Glu 35, Bste intermediario se estabiliza wemporalmente por In
carga negativa del carboxilato de D52 (13). Posteriormente wna molécula de agua se
disocia y reemplaza el proton fallante de E35, B grupo hidroxilo libre (OR7) adaca a] C-1
del carbolidrato en la posicion 4 (C) y se libera ¢ resto del oligosacdride, Los residuos
cataliticos y el resto de los aminoacidos del los sitios de unidn quedan disponibles para

imciar un naevo ciclo catalitico (D).

si bien el mecanismo catalitico de o Hsozima se elueidd hace varias décadas, atn se han
agregado nuevos componentes al mecanismo clisico propuesto por Phillips en 1966,
Vocadlo er al, (2001), mediante cristalografia de rayos-X revelan la formacion de un
enlace covalente durante €] ciclo catalitico de HEWL (Vocadlo ¢ af., 2000), Estos
antores sugieren que Ja lisozima forma up infermediano covalenle con el sustraw, tal

como o hacen otras l-glicosidasas durante su funcion,
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Figura 8. Mecanismo cataliieo de HEWL. Se muestan fog residuos de aminodeidos
catalitens (Gl 35 v Asp 52) v las subunidades 4 (NANMD v 5 (NAG) del sustento, Tomade de:
hitp:diwww olamiss adwconrses/chemd 7 1L ecturm2 2. pdf

E6 1352 se considera como un aminodeido esencial pora fa catdlisis tanto en Ja HEW)L
{tipo ¢} v su contraparte gn GEWL (tipo g). BEstas enzimas difieren principalmente en la
cspecificidad  por el sustrato. Mientras que la HEWL puede hidrolizar enlaces
plicosidicos del peptdoglicano bacteriano y derivados de la quiting, la GEWIL, ey
especifica solo para ol peptidoglicano bacteriano (Arnhemm e ol 1973). Se crearon
mutantes (I252R) de ambas enzimas y se enconird que conservaron el 4 % de la actividad
enzimdtica respecto & las enzimas nativas, En base g esto, Matsumura y Kireh (1996)
sugieren que la catihsis es posible mediante Ta colaboracidn del grupo carboxilo libre de
una glicing unida al NAM en el ensavo de actividad con péptidoplicano de M. fwiens, ¥s
decir, este remiduo sustituye parcialmente la funcion que desempeda 1252 durante Ja

catabists, contrario a Jo propuesto por Plullips 10O, en 1966 (Matsumura y Kirsch, 1990).

La lsozima es una molécula considerada como madelo para estudios estruciurales,

cinéticos, asi como clinicos. 51 bien, esta enrima ha sido amplamente estadiada en estas
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digciplinas y ofras, aun es evidente que son necesarias mas investigaciones, sobre todo,
mediante un enfoque mulhidisciplinario. Lo gue se conoce comp “la segunda parte del
codigo genético”™ 0 Mexpresion estructural del genoma’ (structural genamics), esto es la
relacion existente entre Ja estructurs v la funcion de una proteing, es ain un desafio
cientifico, Desde fa determinacion de la secuencia  aminoacidien, Ia estructura
tridimensional v del mecanismo catalitico de HEWL en la década de los 607y, se ha
venido rabajendo en ello. Bin embargo, coh el descubrimiento y caracierizacion de
hsozima en otros organismos se han encontrade nuevas caracteristicas v adaptaciones
evolutivas de esta enzima, Por lo que, son necesarios mas estudios para enlender cual ha
sido el mecanismeo, adaptative o evolutivo, de dicho comportamiento desde un punto de

vista multidisciplinaro,

Lasoeima en Insecios

La seouencia, estructuras eristalograficas, estudios de estructura-funeion ¢ immuneoidgicos
han sido amphamente anabizados en lisoximas de verebrados, Espectficamente, la
HEWL ha sido mas estudiada, sin embargo, también se ha identificado Iz presencia de
Hisozima en muchos invertebrados. Dentro de este grupo de organismos se encuentran los
insectos, tos cuales son el grupo de orpanismos mas abundanies en la iosfera. Debido a
esto han sido extensivamente estodiados v se ban tomado como modelo en estudios
genéticos (Handler, 2001, Ffrench-Constant e al, 2004), evolutivos (Patel, 1994),
inmunoldgicos (Holunark, 1993, Barillas-Mury er af, 2000} v bioguimicos (Law y
Wetls, 1989), Por gjemplo, en Manduca sexta ha sido posible determinar la funcionalidad
de las Hpoproteinas (Hamadas Hpoforinas) y otras moléculas involucradas en el transporte
y almacenarpiento de lipidos. Esto ha sido de gran ayuda para entender como estos
orpanismos v ofros relaconados, han utibzado el metabolismo de dipidos duranw la

evolueion (Law ¢ al,, 1992),



Todos los organismos continvamente estan expuestos al atague de microorganismos
pategenos por o que requieren de un sistema cfectivo y regulado para controlar y
elimingr la infeceion. Los invertebrados -coma Tos insectos- oo tienen inmunoglobulinas,
pero se ha detectado 1a presencia de péptidos v proteinas antibscierianas ivolucradas en
resolver la infeccidn (Gillespie er al., 1997) Jolles er of (1979) realizaron Jos primeros
trabajos en la identificacion de proteinas antibacterianas en insectos. Bswdiaron o tres
insectos del orden Lepidoprera y demostraron que la Jisozima es una de las moléeulas
involucradas en of sisterna de defensa, Asi mismo encontraron que Jas tres enzimas son
homodlogas a fa lisozima lipp ¢ concluyendo que podrian tener un ancestro comin

respecto HEWL (Joles ef al., 1979).

La lisozima forma parte del sistemna de defensa innato de Jos inseclos, La sccuencis de la
proteing, el cLINA (IBoman e al,, 1985) asi come I induceion de la expresion del pen de
fisozima han sido reporadoes en Hyalophora cocropio (Sun ef al., 1991). Recientemente,
e ha estudiado la induceion de a expresion de hsozima en Heliothiy virescence (Chung y
Curth, 2000}, En esie estudio encontriron que fa aotividad de lsozima en la hemolina de
este insecto aumenta 54 veces después de una infeccion bacteriana, Asi mismo en
Manduca sexta, se ha estudiado a detalle Ia regulacion de la expresiom del pen de
lisozina en organismos sometidos a tratamientos con peplidoplicanos. Ademds, se ha
identiflteado que al cuerpo graso como el principal sitio de sintesis de lsozima en este

msecto (Muolnix y Dunn, 19943,

A nivel de secuencin, las lisozimas de insectos alsladas hasta ba fecha perlenecen al tipo
¢, ¢on una identidad de secuencia de aminodeidos del 30% o mids respecto 4 HEWL,
Como e menciond anteriormente, solo dog estructuras iridimenstonales de Hsorima de
insectos se han deternvinado s de A, mylliva (PDI3: Y12 v T de B mord (PD3: 1GDE),
En ambas enzbmas ¢ observd que poseen una arquitectura estructural similar o HEWILL,
sin embargo, tienen  alpunas  caracteristicas  catalticas, enzimaticas y  repiones

estrocturales distintas 8 HEWL, En un estudio comparativo entre lisozimas de tres



insectos realizado por Yu er af (2002), se encontrd que estas lisozimas son capaces de
degradar bacterias Gram {-) con mayor efectividad que HEWL., Mediante ensayos con
anticuerpos anti-lisozima de Galleria mellonella se observd reactividad eruzada con la
lisozima de los otros dos insectos (B mord y Agrius convolvuli), mientras que eon 1a
HEWL no se detectd reaceion. Estos autores concluyen gue las lisozimas de estos
insectos tienen una “region” (merff) estructural comin que no existe en HEWL, ¢ cual

puede ser el responsable del comportamiento antibacteriano observado (Y ef al., 2002),

Recientemente s¢ ha encontrado que Ia Hsozima del gusano de la seda (B, mors; Bmlis)
presenty caracteristicas bioquimicas y estructurates similares 3 las enzimas psicrofiticas
(“cold-adapted "y (Matsuvra er al,, 2002). Por gjemplo, las glicosidasas son enzimas que
se caracterizan por tener eficiencias catalivicas elevadas 2 bajas temperaturas (Colling ef
al., 2003; Georlette ef af,, 2004). Las teorias actuales proponen que dichas propiedades
son debidas a la flextbilidad estructural de fa proteina, Bs decir, Ja Qlexibilidad favorece
rmovimientos moleculares necesarios para que fa enzima realice su funcidn en ambientes
de bajo nivel enerpético, S embargo, esta flexibilidad o relajamiento estructural Gene
COMe conseciencia que este tpo de enzimas posedn baja estabilidad wrmica (Fields,

20010},

s un estudio realizado por Masaki ef af (2001), se evalud la estabilidad wérmica de Bmibis
mediante calorimetria diferencinl de Dbarrido, Se encontrd que la temperatura de
desnaturalizacion de Bmlis fue de 17 o 26°C mas baja que la lisozima de bumano y
HEWL (Masaki er al., 2001). in el mismo grupo de investigacion, Matsuura e ol (2002),
analizaron las propiedades cutaitcas y estructurales de Bmlis, Bstos autores reportaron
que esta enzima posee mayor capacidad cataliticn a bajas temperaturas en comparacion
con HEWL. La actividad ltics de Bmlis a 15°C fue 4.5 y 1.8 veces mayor utilizando
como sustratos M, lwfeus vy plicol quiting, respectivamende (Figura 9). Ast mismo, Ia
estructura tridintensional de Bmlis muestra diferencias en dos lazos expuestos al medio y

en Ja region del C-terminal, Estos autores sugieren que tales diferencias podrian estay



relacionadas con la eficiente catdlisis a bajas temperaturas de o Hsozima de este insecto
(Matsuura er al,, 2002). La relacion entre actividad, flexibilidad y estabilidad representa
un papel central en la adaptacién de las proteinas @ ambientes aparentemente adversos.
Las protefnas becesitan de una estructura compacts v estable bajo esas condiciones, sin
embargo, también es necesaria una estructura flexible, relajada que permita lag
alteraciomes conformacionales necesariag pars su funcion (Zavodszky er f., 1998; Beadle

y Shoichet, 2002),

Como se menciond anteriormente, 1a Hsozima es una enzima gue ha sido objeto de una
amplia variedad de estudios tanto a nivel biogquimico como molecular y estructural, Tales

estudios estan enfocados Principalmente en entender Jos procesos involuerados en la
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Figura 9. Actividad enzimdtica de Bmbis v HEWL en funcidn de la temperatura
utilizando M. huews como sustrato, Tomada de Matswura e af., (2002).



funcionalidad fisioldpica de Ja Hsozima, Sin embargo, esta proteing también ha sido de
gran importancia en estudios respecto o Ja relacion existente entre la estructura v la
funciém de Ins enzimas. Principalmente aquellas dreas de la ciencia gue tenen cono
objetive explivar fos fendmenos involucrados en los mecanismos de plegamiento in vitro
de proteinas, Desde fa déeadn de los 60's se detectd la presencia de lisozima en insectos.
La similitod bioguimica vy estructural es cercana a la de vertebrados como son las
lisoeimas tipo ¢ Sin embargo, reclentemente se ha encontrado que las lsozimas de
insecios poseen propiedades bioguimicas y estructurales particulares que difieren de Jas
ltsozimas Lipo ¢ Por lo tanto, fa lisozima del gusane del tabaco (M. sexia) puede ser un
maodelo interesante en estudios blogulmicas, evoltivos, asi como aguellos enfocados en

tratar de explicar la relacion entre 1a secuencia, estructura y funeion de las proteinas,



HIPOTESIS

La Hsozima de Mand a presenta adaptaciones conformacionales v propiedades
bioguimicas cargeteristicas en las lsozimas de imvertebrados comparados con lay de
vartebrados

Caracterizar bioguimica y biofisicamente 1a lisozina recombinante de Manduea sexia

1
.

Objetives BEspecificos

L5

Purificar Ia Mslis recombinante mediante wéenivas cromatograficas.

Determingr ¢ ply la temperatura optima(o) de Mslis utitizando como sustrato
M. e,

k4

# Determinar ¢l contenido de estructwra secundaria mediante espectroscopia de
dicrolsmo ¢ireular en el UV -hejano de Mslis,
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MATERIALES ¥ METODROS

Todos tos reactivos que se utilizaron para el desarrollo de los experimentos de esta tesis
fugron de grade biologis melecular, UV, o bioguimico de acuerde a las necesidades de
los experimentos. La lisozima de clara buevo de pallina (HEWL) v los M Jwrews se
compraron en Sigma-Aldrich. Los materiales empleados durante fa purificacion de Ja
proteina fueron adguiridos en Pharmacia Bioscience, a menos que se especifique otro

arigen en el wexio,

Sobreexpresion v replegamiento

La sobreexpresion y el replegamiento de fa lsozima de Manduca sexta (Mslis) se realizd
de acuerdo al protocolo deserito por Calderon-Arredondo (20033}, Fn resumen, ln Malis
fue clonada por la Dra. Islas-Osuna y sobreexpresada utilizando el sistema de expresion
PETHa (Novagen) a partir del cDNA del pen de lisozima de Mandica sexta {(donado por
el Dr. Michael Kanost, Universidad de Kansas), Las bacteriag transformadas (F, colf
BL21) se crecieron a 37°C en medio de cultivo Luria-Bertani con agitacion constante
(230 rpm) hasta aleanzar una densidad dptica de 0.6 a 600 nm. Se agregd TG
(vonceniracian final de 0.4 mM) para inducir Ja expresion del gen de Mslis y 1a induceion
se mantuve por 12 b Las célufas bacterianas se recuperaron por centrifugacion a 5,000 x
g por 5nun a 4°Cy se Javaron con NaClal 0.9 %, Las células se resuspendieron en bufer
Tris-base 100 mM pH 8, EDTA 1 mM, PMSF 5§ mM, benzantidina § mM v DTT 5 mM a
ung razon de 8 mbl por gramo de precipitado, Lo suspension bacteriang se sometio a
sonicacion con 4 pulses de 10 s cada uno a 0°C y el lisado fue centrifugado a 10, 000 x g
por b ha 4°C. E precipitado se lavd dos veees con Tris-HCL 50 mM pH 7.0, EDTA 5

mM, wea 2 M, DTT 5 mM y Triton X-100 al 2%, se wilizaron 4 mL de solucidn por
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pramo de precipitado vy se centrifugd o 22,000 x 2 por 30 min a 4°C, Se desechd el
sobrenadante y el precipitado se lavéd con s solucion anterior sin Triton, se descartd el
sobrenadante para obtener la Mshs en forma de cuerpos de inclusion, Estos se disolvieron
en bufer de extraceion (bufer de lavado con Gnd-FICT 8 M sin Triton X-100) wtilizando 4

mlL por grame de precipitado (Calderon-Arredondo, 2003,

La concentracion de Gnd-HCl se diluyd a 4 M wtilizanda el mismo bufer sin guanidinio.
La solution se centrifugs a 22, 000 x g por 10 min a 4°C y se somelid b replegamiento
por didlisis incubando ta solucién por 12 h en bufer de replegamiento (Armstrong ef al.,
1999}, La proteina replegada (activa) se centrifugd a 10,000 x gpor 1 b a 4°C v se dializd
exhaustivamente contra bufer de fosfalo de sodio 50 mM pH 6.0 a 4°C, se centrifupé v el

sobrepadante se nlmacend a 4°C hasta su uso.

Purificackon de 1a lisozima recombinante de Manduca sextg

Con Ta finalidad de realizar la caracterizacion de Mslis se procedid a purificar Ja proteina
por técnicas crontatograficas. Todas Jas cromatografias se realizaron en un equipo de baja

presion (CGradifrac 100, Pharmacia Biotech).

Cromatografia de Afinidad

Conjugacion de Microcovous Jurens g ta Malriz de Aparosa - e construyd una matriz de

aftnidad wiilizando M. lyfens inmovilizado en Mini-leak High (Kem-En-Tec, Copenhague
Dinamarca), La bacteria se conjugd a la matriz de acuerdo al protocolo deserito para
inmovilizacion de N-acetilplucosaming en ¢l manual Mini-feak para la inmovilizacion de
modeculas bioldgicas (Kem-En-Tec, Copenhague Dinamarca),

Brevemente la metodologia consistio en ho siguiente; se lavd Ta matriz Mini-leak MHigh

con 3-4 voltimenes de agua grado HPLC (milli Q) v se secd hasta que fa matriz quedo
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aparentemente libre de agua. Se prepard una suspension de M. lwrews (ligando) a un
concentracidn de 0,16 p/mi. en carbonato de sodio 1 M pH 11,0, Se mezclé el Hgando
con Ja mawiz en una relacion de 0.05-0.2 g. de ligando por gramo de matriz seca v se
incubd por 12 h 4 temperstura ambiente con agitacion lenta (sin agitador mapgndéticn). Se
bloqued el exceso de grupos activos adicionando etanolamina-HCH pH 11,0 a una
concenlracion final de 0.1 M y se incubd por 2 h con agitacion lenta a temperatura
ambiente, Bl exceso de ligamdo se elimind con lavados (2-3 volimenes) de agua grado
HPLC hasta que el sobrenadante se observd (ransparente, La malriz conjugadsa fue tratada
con HEWL (5 mg/mL) con la finalidad de oblener mayor disponibilidad de grupos
aetivos y aumentar Ja afinidad de o columna. La HEWL unida se eluyd con un gradiente

Hnead de NaCl de 0 ) M.

Cromatografia de Afinidad o Micrococcus lufens.- Como una primera etapa de la

purificacién se sometid el exwacto recombinante de Mslis & una cromatoprafia de
afinidad. La matriz se empacd en una columpa C10/10 a wna velocidad de flujo de 0,5
mb/min. Bl volumen de cama fue 5.5 mL y la columna se equilibrd con bufer de fosfato
de sodio 50 mM pH 6.0 (bufer A). Se aplico Mslis en bufer A a wna velocidad de fiujo de
0.3 mL/min, Bl material no unido o débilmente unido a la matriz se lave con 5 volinienes
de columna con el bufer A o hasty gue Ja absorbancia a 280 nm fue ipual a Ja del bufer,
La proteina se eluyd aplicando un gradiente Hneal de 0 a M de NaCl en el bufer A a una
velocidad de flujo de 0.5 ml/min. Se colectaron las fraceiones (1 mb) de fa elucion ¥ 56
les midio 1a absorbancia a 280 nm y actividad enzimdtica (Shugar, 1952), Las fracciones
donde se detectd actividad se mezelaron v dializaron contra bufer de fosfato de sodio 50
mM plT 6.0 a 4°C y se coantifico la concentracion de proteing por el método de BCA
{Smith et al, 1985). Se verificd o grado de pureza de Mslis a homogeneidad

electroforética por SDS-PAGE y los geles fueron tefiidos con plata (Meril er al., 1981).
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Cromatografia de Iniercambio Cationico

Las fracciones de elusion de la etapa anterior con actividad de lsozima se aplicaron a una
cromatografia de intercambio cationico (SP sepharose). La matriz s¢ empacd en una
columna C10/10 a una velocidad de flujo de 1 mib/min. Bl volumen de camn fue de § mL
y se equilibro con bufer A (5 volimenes de columna). Se aplicd la muestra a una
velocidad de flujo de 0.6 ml/min hasta que Ia absorbancia a 280 bm fue igual a la del
bufer, Para eluir la proteina unida se aphicd un gradiente lineal de 0a 1 M de NaCl en ¢l
buler A a una velocidad de flujo de 0.6 mLAnin, Se colectaron las fracciones (0.5 mL) de
la elucion y se Jes midio la absorbancia a 280 nm y actividad enzimitica {Shugar, 1952),
Las fracciones donde se detetd actividad se mezclaron vy dializaron contra bufer de
fosfate de sodio 50 mM plt 6.0 y se les cuantificd Ja concentracion de proteipa por el
método de BCA (Smub e al, 1985). Se verificd el grado de pureza de Mslis a

homogeneidad electroforética por SIDS-PAGE y tincidn con plata (Merril ez al., 1981),

Cuantificacion de Proteing v Electroforesis

La congenfracion de proteins se determind por el método de!l deido bicinconinico (Smith
et al, 1985) medianie un kit comercial (PIERCE, cat #: 23225) uiilizande albimina
serica bovina como estandar. Bl prado de pureza vy los andlisis electroforéticos se
realizaron mediante SDS-PAGE (Lacmmli, 1970 con un gradiente de poliscrilamida del

1 al 20%,



Ensavo de Hsis de Microaoceus luteys

La actividad bacteriolitica se cuantifico basado en el ensayo wrbidimétrico reportado por
Shugar (1932} con lperas modificaciones, B ensayo consistié en coloear 1.5 mL de una
suspenston de Micrococcuss Inteus (O.D asonm = 0,71 en bufler de Josfato de sodio 50 mM
pH 6.0 en una celda de cuarzo con agitador magndtico. La reaccion se inicid con la
adicion de Ja enzima. Se registrd fa disminueion de la absorbancia a 450 nm por 5 min a
imtevalos de 15 5. Se wtilizd un espectrofotdmetro Cary 530 (Varian) equipado con apitador
magnético y con un controlador de wemperatura tipo Peltier, Una unidad de actividad se
definid como Ja cantidad de enzima que causa un coambio de 0.00) unidades de

absorbancia por minuto a 37°C (Shugar, 1952),

Ternperatura v pH dptimo

Se determind la temperatura dptita de Bsis de M. luteus de Mslis asl como de HEWL en
ensayas simultaneos. En ambos experimentos se wilizd un espectroforometro Cary 50
con i eontrolador automdtico de temperatura tipo Peltier, B intervalo de lemperatura
ensayado fue de fos 5 a 55°C con incrementos de 5°C, La concentracion de Mslis y de
HEWL en la mezela reaccion fue 1 uM y 7.5 M, respectivamente, Los resullados se
expresan como unidades de actividad especifiica (Lfmg de proteina). En eb analisis
comparativo entre las dos enzimas (Mslis y HEWL), los resultados se muestran conio
astividad relativa (expresada en %), es decir, se tomd comoe 100 % de 1o actividad a la

temiperatura donde las enzimas fueron mas activas (lemperatura dptima),
Todos los bufers utitizados en el ensayo de pH dplimo se prepararon a una concentracion

de 50 mM. Se utilizaron diversos amortguadores dependiendo del pl evaluado como se

exphica a contispacion: acetsto de sodio-dcido acético (pll de 4 a 5.5), fostato de sodio
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monobagico-dibisico (pH de 6 al), TrisBase-NaOH (pH de 8.5 a 9.0) v carbonalp.

bicarbonato de sodio (pH de 9.5 2 10), Se cuantificd b actividad de Mslis (concentracidn

final de 18,5 pM) a 37°C con incrementos de 0.5 vnidades de pld. Los vesultados se
o

muestran como actividad refativa (expresada en %) en funcion del pH donde se detectd

mayor actividad enzondtica (100 %),

Beeuenciacidn del N-grntinal

La proteina fue separada medianme SDS-PAGE con un gradiente de acrilamida del 12-
20%, al gelb se aplicaron 2.4 up de Mshis, La proteina fue transferida a una membrana de
Polivinidileno  fluorowre  (PVDFE, ]nnmbi].onw) de 0.2 pm de espesor mediante
transferencia himeda (Sambrook ef af, 1989). La transferencia se realizd a 200 mA v
voltaje constante por 105 min, ¢l exceso de ghicing se elimind Javande la membrany §
veees con agua grado HPLC (1 1. c/u). Postertormente, Ta membrana se GHd con Azul de
Coomasie R-250 al O.1%, metanol al 40 %, dcido acético al 1 % por I minuto v se lavd
con metanol al 50 %), se cortd Ia banda de interds v se almacend a -20°C. Bl N-terminal
de la proteing se mandd seeuenciar por ¢l método de degradacion de Edman en la

Universidad de California en Davis,

Andlisis de Batroctura Secundaria

La estructura secundaria de Mslis se determind mediante espectroscopia de dicrofsmo
cirgular {C1) en el rango de UV- lgjano {190-200 nm). Las mediciones se realizaron en
un cspectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco, Co. Remno Unido) La enzima se dializd
contra agua deionizada ¥ se filrd por un membrana de 022w, Ja concentracion de
proteing en o celda fue de 0.0380 mg/ml.. Los espectros de C1) se obtuvieron a 25°C

cada 0.5 nm a una velogidad de 100 nm/s. Los datos oblenidos son el promedio de tres
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lecturas, Las elipticidades para cada longitud de onda fueron convertidas 8 unidades de

An de acuerdo g ta siguienie formula;

Ae=0 X (0.0 *% MRW)
{ P CONCY ™ 3298

Donde:

0, elipticidades;

MRW, peso molecular promedio de un aminodcido (110 );
P, longitud del paso de haz;

CONC, concentracion de proteina en la celda:

Ll ecaleuly de estructura scoundarin se realizo mediante los algoritmos SELCON3I
(Sreerama y Woody, 1993) y CDSSTR (Sreerama y Woody, 2000) disponibles via
internet en ef servidor IMCHROWER® (Lobley ef al., 2002; Whitmore y Wallace, 2004),
Los resultados se expresan como porcentaje de estructura secundaria, Las mediciones de
los espectros de CID se realizaron en el Departamenio de Investigacion en Polimeros v

Materiales de la Universidad de Sonora.

P Uitibice o gigiiente direceivn de infernet pars acceder al servidor DICROWEDR
hitp s eryst, bbk,ne ulk/edwelym Y omea. i)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de Mshs

La purificacion de Mslis se imeid con una cromatografia de afinidad viilizando 1a maniz
Mini leak High conjugada con M. fuwjeus. En experimentos preliminares de purificacion se
observo la presencia de proteinas contaminantes en el extracto recombinante en las
fracoiones  de elucion, Dichas proteinas  “comtaminantes” foeron producto de la
degradacion de M. lwreus por accion de la hisozima durante In cromatografia. Basados en
ssta hipotesis, se aplicd un pre-iratanvento de fa matriz con NEWL para degradar las
bacterias unidas a la matriz y evitar Ja contaminacion de la muesira probiema con los
componentes del Hgando, Se levd a cabo una cromatografia Manco (sin aplicar muestra)
y no se detectd fa presenciaz de proteinas en el lavado ot en la elucion (datos no
madtradod). Por Jo tanto, se considerd que g degradacion v liberacion de) material

bacteriann se habla completado,

De acuerdo con lo anterior, se aplicaron 3 myg de proteing del extracto recontbinante
replegado y dializado contra bufer de fosfatos 50 mM pH 6.0 » la columna de afinidad,
se obluvo una fraccion (1) de proteing correspondiente  al  matertal no  unido
especificamente & la matriz, ¢l cual no presento actividad enzimatica. Como muesra Ja
figura 3, al aplicar el pradienie de NaCl se obluvo ota fraccion (1), la cual tuve
actividad de lisozima. Luas muestras correspondientes se analizaron por eleciroforesis para
verificar el grado de pureza, El andlisis electrolorético (SDS-PAGE) de la cromatografia
mostrg una banda aproximadarente a 14 kDa correspondiente al tamafio csperado pars
las hsozimas tipo ¢ {Jolles v Jolles, 1984). Sin embarpo, tambidn se observaron otras
bandas  miporitariag de mayor famafio (35-80 kDa) correspondientes & proteinas

comtaminantes (Fipura 11, carril 2}
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Figura 10. Cromatografia de afinidad de la lisozima recombinante de M. sexta, Los
fracciones con actividad de lisozima se agroparon v dializaron contra buler de fosfatos 50 mM
pH 6.0, El pradiente de Mol fue Jineal de una concentracion de 0 a 1 M.

Considerando estos resultados y lo discutido en el pdrafo anterior, queda la interrogante
de porqué In matriz posee afinidad si Jas bactevias han sido degradadas. De acuerdo con ¢l
mecanismo catalitico de lisozima, esta enzima requiere de 6 unidades del dimero NAG-
NAM para realizar Iy catdlisis (Phillips, 1966). Se han reportado otros oligémeros de
menor tamado (1-5) que son inhibidores competitivos de la lisozima, es decir, fa enzima
tiene afinidad por estos compuestos sin realizar la catdlisis, De acuerdo con esto, es
posible que fa depradacidn de la pared celular del ligando no haya sido iotal, Por lo tanto,
los fragmenlos (oligdmeros) de peptidoglicans unidos covalentemente a la matriz podrian
estar disponibles favoreciendo la afinidad con 14 lisozima y 1a funcionalidad de 1a maiz,
Bin embarge, como so menciond anleriormente, s¢ co-purifican olras proteings a la par
que ba lisozima; por 1o gue son necesarios mds estudios para determinar la capacidad y

especificidad de esta matriz en la purificacion de Jisozima.
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Figura 11, Electroloresis reductora y desnaturalizante de la purificacion de Msiis. MW,
marcador de pese molecuiar; 1, extracto erudo; 2, Bacciones de elucidn de cromatogralia de
almidad v 3, Mskis pura obtenids de SP-sephwrose. Se aplivaron 0.5 pp de cada muestra y ol jel
se RO con phsa,

Con la finglidad de ehminar las proteinas contaminantes se utilizd una cromalografis de
imercambio catidmico (5P Sepharose). Las fracciones de elucidn de la cromatografia de
afinidad, se aplicaron a una columna de 5P sepharose. Se obtuvieron dos picos de
proteina, el primero (1) en el lavado sin actividad de lgozima y el segundo (1) en fa
¢lucion (Figura 12). En este segundo pico fue donde se detectd actividad de lisozima y se
analizd su poreza por SDS-PAGE. Bl resultade de la electroforesis mostrd una banda
anica de aproximadamente 14 kDa (Figura 11, carril 3), Ja cual corresponde a la mast
molecular deducida de la secuencia de amineodeidos (341 kIda) que codifica para

Bsozima de M. sexre (Mulnix ¥ Dunn, 1994).

FEn la tabla | ose muestran las etapas de punificacion de Ia lisozima M. sexro, EY factor de
purificacion de Mslis solo fue 2 veces, Jo gue podria indicar que durante ¢l proceso de
purificaciin existen perdidas de Ia proteina de interds, Oura posibilidad, es gue existan
conformeros de Malis con un plegamiento tncorreeto, Lstos conformeros ™edricos”
tenen ka misna masa molecular por lo que son observados en el pel de electroforesis 4

mhigma migracion, pero son ehiminados por los eriterios de exclusion (alinididad v carga
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superficial) de ias cromatografias uilizadas, Sin embargo, estos conformeros no fieron

detevtados por la eleciroforesis.

Las lsozimag tpo o son ks s abugdantes, tanto en vertebrados come invertebrados, La
HEWL es la enzima estindar en Iz cual estd basada Ja clagilicacion tipo ¢ en fisozimas y
tiene una masa molecular de 14,4 kDa (olles v Joles, 1984), En base s esto se ha
determinado que la lisozima anslada de otvos insectos (polillas y moscas) pertenece al tipo
o (Jolles ef al, 1979 Jain er af,, 2001). Ademis de la masa molecular, otro pardmelro
para determinar el tipo de lisozima es la secuencin de aminodcidos. Se ha reportado que
In Bisozimi de mseetos (orden Lepidopterae) tienen una identidad de secuencia elevada al
compararla con HEWL G=30%) por 1o que se han agrapade en el tipe ¢ (Jain er al,, 2001),
Iin ta Figura 13 se muestra el alineamiento de o secueneia de aminoacidos deducida de
Mslis (Mulnix y Tham, 1994) con Hisozima de otros insectos y HEWL. La idenudad a
nivel de aminodcidos de Mshs con oA, smllite y B mori es mayor ab 80%, mientras que
respecto a HEWL es de 40%. De acuerdo con el resultado reportade por Mulnix y Dunn
(1994) v a la aproximacion de la masa molecular en SDE-PAGE, la hsozima de M. sexio

pertenece al tipo .
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Figura 12, Cromarografia de intercambio wdnico de Mshs, Las fracciones eluidas de Ja
cromatografia de afinidad se aplicaron a uni columna de 81 sepharose



Tabla 1. Tabla de purificacion de 1a lsozima recombinate de M. sexia,

Etapa de Actividad Proteinn Activ w.h" “ Purificaciin  Rendimientn
purificacion el (1} total (mg) M’.’M“ h:?,. (vedes) %
' - ‘ U {L ) S
Extracto Crodo® D3RI 1.832 51256 1.0 100
Cromatoprafia de 1R225 164 GO0 50 1.4 2
adinidad
Cromatogralia de 39554 006838 101533 20 7

imercambio ionico
*iutrncin erudo se vellere o Malis veplegada v dinlizada contra bufer de fosfatos S0 mb pH 6.0,

e caridad de etz que et disminucion de 0001 unidades de absorbaneta por minug,
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Figura 13, Alineanviento de la secuencia de aminodeidos de Hsozima lipo ¢ de varios
insectos y HEWL M seate (mimero de accesor 7327646), A .milvira (ndmere de acceso:
[7943393), B, mord (ndmero de acceso: 567099) y HEWL {nimero de acceso: 31616035). Los
ewadros en nepro indican identidad de aminodcidos: los cusdros en gris, son aminodcidos
conservados. Los residuns de aminodeidos cataliticos (334 v 1D52) en bage a Ja WEWL, se indican
CON LN BEErisco,

Secyenciacionm del N-erminal

Para confirmar que ¢l producto de la sobre-expresion recombinante es lisozima de
Manduca sexta, se secuencit el Neterminal, La proteina purificada se transfirid o una
membrana de PVDF mediante transferencin htimeda, El N-terminal de Mshis se secuencid

por ¢l método de degradacidn de Lidman en la Universidad de Davis, Se obtuvieron 11
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aminodeidos del N-terminal incluyendo la tsercidn artificial de metioning que indica ¢
inicio de la traseripeion en el vector de expreston, La secuencia gue se obluvo es In
sipuiente: MKHFSRXELVH, la X se dedujo como el aminodeido cisteina. Analizando la
secuencia deducida de aminodeidos (Mulnix vy Dunn, 1994) v la secuencia del N-terminal
se confinma que ef producto de fa sobreexpresion y punificacion es lisozima de M. saxra al
ser 1009 idénticos como se anticipaba, Se realizd un alineamienio del N-terminal de
Mslis con otros insectos y HEWL (Figura 14). Se observa que ¢f 50% de tos aminodeidos
del Neterminal son idénticos entre 1a secuenia estos insectos y HEWILL, mientras que la
identidad entre Mshis v s Hsozima de Jos ofros insectos es mayor (60%), Este resultado es
consistente con la tendencia en tos niveles de identidad que se observan al comparar Ja
secuencia completa de aminedcidos de Mshs con la lisozima de otros insectos (B, mori y

A omvlliay v HEW,.,

Mg
Hw
Am MR CGTN
He
Bm
HEW

Figura 1. Alineamiento miluple del N-terminal de hisozimas tipo ¢ de varios insectos y
HEWL.. La secuencia corresponde a la proteina madura de cada especic e infcia en ¢l aminoacido
en da posicion o Los aminodcidos conservados al menos entre 4 de lag 6 especios estin
sombreados. Las abreviaciones y ntimeros de acceso sonr Ms, Manduca sexia, Hy, Haliothis
vireseens, AADODOOTE: Ay, Anthercae mllite VIZA; Mo, Hyelophora cocropie A3E744; Bm,
Bantdww meri HID6A, HEWL, Hen e white 2C1EA.
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Dicrodsimm Cireular v Andliais de Feraciura RSecundaria

La espectroscopia de dicrotsmo cireular en el rango de UV lejano (260-180 mm) es una
herranuenta ampliamente witlizada en el estudio de estructura secundaria de proteinas,
Una de las principales ventajas del CLIY s que permite Ja determinacion de caracteristicas
gstucturales de proteinas en solucion. Ademds, esta téenica ha sido considerada de
importancia en estudios previos o la obtencion de estructuras profeicas tridimensionales
roediante cristalogralia de rayos-X o RMN. En este estudio se analizd el espeetro de CI
v ose cuantifico ef comtenido de estructurs secundarin de Mslis mediante ¢l algoriimoe

SELCON 3 {Sreermma y Woody, 1993),

Ln fa Figura 15 se muestra el espectro de dicrotsmo de Msthis, se observa una elipticidad
minima a 208 nm caracteristico de proteinas con un alte comtenmide de hélices-o (Kelly v
Price, 2000), Enel andlisis de CD de otras lisozimas también se ha observado esta
elipticidad minima, Jo cual indica fa prevalencia de héhice-ooen la estructura secundaria
de esty enzima (Mulvey eof all, 1974; Tanaka er al, 1975, Masaki ef al,, 2001), Bl
sepundo pico minimo caracteristico determinado para estructura secundaria tipo héhee-g
gs o 220 nm (Kelly v Price, 2000y, Sin embargo, en el eapectro de CLY de Mshis se
observa un sepgundo minimeo alrededor de los 230 nm, Se ha reportado que otros faciores,
como los enlaces disulfuro, afectan la sefial de CID) a esta longitud de onds (Chatflotie er
al, 1992 Kelly y Price, 20000 En an estudio realizado por Masakid ef o/ (2001) hicieron
una comparackin entre ¢l espectro de CD en el UV-ejano de la lisozima de B mord
{Bmlis) con el de HEWL. Encontraron que B3mlis iene un pico minimo cercano a los 230
nm similar a lo observado con Mshis ¥ atribuyen este comportamiento a los 4 puentes

disulfure que contlene la moléoula de lisozima,
in la Bsozima deb insecto A, molliig, Ta cual perlenece al tpo o, se determind que el
piatrdm de los puentes disuifuro corresponde con la que se observa en fa HEWL {Jain ¢/

al, 2001). Ast mismp, los 8 residups de cisteing que forman los cuatro puentes disulfurn
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de ta lisozima estin conservados entre Mslis v 1as otraz especies gue se muestran en la
Figura 13, Por esto, se puede hablar de que los puentes disulfuro (o conjugacion de
disulfuros) son muy conservados entre ka Hsozima de insectos v fa HEWL. La Figura 16
es una representacion esquentdtics de Ja secuencia primarin vy de Jos residuos de
aminoacidos gue forman tos puentes disulluro en HEWL. De acuerdo con el reportado
por Masakl et al (2001) y 1o encontrado en este trabajo, el arreglo espacial de Ios puentes
disulfure en Mslts y Bmilis podrian ser similares entre si pero a la ver diferentes de
HEW)L., Es decir, el prado de exposicion de los estos enlaces podria diferir al que se
observa en HEWL, de agul que se oblenga una sefial o 230 nm mas intensa que en la
Hsozima de otros organismos. Como se menciond anteriormente, la Mstis es una proteina
recomtbinante sobreexpresada en ol citoplasma de £ coli, Por lo tanto, es practicamente
impaosible que los disulfuros se formen en este medio ambiente reductor, por lo que es
necesario recurriv al replegantiento fr vites de ta proteina, Si bien no existen reportes de
proteinas o hsozimas estables con disulfuros mal formados, cs necesario realizar estudios
mis detallados (por ejemplo cristalograia de rayos-X) en Malis para determinar si s

conformacitn espacial de la enzima estd causando este efecto,
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Figura 15, Espectro de CD de Mslis en el UV Jejano (178-2600mm). La cantidad de enzima
en b eelds fue de 45 pgiml y fas mediciones se reallzaron a 25 *C,
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Lag lisozimns tipp ¢ reporiadas hasta la fechs presentan un patdn de estructurn
secundarin constituido principalmente por hélices-o (>3094) y en menor proporeidn -
algerinmo SELCON y se encontrd que el contenido de estructurs secundaria de Mslis esta
distribuide de la siguiente manera: 37% de héhices-c, 2.5 % de hojos-f3, 20% de lazos v
vuehtas y 20.5% de estruciura desordenada. De acuerdo con esto, fa lisozima de este
seclo parecer tener on contenido de hélices-u mayor que para cualguier Hsozima tipo ¢

de olro organisme,

130
e EROH

Tl
!
i
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!

Figura 16, Puentes disulfure en la HEWL, Se muestira enumerado un residun de aminodeido
cada 10 restduos, Los puentes disulfure estdn representados por 5-5-, wmade de Jaoreguiadell e
al, (19659,

40



A la fecha se hap obtenide las estructuras eristaloprdficas de Dsozima de dos insectos v a
partir de estos estudios se ba determinado su contenido de estructurs secundaria, B
pusano de seda (B, mord) tiene 32.7% de hélices-on v 3.1% de bojas-f (Matsuuara ef al.,
2002} asi mismo, el pusano de seda-Tassar (Anthercae myllita) tiene un contenido
similar de helices-w (34,2%) respecto a B mord, y un 6.7% de hojas- (Jain er af,, 2001),
Aungue estos nimeros estan baspdos en la estructura crstalogratica, se ha reportado que
no existe una variacion dristica respecto a los valores oblenidos en solucidn, Por
giemplo, Masaki er af (2001), mediante C1Y en ¢l UV-lejano determinaron que el
contenido de hélices-o de Bmlis en solucidn e del 34.0 %. Por lo Que, §1 Comparamos
este resultado con el obtenmido por eristalografla de rayos-X por Matsuura er o {2002),

ambos resultados difieren en solo 1.3 % en el contenido de este elemento estroctural.

De acuerde con ¢ comenido de estructura secundaria obtenido por CIY, la Mslis al igual
que Iz lsozima de otros organismos, se clasifica como uba proteing constituida
pringipalmente por hélices-w (Orengo ef al, 1997). Js deeir, la Mslis tiene un
plegantiento estructural conservado de lisozima., Sin embarpo, el contenido de hélices-o
de Mslis es mucho mayor (57%) gue eualguier otra lisozima lipo-c. BEn base o estay

observaciones se pueden establecer dos hitpotesis af respecto,

La primera hipdtesis es que el mayor comenido de hélices-ce puede deberse a un
problema del proceso de replegamiento, Se ha observado que durante Jas primeras etapas
del replegamiento los principales tpo de estructuras que se forma son hdlices-o (Radford
ef al., 1992; Hooke e af., 1994, por Jo tanto, es probable que lag moléculas de lisozima
bayan logrado el equilibrio en este estadio. 5 embargo, a la fecha no se enconiraron
repories en los que se bava observado este fendmeno. Basado en la estructury de otras
lizoznomas tpo ¢ v al alto grado de identidad de Ja secuencia aminoacidica (40 y 80%) con
otras lisozimas tipo o, tedricamente, ¢l contenido de estructura secundana observado en
Mslis no sevia la conformacion nauva de esta moléenla, 51 se congidera que este

plegamiento de estructura secundaria no fuese el nativo, entonces /porqué esta molécula
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A la fecha se han obtenido las estructuras eristalograficas de lsozima de dos insectos y a
partir de estos estudios se ha determinado su contenido de estructura secundaria,
gusano de seda (8 mord) dene 32.7% de héhices-o v 31.1% de hojas-ff (Matsuara ef al.,
2002); asl mismo, el gusano do seda-Tassar (Anthereae myllita) Uene i conienido
simifar de belices-o, (34.2%) respecto o B, mord, y un 6.7% de hojas-P3 (Jain er af., 2001),
Aungue estos mbmeros estan basados en la estructura enstalografica, se ha reportado gue
no existe una variacion drastica respecto a los valores obtenidos en solucién. Por
gjemplo, Magaks ¢ af (2001), mediante CI3 en el UV-lgjano determinaron que el
contenido de hélices-w de Bralis en solucidn es del 34.0 %5, Por lo que, si comparamos
este resulado con el obtentdo por eristalografia de rayos-X por Matsuwora ef af (2000),

ambos resuliados difieren en solo 1.3 % en el comtenido de este elemento estryctural,

e acuerdn con el contenido de estructra secundana obtenido por CI, fa Mslis al igual
gque fa Hsozima de otros organismes, se clasifica como una proteina constiluida
principalmente por héhees-o.  (Grengo e al, 1997), Es decir, la Mslis tiene un
plegamiento estructural conservado de lsozima. 5in embarge, ¢ contenide de hélices-o
de Mshs es mucho mayor (57%) que cualguier otra lisozima tipo-c. n base a esins

observaciomes se pueden estableces dos hipotesis al respecto,

La primera lupdtests es que el mayor contenide de hélices-o puede deberse s un
problema del proceso de replagamiento, Se ha observado que durante las primeras etapas
del veplegamiento los principales tipo de estructurss que se forma son hélices-a (Radford
ef al,, 1992; Hooke er af., 1994), por lo tanto, es probable que Jas moléculas de lisomma
hayap logrado ¢l equilibrio en este estadio. Sin embargo, a la fecha no se encontraren
reportes en fos que se haya observado este fendmeno. Basado en Ja estructura de otras
lisozimas tipo ¢y al alo grado de identidad de Ja secuencia aminoacidica (40 y 80%) con
pirag Hsozimms Upo ¢, tedrcamente, el coenido de estructura secundariy observado en
Mslis no serin ln conformacion nativa de esta mplécula, 51 se considera que esie

plegamiento de estructura secundarnia no fuese el nalive, entonces (porqué esty molécula
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tiene actividad de lisozima?, s decir, estamos hablando de una molécula con ung
secuencia de anunodeidos muy conservada de lisozima, con actividad tipica de Jisozima v
con contenido de hélices-a conservado pero a la vez diferente (57% Mslis vy 30% otras

tipo ),

A Ja fecha, son muchos los trabajos en Jos que por Ja poca abundancia de material nativo,
o por indisponibilidad de fos organismos se ha recurrido o herramientas recombinanies
para oblener I proteing de interés (Wilguet ef al,, 1998; Tahar e ol., 2001). Asi mismo,
otros trabatos han recurrido a estas herramientas con previo conocinmiento de la proteina
nativa. y no hian reportado ambigiiedades del producto recombinante respecto al nativo
(Sirawaraporn e al., 1993). Sc ha caracterizado a detalle ] gen que codifica para Mslis v
algunas caracteristicas inmuno-estitnulanies de la proteing (Rosenthal y Dahlman, 1991,
Mulnix v Dunn, 1994), sin embarpo, no se tiene conocimiento alguno de fas propiedades

estructurales o bioquimicas del producto del pene,

La segunda hipdesis o considernr seriy que el contenido de estryetura secundaria
encontrade por C1) de Mshis es idéntico al gue posee la proteina pativa, Entonces,
estarfamos diseutiendo respecto 3 una Fisozima tpo o (activa) pero con un contenido de
estructura secundarin que excede lo reportado para otros organismos, St cualquiera de
estas dos hipdesis planteadas fugse clerta, seriy de gran importancin contingar con la
caracierizacion  de  Mglis, para generar  informacion  gue  permitiria un mejor
entendimiento respecto al dogma de la relacion secuencia-estroctura-funcion de las

profeinas,
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Actividad Hicn en funcidn de la Temperatura v pi

Con el proposito de determinar el pld dptinin de Mslis, se evalud o actividad catalitics de
la enzima en un rango de pH desde 4 2 100 Bl pH es uno de Tos pardmetros isicoquinicos
que estd directamente relacionado con Ia actividad de wia enzima, Bn la mayoria de las
enzimas, el restduo o Jog residuos cataliticos, son amine deidos cargados y por 1o tanto, el
estado de lonizacion que maniengan es muy importanie en su funcion. Asi mismo, las
meracciones  elecyostaticas involucradas en la estalnlizacion de la proteina estin
directamente relacionadas con el estado de ionizacion de las cadenas laerales de los

aminodceidos,

L pId optimo de hidedlisis de M. futews por Mslis determinado a 37°C fue 6.5 (Figura
17). En la mismn figura se observa que taactividad relativa n pH 8.0 fue de 20%, seguido
de un aumento de la actividad hasta alcanzay niveles de 70% (pH 8.5). A pld ipual o
mayor 3 9.5 la actividad de Mslis es practicamente nula. Jistd bien documentado que las
lisozimas -tipo o= de vertebrados tienen wn pld dpumo ligeramente deido { =6.0) (Davies
ef al., 1969; Jolles v Jolles, 1984). Asl mismo, se ha determinado ¢ perdl] de aciividad
enzimatica en funcion de pll de ta Hsozima de algunos insectos como B mord, O,
melatlonela (Powning y Davidson, 1973), B cunea (Park. er al., 1997 y Santia cynthia
ricing (Fujimoto e o, 2001). lstas enzimas muestran un range de plt dptimo
Hgeramente Acido (6.0-6.5) gue comeide con el de otras Hsozimas tipo-c. Cabe mencionar
que o todas las Hsozbmas de insecto tene up pld dptimo en este rango, Un caso
excepcional es la hisozima de Musca domestica, cuyo pH optimo es mas deido (5.0). Sin
embarge, este comportamiente se ha relacionado con posibles funciones digestivas de la
enzima en diche msecto (o ¢ al., 1995). Por Jo tante, nuesiro resultado es consistente

con el rango de pll dpuimo observado para la lisozima en otros organismos,
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Figura 17, Actividad enzimética de Mslis en funcidn del pH a 37°C. Se tomd como 100%
el pH donde e detectd mayor netividad enzimbtion.

Es bien conocido que la lisozima, en particular las tipo o, conserva Iz actividad
enzimatica a remperaturas elevadas (Jolles y Jobles, 1984), Se encontrd que s actividad
enzimdtica aumentd fentamente de Jos 5 a Jos 35°C, sepuido de ung disminucion drastica
al alcanzar los 457C, Por lo tanto, Ta tomperatura Optima de Mslis es 35°C (Figura 18).
Con la finabdad de comparar este resultado se derermind, bajo las mismas condiciones, la
remperatura ophma de HEWL, Se encontrd que Ja Mslis tene una temperaiira dptima
1O menor que HEWL, BEn invertebrados marinos se ha reportado femperatura optima
de actividad similar a lo encontrado con Mshs, La lisozima de ostion (Crassostrea
vipginica) penenece al tpo 7§y se reportd suactividad méxima fue de 40°C (Xue e af.,
2004}, En otros inveriebrados como los insectos, se ban realizade estudios mag detalados
acerea de ta dependencia de Ia actividad enzimtica en funcion de Ia temperatura, En B,
mord se reportd que la actividad dptima de fa enzima (55°C) es 10°C mas baja que su
homologa en clara de huevo de galling (HEWL) (Matsuura ¢ af., 2002). En ese mismo
estudio, se observd un comportamiento similar & lo observado con Malis, es decir, una

aparente mayor actvidad catalitica a bajas temperaturas.
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Figura 18, Temperatura opima de Mshs y HEWL a pH 6.0, La actividad enzimitica se
expresa como unidades de actividad especifica (U/mg de proteina),

En base a lo anterior, se analizd o grafica de temperatura Optima de Mshis v HEWL
expresando los resulladog como actvidad relativa (%) (Figura 19). B0 esta grifica se
observa que Ja actividad de Mshs aumenta répidamente, mientras que I aclividad de
HEWL se mantiene pricticamente constante a lemperaturas entres 5 y 15°C, Bata Hgura
muestra que Ja actividad relativa de Mshs v HEWL a 15°C es 46 y 13%, respectivamenie,
Anatizando a detalle este parte de Ja grifica, se observo que 1a sctividad catalilica de
Malis es de 2 2 3 veces mayor que HEWL en este imtervalo de temperatura, Grinde, e of
(1998), reportaron que b lisozhma de trucha arcoing (Safmo gairdnerd) tiene actividad
catalitica elevada a hajas temperaturas, por lo gue s¢ considerd que tiene caracteristicas
similares a las enzimas psicrofilicas (Grinde er o/, 1988), Reciemenente, Matsuura ef al
(2002), encontraron gque Bmlis congerva mayor actividad catalitica (-0 veces) que
HEWL en el mismo rango de femperatura que se menciond para Mshs, Con estudios mas

detalfados de estabilidad ¥ flexibibidad estructursl, estos aviores coneluyeron que Bmbis
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Figura 19, Actividad relativa en funcidn de fa temperatura de Mslis ¥ HEWL, 8¢ tomd
comao 1OO% I temperatura a la que se detectd mayor actividad,

fiene caracteristicas similares a las enzimas adaptadas al fiio (Matsaura ez al., 2002),

De manera general, se considera que la lisozima tUene una actividad catalitica optima a
temperaturas elevadag (=45°C7), Sin embargo, s¢ han reportado algunas lisozimas tpo ¢
que presentan buena eficiencia cataliica o bajas temperaturas, principaimenie de
orgamsmos que habitan de elimas templados a frios (peces). No obstante, se ha
documentado que ta bsozima de insectos (8. mord) tene caracteristions similares a lay
enzimas psicrofilicas, Por lo tanto, ey probable que Mshis también pueda catalogarse con
carpcteristicas similares a estas enzimas adaptadag al frio, esto por el comportamiento
catalitico observado a bajas temperaturas (Figura 19). Cabe mencionar que son necesarios
mis estudios en Mshs (por gemplo, flexibilidad esiructural, estabilidad érmica, ete.)
prara conchuy st efectivamente esta enzima presenta adaptacion para realizar catalisis a

bajas temperaturas,



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En el presente trabajo se logro la purificacion de Mshis mediante cromatografia de
afinidad o Micrococcus lutews a partir de un extracto proveniente de sobreexpresion
recombinente en  Escherichic coli y plegamiento i virn, Como parte de la
saracterizacion biofisica se encontrd que el contenido de estructura secundaria de esia
eneima es consistente (principalmente hélices-o) con lo reportado para otras lisozimas
tipo ¢, Sin embargo, ¢l contenido de hélices-ct (57%) es mayor (dos veces) que para

cualquier Hsozima tipo .

Enlo que respecta a las propiedades cataliticas de la enzima, se encontrd que el pi y 1
temperatura Optima(o) coincide con lo reportado para otras tpo ¢ de inveriehrados
(insectos). La actividad catalitica de Mshis a bajas temperaturas s similar a lo reportado
para Bmbis, en base a esto, Ia Mshs podria tener ciertas propiedades (alta Nexibilidad,
baja estabilidad estructural) especificas de Tas enzimas adaptadas at frio (eold-adapred),
e acuerdo a la literatura citada en esta investigacin y a las propiedades cataliticas de
Malis, la lisozimn de esle insecto Hene caracleristicas particulares que difieren de sus

homologas en vertebrados,

Por uttimo, son necesarios mis estudios en esta enzima para explicar las diferenciag
conformacionales encontradas y determinir &1 estas tienen alpuna relacion con el
coniporantiento catalitico observade., Asi mismo, se recomienda investigar a detalie las
caracteristicas de la Msozima nativa de M. seara para realizar un estudio comparative
entre la enzima recombinante y la nativa, Esto dltimo seria de mucha importancia par
discernir si ¢ plegamiento de Mslis ey simiar al native o es un conformero producto de

replegamients con actividad de muramidasa,
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Alstrner Tiset bwsaeyive e Masdoog savia (ME-ys) wi overexpressed i 20 eedi and relufded (o
obtnin activie protels. Recontbinant ME-lys presented a plobular steoctre, with an alpha-helbd congne of
ST% ay awseskod by cireular dichrmsm speciroseopy. Light scartering sludias showed that i soluion M&-
vk has o guasi-monodisperse size distribution, with o rod-Hke streciaer similar o suelentaon clustons
reported i oegyn dysorvoe prescevsiliization stepges. Thess cesolle show e ME-ys s an exvellant
sandidate Too eeystaliizaten, Coliling and denpturation shudicg,

Prey Waordst Loysozyme, inseet, Macdysa sewta, cironlae dicheeism, dyemmic light seanecing, secondary
strpclyse

INTRODDCTION

BT i ey ubiguitons  enzyme i emalyoes e hydrolysis of e P14

Lasoryme {f
plyeogidie bond between Meacetytmuormic acld and M-acetylgluocosamine in cell wall peptiduglyeans of
Cirgmepositive basteria [1] This enzymn mediates the mune response against bacterial infecton aod it {3
prodably the most comprehensively studisd defense molecule, Togetier with other hemolymph fautors such
ay antiacterial peplides, dvsozyine bs @ ey past of the jnsect immune mochanism (2] 1o inseels, the Wobagco
barnworm Adomdueg seven s very well studied a o model (M invertebeate ismuniiy, and bysaryme has been
degeribod as a defonse provein |30 AL serde Lysozyme (MS-Tys), snd all nown dnsel lysazymes are shiyilay
by fren e white ysoeyme (HEMWL), tharetore elong W the Coaype family 4],

Lysowyine 5 o modef systam, baing the By sown Uieee-dimensional shdeture of an epzyme, and
tharaoghty stwdied in pretein-folling mechonistic studhes (58] tnseat, mannmalinn and buntan [ysozyives

Cewvpe have approsimately 40t 60 % identily and shinliae properties sieh os basic isoelociic point, smal!
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fith

Y

mulecular weight of shont 15 kDa, wnd thormal stabivity 7] Abhouph hundreds of bysozyme ceyytol
strusturos ore koo, they aee highly Binsed toward stodles of the MEWL, To date there are iwn §raeel
bysoryme oryslal strusivres rom datherasa mpditta 18] and Sowdps orored [9) avallable g te Praiein Pat
3ane,

Aeveral Ihephysical twaliotques ve beet very osefu! o usderstanid Tolding, strusture smd o
predict prowsn ceystallizabilivy, Civeulay diehrobsm ¢C213) 15 0 spectroscopie tecbinique wsed o ealoiate the
peaniddiry structure content of proteing o soltion [10]. Siatic and dyoanic light seobering (8L5 and DLS)
have beeoine widely used methads wounderstond  the physicocheiloal properties of spggregntion soaes
during early pucieation stages than tead 0 erystal growth [T LS allows determination of the sample
polydlspersity, while BLE pormits o determine molecolar weight, size dianibution and shape of 1
agpregates vosolution [12,03)0 In this work, we present the delepmination ol the reeomlinan WSy

seonmilitry Ytruchie dontent sl prowsin agpregation stale,

MATERIALS AND METHODS

Recomibrinamt Expression nod Tefolding of MS-yy

MEIys wus sverespeossed o £ cafi ustog the pET 2 vector (Novagen), The ysoayrae soding
et of the mature polypoptide was amplified Gom e eDMA olome 1] (kind @100 Trom D, Migline)
Kangsty wsing o high-fidelivy TA pulymersse (avitrogen) and primers BMSLYZE' and MSLY 287
aontgining resriction shtes Mgl and Bum respedtivoly. The rsombinant clone was sequenced on both
atrands and vanstformed into £ eali BLEIGNES) competent daclerin (Movngen), The pratein wag expressed ip
inclusion hodies, and refolding conditions were sereaned Hrom o sel of bylffers 15,

Brriefly, bacteriy wers geown in Lucin-Beetant Brolle unidl optient donsity of 0.6 at 800 nm, snd
indieed whils IMTCG to g final goneentration of 0.4 mM. The culiure wns prown avernighs; the bacteylat pelia
way harvestod aneh wighad 0 089 M w/o) The bacteriad cells weee sonjcsted with four pulses of 10 5 al
000 ond the ysate was venteifuged at TO008 % g for by Thie bacierial pellat was waghed twice witle 50 mbd
Tris=MHET I RS bk EUFTA, 2 M wven, & b dithietriatiel (0771, and 2% Triton X100, asing 4 ml ol
sobntion per ool peller and seatrifuped at TG00 % g For 30 min, disencding the supeinatnt, The jiranipilate
wap washed in e same soiuion a5 before, b without Triton X-100, Supertaiant was discarded o obinin
Ui dnehsion badies, and ware digselved Uan esteaclion bulfe (30 mM Tris 0 013 7.0, 5 mi B0OTA, 8
Cianidanium-HO TGad - H T, 5 mbd DT, using 4 ml pper g of pelle,

Renatured incloston odies were incobaed at A"C overnipht, and diluted 1o o foal comeentration
ol 4d Cind- HED with extrgtion bulr without Gnd-HCL The sohution was spun al 0,00 & g Tor 10 min and
e preeipitote was dissarded. The welusion bodics were velaldsd by o 20-Tald dilution with relnliding
Guffer (55 md Teis-MC) pH 8201 andd BDTA 1 i oxidized ghutathiene, 00 mbd redueed ghnathione,
264 b WAl HD b KCLETS) The refolded protain was cenbifuged w0 10000 5 g Tor | b and the
suparnassat was ilaafibeced Dyouph s 30 kDa 808 cot-off membeane (Miltipome). Fittsted proteing were
concentiated Hieough o 10 B MW menbisne. Thi retained soludon way exlensively dialyzed agoinst
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distilsd waler, pliaining pore M-y as detevmined by B195PAGE electraphoresis, Pratein consenyyal o
wis eslimated by LY spectroscopy nsing an extinction coctficien of &, pn=29 160 M e’ caliulaed Drom
M o aeid sequenee [161 Lysoesine selivity was determined by the warbidimetric assay of Shagar [ 17]
ny AR i ushig o Aierococous luteny suspensdan wish an doilinl oplical dessiiy of 0.7, in 0 M phasphare

hulter pll 6.0 at 25%07
Becondary Strocture Analysis of MB-lys

CI3 speetra wers aequinad i on laseo 3810 CL wpectraphotpolarimeter wsing o 00 e poth-Jengeh
eafl in e BeUN mage (8902230 nm) The 1) spectmn were regrdes a5 25%0, wvery 0.5 nm with o day
Averagiog timedpoint snd a 1 nm band-pass witl g sean speed ol VR nmiming Averaged specits (re3) were
covrected for the blank (distitled  water) and smoathed, Secordary struchirs content was dulermined by
analysis of the delie epiilon unita (ALY with the BELCOM alporithm JE8 097 avallable vin [alermar on the

PIBCELRCYWEDY derver (hupfoane s ervstbbloaeas/edwehMan 10 on Bickbsek Coblege, LW [20,21].

Light Seotieping Studles of MS-dyx

Thee static (5051 and dynanvie (DS1) lpht seatering measurements were perfionned on an ALV -
SOt eigitel correlany (ALY, GimbHL Longen, Germany) with temportuee controlier o maintain the cell al
258 01 70 The sontrered light was vertically polayized with g A, = 632 nm, The intenshy of the argon laser
(30 W) was misasared at diffecent sgles in the range o 0% w1530 The cediged slogtic soattering frg) K
Andnl feln S o) UL R N

wins moensunzd v steps of Y0 inthe sonlering angde, where i, i the

with K=
refietive fndex ol e siandand Boieens),; " and 1 e the intensity g the Rayleigh rate of (he stundard
ar i 90, respeelivelyy the incrgneal of the refrueive indes was assumed ws 006 o proteins, hlein
saenphe wis fillered theough o 020 )0 PVDF membrane asd wsed om0 D80, 0095 and (.48 mphnl. For thiy
calanlation the protels concentrmion (03 was expressed in giom®, i) s the inlensity sesttered by the
sarmple and M s e Avogadeo ramber. The scattering vesbor g i given by g = {dan ¢ 2080842y and a iy
the refractve index of e mediom Or = 1335 The data were analveed using the Zimm equation 221 The
hydeadyhmmic radivg A was ooteulaled for the three prolsin concentrations teoigh he Stokes -Binsein

Melintion

e "‘ l }

[T

where £y 05 D Boltzmann congtant, 7 g the abgolule lemperative and 0 the viseosity of the soiven,

SREON

RESULTS AND 1

Wlfelys was produced inorecombinant form gs the matire polypeptide plus o methionioe as e
inhial residue, Weoowere able w purify the enzyme by removal of inerfering pooeing using slirafiiation
meimbranes, ME«lys was pure gs shown by silvar-siaised educing and nopereducing BISAWCE (Figure 1
avd Ahersfore we procesded w0 the blephysical chavaoirizndon, ME-lys wis active againg Microcace: s
fepeny i the toebidimelric asspy, abhuugh it preseoisd ap specific sctivity of 4,850 apits nw,", which i
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Flguge 1. Elecivaphorade modysts of MES-lys Lane ¢ SO5-PAGE with redieing agent (335

PACHE without vedusing agent,

Sevondary Stroehirg of ME-lys

M SeTys i abowt A0% rdeoticad o FIEWL puf -

compare dMEedys 1o these proleing wheee the Unee-dimensionn!  strueiure

- BB 10 sithowrm wndd Tassar worm psoerme,
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abigient seith secondinry straeiure assighiment (Figure 230 Abso, the BV CD speetn of the M3-ys

distiled  woter wos determined (Figure
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Figwre 3, D0 spoctra of MS-bys, Lapueimenial mean residue ollipticilies sre reprosenied by o sivgles (ob
Al el el spectin in eontinuows Hoe (-3 VST of litting waa 0,23,

Lysozymes from olher organisms arg obao minly oi-helieal, altwuogh MS-lys aprenrs o have 1he

highesl content of st The sillworm Hombiv mord hes an32.7% and =3 % [9], amd Tassae sitkworm
et anvditre s =340 s e, 9% 181 Alhowgh tese numbers ore based in their erysial siudiures,
thy shoubd not differ siprificantly  from theiv values imosetution. D hee been ecently  indicated  that
seconddly  strasiire conlens similarivy doees noy preclade the gaye folding (23] although  sespuence
shmiarity between ingeal lysoaymes [24] ang Diachemicnl activity cnsure iat WBys has n bona-fide
hydrolaseio-plyensyny Told §25].

Agpregathon Stite of MS-yy

DL of ME-lys wis done oltaining the eleciic apiocoreiation  funetion R far prosein
sanzentrationg of 19, 045 and G458 mgfmb Batiowstion of appregates size disvibntisn wag done Ly

madeling ,g:;';r‘f,i with the egquation:
[ b o L o
SR el (i "'”"’-l'.fl.,l,,..ll‘,-‘)t?-r W PT (n

where Ty, a0 Ty, e sspeatively the Tst ong the stow welaxation Umes characteristic of smaller aad 1 e

frroteln spmiepnles (261 A, () and 4, (g are the conesponding amphindes mad g s the sealtering sngle

whven above, The scallesing datn obtined al 048 ag/m! protein concentration was used @ 0 Ure

aatocovrelation fimetion w oeg. ().

I order 1o determsine she dependence of 1, aml ¢, with r]!, he prodou ]n'rqm agaiig ,“.-3 Wk
"

plotted for the twe medes. There was no apparent dependense of 7 1o eorvelation tines for both ilow fod
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gl modes, indicoting o dHTusive rogime Tor both sizos of agprepates. Adiptng the classical sumulan
analysis [27), and dgswenieg the eximpeliion of 1g™ wog=, the muton! difusion coeflicient 21 wag
shtained, which i eelsted o the hydedsnmnic sadiug 8y Oom 0,

L '_’_"f;r [1:} (1
XNy Y it

It owag observed that the mutusl JilTusion constant Tor the slow mode (2 ) doereased with the
peotein concentraticn i as previously repoeet oy the manomeric HEWL solwions |28) However, endeolstion
ol e WES-Sys £ g = 2980 e from e (3 resufted inoaosmaller value sompared e MEWL (02 e =
JOXLO s and did not shawed a clear (,"7 dependener, The diffuyion constant for the fagt mode was 2 4
w | 7ot ems Fydrodynamic radii were caleulated seeerding to eo. (3) and nsing the ALY soltware bl we
used the vitlues from the Janer method, sinee ivleads o n betler din Niting By for the slow wmode indicated
the presence of very large prowin aggrepates.

Lorpe aggregmes hud on sversge hvdrodynamic radivs ol 1, = &4 amand o peale weipht of 94 %,
while simpller aggreghtes onby conillaned to a2 and had an averape mdins of 4 om (Fig 35 MS-ys in
diziitled water by o monadispersed solulion camposed ol very farge agpreguies, Although he peowein was
povilied by whraliteaion dwough o 30 kDa membrane juse afor eefolding, storage st 4°C doving 3214 he
hefore ineasurement was sulticient o produce peotein aggregation. Thone-dependent agpregation of HEWL in
the rangee oU arnutes s been cecomly vepored, where hydvadynamic radivg in the seder of handreds of nim

are clensly obiervi [29].
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Figure d, Figting t the corvelation Daneting ‘i_:'(r'). Fiting of e (2) gave values of A, (@) = 084805 +
DS, A O = 01E2 8 Q00970 1, = 104597 3 G066 and T,,,, = G 1G5 & (.00,

To medel the shape of the spgregates, SLS wag perfmed using the Zlmw plol method 130) Tor

severn) coneanuntiong of ME-lys The reiols showed o vudiog of geanion (R, = %05 no) and & msdesutar

CRfsoat e S e = TR R

BRCATMUTS LR TP [N

S L A



"

waipht of 10,3 s 10 Da, Therefiore, the Inige apgrepates are compoged of =718 ME-ve molecutes, On the
other hand, the quoties &,/ &y = 140 indismes o non-spherisal motecular struetie, Fitting ol e foem
lhetar Plad againgt the seatiening vectors wsed show that the agirepales W@ie as elenpaed shape that san e

vonsidered ay v rods ol 315 wm lang,
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Figura & Sl dbseribadion of M5y aggeegates, Hydemdynamic mdlus for the slow made 35 g = G4

i and P 4 nm.

Loy mes bave boan thoroughiy studied as folding and stroctveal models and bislogically
Becange ity antibagrerial aetivity, Tnverteliote dysorymess ave been loss siodied and lave sinpular
styenal features gy ysvsaled Gom the ervstal structure of an insect cold-adpple) besozyime. Tobacgo
Barpwarm tesoeyme ME-Dvs wis producesd by bacterial overexpression and vefaldimg of nclusion bodivy,
The pratein yield vag ~ 1.5 my of ME-Dvs per | ot bacterial eulives; abihough tis protoce! Jdid net requived
chrpmalography purlfication steps by using sequential whralilation,

Lireular dichraism shiwed st MS-lys wag folded and active as determined in assavs against A
fepaey, MU-Iys b ngueais solution was monodisperse and agpregates had a tsin rod shape eomposed of
=THE monomeys, 10 hay Been shoawn thal HEWL nuclestes in rod-like pacdcles previous to erystadlization

(U] sherelore MS3<dys 55 0 tood candidate for Nersy seystal 31struciure datenninalion,

FORL Soteio-Munds acknowledpes suppart from grant 369288 and M. A, Valdezr from grant EIR074
(Miderinles Bhomusleculizres), both aswardsd By COMACYT (Mbxins) and geant AS323000 Tany Insernational
Foundation Tor Selence, BF, Velozguer ackoowledges grant PFOMES.2000-26-01 rom SERICA, A, Lapes-
Aavala, Bode-ln-Re-Vega and BA, Solderde-aradonde  recetvid schalarships from CONACYT RV
scknowledpes supplemenvsry sopport from CIAD.Coordinacion de Docenein, LA, Telas-Omuna Uhanls
suppore e CONACYT (Meagrama de Congolidacion Insthucionai: Tovenes Investigadores), Thanlks are
glvon te Glaria Yepig-Mlascencia for critical veading of the manuscript and 16 Jesé Albern Lipea-IHag Lo

belp on CLF analysis,




92

REFERENCES

i
(2]

G NE S5 T S [ US N —
- S TIT b T B taF e
— . —_ = :

O
N Te Nad EF e 7

T2

[ ]

=
et

=+ =

JA0)

dalbes, Puoand Jolles, ) (Y9845 Ml Ocll Riachem,, 63, 165185

Y B R KO e LEE, Tee, HLE L Bing, S04, Choy 1Y B, MO ang e, 11 (A002) Dev Comp.
Dol 26 TOEE

Spies, AL R linsey, LE, il Spance, K55 (E986Y Comp, Biochan Physiol, B Ciomg Frocden,, 83,
1242133,

Hulerack, LT (1996) fys,, 75 87501402,

Ferowndea-Sowea, LM, Govitanes, L0 Munisie, A and Rodeigues, B (1979 Comp. Biachio,
Phystod, 8 Compn, Biochem., o2, 3893492,

Mecke, 5.0, Badlond, B E and Bobgor, C0MCH04) Bigcheniizery, 38, 58675870,

Do Yy Yeshikawa, S Metans, V. Pakuda, S, Sugimtrs, Koand byoto, U, (1999 S 4 Bicckon., 259,
A80-A0].

Tain, D, Wair, 1.7, Swaminathan, Gl Abvaham, G, Wagaraju, Joand Saluake. TN (00013 2 Bl
Chem,, 270, AV3T7-41382,

it Ao Yan. b Admes, T Weganesaws, W Magakd, K. Miyomwa, M, Dantarn, M, Tanaka, 1,
Foavaenariy, RLoand Milta, 8 Q20020 Binchamistrn 48 1308012093

Foatlly, Soht, and Price, W00 (19 Siochinn Ringhes, A, F138, 165185,

Ereenth, L Dipksera, Ko Nass, O Leppert, oand OWenschlagee, 0, (2003 4 Plgw. Cheon, HiF, 4203,
A2,

Skovr, s, Dredsaoti, M Muneh, P Larbar, 13, amd Criege, T (VY FERE Lo, 225, K488,

Wilson, WoOW (MY A S, Biol., 142 B6-i%,

Rudnis, AL ond Dans, 1B (E094) faveey Blachem,, 24, 2138T

Aqmsteong, M, de Leveastre, A, und Gousus, B (1009 Prarain S0, 8, 4750485,

G SO e von Hippel, IWH (1895 dned. Bockem,, (82, 319.326,

Shugar, D (Y80 Miaking Biophys, dew., 8, 3022300,

Mennessey, LI, Teoand Jobegon, WO, 0 (EHTY Blaahemisee, 2, TOR5-1004

Srperama, Moand Woody, BOWCEWYY dnal. Blochenr., 200, 32-44,

Labley, Acand Wallace, BUAL QUOLY Biophes, 4., 81, 3750

Laleliy, @, Whitmore, Loand Waltaee, 13,4, {2002 fiobyormaiics, 18, 311-217

Zimin, B, (FR) G Chior Phyw, 16, 1931009,

Uberg, 1A, Rayssehane, L snd Goonmaghugh, B 00038 Proein Sod, 22, 20152071,

Leesle, A ang Chothin, O (L9804 Mol Ml 15, 2252770

Chrenge, G Michieo A, Jenes, 5., Jones, DT, Swindelis, MU and Thormion, Jhd (1997)
Straraeee, 5, 109321108, ‘

Esasienet, Cand Buhbee, B, (3000 Maveonmfecudey, 34, 51805204

ppel, DUE (193 4 Chen. Phys, 57, 4818,

Cheisghby, L Blanch, W and Praowgodiz, I8 Q000 Myw. Chom B 1, 364523650

Pesznnski, o fGearpalis Yo, Wabi Lo, Snenger, Woand Zielenkiewicza, (20080 Blopfvs. O, £,
BOAO ]G,

Addams, MO Rellay, 3 M, Gosayne, LI, Trulmich, 4, Polymeiopouios, S, Kiao, H, Merd!, 0
Wi, A UDde, B Morenn, BUF and e ad (EO9D Sedenoe, 25 103121656,

Receivid on by 1, 2003, accepted oo Degamber 5, 2000,



Recombinant bacterial expression, refolding and affinity purification of the (-
lysozyme from the tobacco-hornworm Manduca sexta

Karina ). Garein-Ovrozeo', Alonso A. ].A,('Jimr,%:wala], Daniel Puentes-Camacho', Ang Marin
Calderén-de-la-Barea® and Rogerio R. Sotelo-Mundo'*

: . ny . ! " -
'Aquatic Molecular Biology Laboratory and “Nuwition Department,
Ceniro de Investigacion en Alimentacion v Desarrollo, A.C.

Hermosilo Sonora 83000 México

m(f.'l"t.'_lrrc‘.zﬁpl’m;.‘fli;.u;; author: Roperio 1. Sotelo-Mundo, Pi,D,
Centro de Investigacion en Altmeniacidn y Desarrollo, A.C.
Km 0.6 Ejido & La Victoria
PO Box 1735,
Tel, 452 (662)289-24-00)
Fax, +52 (662) 280-04-21
F-mail: rrs@Oeascabel.ciad.ms

KEYWORDS

Lysozyme, affinity chromatography, Manduca sexia, bacterial overexpression, refolding



Abstract

Bacterial overexpression of heterologous genes is widely used for the production of hiph quantities
of proteins for biochemical, structural or pharmaceutical applications. However, high level
expression of recombinant proteins containing disufilde bonds, often results in agpregation and
accumulation in nclusion bodies, which ftself may be advaniageous if proper folding conditons
are found, A lysozyme from the insect Manduca sexta (Ms-lyz) was expressed using the 17
polymerase system and accumulated os inclugion bodies. The protein was refolded and was purified
by affinity and jon-exchange chromatography, and was active apainst Micrococeus lteus.

Recombinant Ms-lyz will allow addressing the role of plycosylation in future works.

Introduction

Expression of heterologous genes in bacteria is widely used in industry and in research
laboratories, for the production of proteins for pharmaceutical, stuctural and biochemical
applications, The abundance of protein expression systems renders the efficient bacterial
production of most possible proteins, However, high level hacterial recombinani expression of
disufilde-bonded or secreled proteing, ends up in inclusion bodies (De Bermandes 1998 Fischer of
al. 1993,

Lven endogentous proteins, il overexpressed, may accumulate in inclusion bodies, suppesting ihat
i the majority of the cases aggregation is a consequence of high expression rates, regardless of the
system used. There is no direct correlation between the propessity of inclusion body formation ol a
certain protem and intrinsic propurties, such as molecular weight, hyvdrophobicity or other

characteristics (Lilie ¢f al. 1998), Only in the case of disullide bonded proteins can inclusion body



formation be anticipated i the protein is produced in the hacterial cytosol. This is due to the fagr
that formation of the disulfide bonds is not possible under the reducing conditions of the cytosol,
The chotce of host for ihe production depends mainly on the properties and the final use of the
expressed protein, 1f the protein requires substantial post-translationa) modifications, the preferred
host s o higher eukaryotic organism such as yeast, Pichia pastoris, baculovirus or mammalian cell
fines, Escherichia coli (£, col) has been successfully used for production of relatively complex
proleins, and progress over recent years has widened the use of this organism even further by use of
i wirn refolding (Baneyx 1999},

The general stralegy vsed to recover active protein from inclusion bodies involves three sieps:
melusion body isolaton and washing, solubilization of the agpregated protein in a chaotrope (ures
or guanidiniun-HCT) and refolding of the solubilized protein by vemoval of the denanming apent,
by dilution or dialysis. Althougl the efficiency of the first two steps can be relatively high,
renmaturation yields may be hmited by the accumubation of inactive misfolded species as well ag
agpregates. Disulfide-bond formation 15 one of the most diffieult processes 1o occur during
refolding (De Bernandez 2001, Fischer er af. 1993),

Cmie of the most studied enzymes is Tysozyme (EC 3.2,1.17), used as a mode for folding, catalysis
and structure. Lysozyme i3 one of the best-characierized hydrolases, which cleaves the -1, 4
glycosidic bond between N-neetylplucosamine  and N-acetybmuramic acid in the Gram-positive
bacteris peptidoglyean (Jolles and Jolles 1984), Based on their amino acid sequence, lysozymes are
classifed into chicken type {Chiype), goose type (G-type), and phage type (T4-type). These three
difforent classes of lysozyme have overall similarities in tertiary struoture, although their amino

acid sequence are almost entirely different. The amino acid sequence of lysozyme has been



reported for many birds, manunals, fishes and insects. Insects appear to have the Cetype lysorymes
and Ms-lyz appears 1o be an important model 1o understand structure and function due 10 ils
digestive role {(Regel ef el 1998) and its adaptation 1w cold temperatures (Matsuura ef o/, 2002),
Thix ftself deserves further consideration for its biotechnological application as an antibacterial
wnder Jow temperatures,

Refolding of arificially disulfide-reduced and denatured hen egg white Iysozyme has been
extensively studied and modeled (Dong ef wl 2004). However, refolding of lysozyme inchusion
bodies implies lack of glycosylation, which may be o eritical factor in obtaining back native
structure. Early work in bacterial protein overexpression was done using hen egp bysozyme (Miki
ef ol 1987), and folded recombinant lysozyme was oblained by directing its localizalion to
periplasm by fusion with the OmpA signal sequence (Fischer ef al. 19933, However, 1o our best
knowledpe no Jysozyme from other species has been overexpressed in bacieria,

In this study, we overexpressed in £ coflf the Jysozyme from the tobacco horworm, Manducd
sexta as inclusion bodies, and engyme was refolded and purified by affinity and ion exchange

chromatography,

MATERIALS AND METIHODS

Recombinant Expression and Refolding of Ms-lyz

Ms-lyz was overexpressed in £, coli using the pET1a yector {(INovagen), The Tysozyme coding
region of the mature polypeptide was smplified from the ¢cDNA. clone (kind pift from Dy, Michael
Kanost) wsing a high-fidelity DNA polymerase (Invitogen) and primers MSLYZ-F (5

GGOAATTCCATATGAAACACTTCAGCAGGTGTGAG-3" and MBLYZ-R {5~



COCOHOUATCUTTAACAGGAGCTGAGTCAGG-3") containing restriction sites Ndel and BamHl,
respectively, The recombinant clone was scquenced on both strands and tansformed into £, colf
BL2T(DES) competent bacteria (Novagen). The protein was expressed in inclusion bodies, and
refolding conditions were screened from a set of buffers (Armstrong ef g, 1999).

A preparation of 11 of bacterial culture was made. Fermentation was done in Fernbach fiasks with
an inoculum of 25 mi of an overnight culture. Briefly, bacteria were grown in Luria-Bertani broth
with antibiotic unil an optical density of 0.6 at 620 nm was reached, and induced with isopropyl-
thiogalactoside (IPTG) to a final concentration of 0.4 mM, The culture was grown overnight and
the bacierial pellet was harvested and washed in 0.9% NaCl (wiv), The bacterial pellet was
sonicated (four pulses of 10 s at 0 °C) in lysis butfer (0.1 M Tris-JICIH pit 8.0, 1M BDTA, 5 mM
benzamidine, 5 mM dithiotriethol (DTT) and 1 mM phenylmethylsutiony! fluoride, and the Iysate
was centrifuged at 10,000 g for T I at 4 °C. The protein was expressed in inclusion hodies, as
determined by SDS-PAGE from soluble and insoluble fractions of the bacterial Fysate. The pellet
with inclusion bodies was waghed twice using 4 ml of 0.05 mM Tris-HC! builer, pH 7.0, 5§ mM
ERTA, 2 M Urea, 5 mM DTT, and 2% Triton X-100, per g of pellet, the solition was sonicated and
centrifuged at 22,000 g for 30 min, discarding the supernatant, Then, the pellet was washed twice
in ibe same buffer, but without detergent. The inclusion bodies obtained, were dissolved in
extraction buffer (0.05 M Tris-HCI pH 7.0, 5§ mM EDTA, 8 M guanidine-HCI (Gnd-HC1), 5 mM
DTT, at & ratio of 4 ml ¢, Denatured protein was diluted at a final concentration of 4 M Gnd-1C)
with extraction buffer withowt chaotropic agent. The solution was centrifuged ar 10,000 ¢ for 10

min and the precipitate was digcarded.



The Ms-lyz refolding was oblained by exbaustive dialysis of denatured inclusion bodies (4 M Gnd-
HC against buffer confaining 0,055 M Tris-RCE pH 8.5, 1T mM EDTA, 0.1 mM oxidized
plutathione, 1 mM reduced plwtathione, 264 mM NaCl 11 mM KO and 550 mM Gnd-HCl
(Armsirong ¢f of. 1999) with three changes of bulfer. The refolded protein was centrifuged at
F,000 2 for 1 h, Then, the solution was dialyzed exhaustively against phosphate buffer 0.05 M, pH
0.0. All steps were monitored by protein concentration using the Bradford method (Bradford 1976),
SDS-PAGE electrophoresis and lysozyme activity by means of the turbidimetrie lysozyme assay
{Shugar and Fox 1952),

Preparation of Micrococeus lwteus affiniry matrix

The affinity column was prepared by crosslinking Mini-Leak™ divinyl-sulphone agarose (Iem-
Em-Tee, Copenhagen Denmark) to M haews (Calderon de Ja Barca er af, 1991), Briefly, the Mini-
until the maivix was dried. As the affinity ligand, M. heens was suspended in 1 M sodium
carbonate, pH 11 (0,06 g mb') and mixed with the activated mawix o a relation of 0,05-0,2 g of
Hgand per g of matrix. The complex was mixed overnight at 25 °Clin an oscillating plate shaker at
very low speed. Excess active groups were blocked by reaction with 0.1 M ethanolamine/HC) pld
11.0, the matrix was mixed for 2 hat 25 °C. To eliminate the excess of M, futews, the conjugated
matrix was exhaustively washed with distilled water, and packed into # column at Jow pressure
using & OradiFrac liguid chromastography system (Pharmacia),

Ma-{vz chromarographic purification

The dinlyzed refolded Ms-lyz was purified by aflinity chromatography on the M. furers-MiniLeak

coluimn (10 ml) deseribed above, The column was equilibrated with phosphate buffer 0.05 M, ol
i i !
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6.0 (bufler A) and the protein sample was loaded at 18 ml b The elution was performed with a
gradient of O o 1 M NaClin buffer A, at a flow rate of 30 m! !, Fractions of 1 ml were cotlected,
absorbance at 280 nm was monitored during the eiution, and representative samples of elution
peaks were assayed for lysozyme activity (see below) and pooled,

As an additional purification step, ion-exchange chromatography was used, Pooled fractions
contaming lysozyme activity were dialyzed against buffer A, This sample was Toaded mto o 6.0 m)
SP-Sepharose Fagt Flow column (Pharmacia), previously equilibrated with buffer A, Bound
proteing were ghuled vsing @ salt gradient from O 10 1 M NaClin buffer A, ata Dow rate of 36 ml Iy
U Fractions of 1 mb were collected and the absorbanee at 280 nm was monitored, Protein
concentration was determined using the Bradford method (Bradford 1976),

Elegirophoresis

Purity and homuogeneily of protein samples were determined by SDS-PAGE (Laemmli 1970}, Gels
were run at o Min-Protean 3 clectrophoresis system (Bio-Rad), and stained with 1% Coomassie
Brilitant Blue R250 or by silver stain (De Silva er al,, TY95).

Lywomme Activiry

The activity of the refolded protein was determinsted by the turbndbmetsic bvsozyme assay (Shugar
and Fox 1952), A suspension of M, Tufews wag prepared in 0.05 M phosphate pH 6.0 with an optical
density of ~ 0.7 at 450 nm. The change in 0.001 units of absorbance by minute was defined as one
unit of lysozyme activity,

N-terminal amine acid sequence

To vertfy the identity of the recombinant purified Ms-lye recombinant purg protein was separated

By SDS-PAGE and electro-transferred wo PVDEF membranes. Membrane was stained  with



Coomassie Blue R250 and extensively rinsed in distilled water, The 14 kIDa band was cut out and
subjected 10 N-terminal sequencing by Edman degradation m a protein/peptide sequencer (ARB]

model 477A Protein Sequencer, Perlan Elmer) with an on-line AB1 model 1204 HPLC in the

RESULTS AND DISCUSSION

Production of lvsozyme and s vefolding from inclusion bodiey

Ms-lyz was successtully overexpressed in £, cofl, refolded and purified 1o homogeneity, While hen
gpp white Tysozyme has been expressed i cokaryotic systems such as Aspereiling (Archer ¢ al.
1990}, yeast (Nakamura ef o, 1993), and the insect bysozyme from Bombyx morf in Picha pastoris
(Mawsuura e of. 2002), bacterial expression of ysozymes is not trivial due to the protein refblding
conundrim.

Recombinant expression of Ms-lye was evident after induetion with IPTG in a 1ol bacterial lvsate,
as a band of 1.9 kla on an SDS-PAGE (Fipure 1, lanes 1 oand 2). Ms-lyz was in the inclusion
bodies, as observed by SDS-PAGE of the insolible fraction washed with detergents and solubi)ized
with 8 M Gnd-HCI (Figure 1, Jane 3), Refolded Ms-lyz was obtained after screening the conditions
indicated in the literature (Armstrong er al. 1999) (Figure 1, fane 4), using the lysozyme assay (o
test activity (Figure 2).

However, the refolded Ms-lyz wag contaminated with several proteins in the range ol 20-95 KDa,
and therefore further purification was required. Affinity chromatography was thought to be the

most suitable method W select for recombinant molecwles property folded, since the intersction



with the substrate should oceur only when the correer disufilde bonds were formed. Also, this
purification method should exclude conformers with serambled structure,

Far this purpose, M, hurens was covalently conjupated to an activated Sepharose matris (Mini-
Leak™) us described above, Ms-lyz was purified by M. Zureus affinity chromatography by elution
with a salt gradient. Non-bound proteins were chnted by washing (Figure 3, panel A, peak 1), and
SLE-PAGE reveated that 1t contained many contaminating proteins, Ms-lyz eluted at 1 M NaCl
and was shown to still have coptaminant proteing by SDS-PAGE, and in particular a smaller size
band of ~ 10 kDa (Figure ), panel B, fane 2). Fragtions from peak 11 with lvsnzyme aclivity were
pooled, dialyzed against phosphate buffer (50 mM, pH 6.0) and polished using ion exchange
chromatography on SP-Sephavose (Figure 3, panel 3} Ms-lyz was eluted a1 1 M NaCl (peak: 1),
obtaining a single band on SDS-PAGE with an apparent MW of 14,9 kDa (Figure 1, panel B, lane
3). The identity of the recombinant protein was confimed by amino-terminal sequencing of the
pure protein by Edman depradation, and it was identical 1 the deduced ¢cDNA sequence (Mulnix
and Dunn 1294) plus an initial methionine residue required for bacterial expression.

The purification datg for Ms-lyz is summarized in Table 1. Two steps were required o obtain a
pure Ms-byz, and the purification was started with 20 mtb of seluble inclugion badies in 4 M Gnd-
HCL Bince one Hier of eultured bacteria yields ~ 50 ml of soluble inclusion bodies, the total yield
would be 175 pg of Ms-lyz 1" of media, This yield may appear to be extremely low, bul seale-up
on a oreactor and optimization of growth conditions may increase the yield of biomass and
therefore mclusion bodies as well. Another eritical factor 13 the Joss of protein as agpregates during

refolding and this may be suitable Tor further optimization using additives (Vallejn 2004),



Inclusion body formation s considered a fastidious and disadvantageous feature of bacierial protein
expression systems. However, it protects the expressed polypeptide from proteolviic degradation
but reites on obraining adequate renaturation conditions thatl recreate the native structure (Carrio
and Villaverde 2002). For secreted proteins this also implies the formartion of the cognate disulfide
bonds m the absence of leading peplide, since scrambled proteins are seldom active, Manduca
vexta lysozyme b8 an enzyme with features that deserve further biochemical and biophysical
characterization, Some insect lysozymes are reported to have enzymatic and antibacterial activity at
fow temperatures (Matsuura ef ol 2002). Since bacterially-expressed Ms.lyz is not plycosylated,
this will nllow testing the role of this post-transiational modification on the function, since the
gnzyme can be purified from the insect hemalymiply, Ms-lyz may alzo be useful as a parallel sysiem

to study protein refolding hesides the widely used hen ey lysozyme,
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Figure and Table Legends

Figure 1. SINS-PAGE anudysis of the expression and purification of recombinant Ms-
ir . . Ll . ' . i ! ‘
lyz. Panel A, overexpression of lysozyme Monduca sexta recombinant from £, coll, MW,
molecular markers Broad Range BIORAD; lane 1, bacteria withow induction; lane 2,
bacteria induced with IPTG; lape 3, inclusion bodies in 8 M Gdn-HCI; tane 4, refolded
protein with reduced and oxidized phuathjone; lane 5, dialyzed against 50 mM phosphates
pk 6.0, Gel was stained with Coomassie Blue R250. Panel B, purification of recombinant
Me-lyz, MW, molecular markers; lane 1, protein in 50 mM phosphates pli 6.0; lane 2,
M e ] J1as)
peak 11 from affinity chromatography Micrococcus Twens column; lane 3, lysozyme re-
purified by SP-Sepharose chromatography, Gel was stained by the silver stain method.
Both pels were done o a J0-20 % acrylamide gradient,

Figure 2. Assay activity of refolded Ms-byz against Micrococons tutens. Decrease in
aptical density at 430 nm is due o Iysis o M. lureous suspension by breackdown of
bactertal peptidoglyvean,

Figure 3, Elwtion profife of vecombinant lysozyme from Manduca sexta A) Affinity
Chromatography on Mini-Leal/Micrococous luteus Column, Sample ol folded protein 0,05
M phosphates ph 6.0 was applied 1o the column and eluted with the 1 M NaCl in same
buffer (flow rate = 30 ml ]1"1}, 13) 5P-Sepharose cation exchange colummn (6 ml). Ms-lyz
cobtining fractions from affinity column were equilibrated with buffer A and applied 10
the column, A linear gradient of NaCl diluled in buffer A was applied (buffer B) for
chution. Flow rate: 36 mi b, Ms-lyz was elated at | M Nacl,

Table 1. Summary of the purification of recombinant Ms-lyz from £ celi, Purification
was started from 20 m] ofrefolded Ms-lyy in 4 M Gnd-HCl



Table 1,

Total Specific
Purification Step  Activity  Total Protein  activiry Purification Yield
(L) {mp) Umgh ol %
Crude enzyme
Phosphate 50 mM
pi 6.0 93,7123 1.832 31,250 1O 100
Atliny
chromarography
M. hiteus 15,225 0.17 90,0350 1.8 9
ion-exchange
Chromatography
SP-Sepharose 6,955 0.07 101,533 2.0 7
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