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Resumen

En los procesos de obtencion de proteinas recombinantes pueden surgir
diferentes problemas, como la obtencion de producto mal plegado, sin actividad biologica o
en cantidades insuficientes debido a su toxicidad para el organismo productor. Con el objetivo
de mejorar el rendimiento en la produccion de proteinas recombinantes, se disefiaron distintas
estrategias, una de ellas es la obtencion de una proteina de fusidon o quimera. En este enfoque,
se obtiene la proteina de interés unida mediante un conector o “linker” al extremo de otra
proteina con propiedades beneficiosas que mitigan problemas como el mal plegado, baja
solubilidad, toxicidad o simplificar su purificacion. Una de las desventajas de esta estrategia
es que puede, segun el uso del producto proteico, requerir un paso adicional para separar la
proteina de interés de la otra proteina a través de la digestion con una proteasa. Esto se logra
mediante la inclusion de una secuencia de corte (secuencia de aminoacidos) para una proteasa
especifica en el conector o linker. La proteasa a utilizar debe ser especifica (cortar solo en un
unico sitio), resistente a distintas condiciones de entorno y poseer una alta actividad
enzimatica, todas caracteristicas que cumple la proteasa del Virus del Grabado del Tabaco
conocida como TEVp (Tobacco Etch Virus protease). El presente trabajo tiene como objetivo
desarrollar un proceso productivo para la proteasa TEV y el mejoramiento de su actividad
enzimatica frente a sustratos complejos mediante el uso de diferentes excipientes. Con este
objetivo utilizamos la bacteria E.coli BL21, cultivada en medio LB (Luria-Bertani) con
ampicilina (100 pg/mL) como antibidtico de seleccion. La expresion se indujo con IPTG 0,4
mM vy la purificacion se realizd6 mediante cromatografia de afinidad IMAC, seguida de una
columna preparativa de exclusién molecular S-200, utilizando el equipo AKTA system. Como
sustrato complejo se utilizé un constructo de MBP-CCNA2(A171) en E.coli C41, cultivado en
medio LB con ampicilina (100 pg/mL). La induccién se realizé con IPTG 0,4 mM y la
purificacion se realizé mediante cromatografia de afinidad por columna de amilosa y luego
utilizando la misma columna de exclusiéon molecular, de la cual se recolectd la fraccion
oligomerizada. Entre los excipientes probados, ninguno mejord la actividad enzimatica
significativamente frente a sustratos complejos, aunque la mayoria no afectd

significativamente la actividad de la proteasa. Por lo tanto, estos excipientes podrian ser tiles
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para mejorar la solubilidad y estabilidad del producto en casos en los que este sea inestable

luego del corte.
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Abstract

IMPROVED FORMULATIONS OF VIRAL PROTEASES FOR USE IN THE
PRODUCTION OF RECOMBINANT PROTEINS

In the process of obtaining recombinant proteins, many problems may arise,
like obtaining a misfolded product, one without biological activity or in insufficient quantities
due to toxicity to the host. With the aim of improving the yield of recombinant protein
production, many strategies have been designed, one of them is the obtention of a fusion
protein or chimera. In this approach, the protein of interest is connected through a connector
or linker to the end of other proteins with beneficial properties that help mitigate problems
like misfolding, low solubility, toxicity or to simplify the purification process. One of the
downsides of this approach is that it may need, depending on the usage of the product, an
additional step to separate the protein of interest off the other protein through digestion with a
protease. This is done with the inclusion of a recognition sequence (a sequence of amino
acids) of a specific protease in the connector’s sequence or linker. This protease needs to be
specific (to cut the specific sequence), resistant to different environmental conditions and to
have a high enzymatic activity, all of these characteristics fulfilled by the Tobacco Etch Virus
protease (commonly known as TEVp). The present work has as objectives the development of
a productive process for the TEV protease and the improvement of its enzymatic activity
against complex substrates with the usage of different excipients. To achieve this, we used
E.coli BL21, cultivated in LB (Luria-Bertani) broth with ampicillin (100 pg/mL) as a
selection antibiotic. The expression was induced with 0.4 mM IPTG and the purification was
done through IMAC affinity chromatography, followed by size-exclusion chromatography
with an S-200 preparative column, using an AKTA system. A construct of
MBP-CCNA2(A171) in E.coli C41 and cultivated in LB broth with ampicillin 100 pug/mL was
used as the complex substrate. The expression was induced with 0.4 mM IPTG and the
purification was done through amylose affinity chromatography, followed by size-exclusion
chromatography with an S-200 preparative column, in which it was picked the oligomerized
fraction. Among the excipients tested, none significantly improved enzymatic activity against

the complex substrate, even though most of them did not significantly affect the protease. So,
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these excipients could be useful for improving the solubility or stability of the product in

cases where it is unstable after digestion.
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Introduccion

1.1.  Virus del Grabado del tabaco (Tobacco etch virus)
1.1.1. Origen de la proteasa TEVp

La proteasa TEV (TEVp) es una proteasa viral de 27 kDa proveniente del Virus
del Grabado del Tabaco (Tobacco Etch Virus, TEV), que pertenece al grupo Potyvirus de la
familia Potyviridae. El genoma de TEV estd compuesto por una cadena simple positiva de
RNA con 9500 nucleotidos (Allison et al., 1986; Hari, 1981). Esta cadena de RNA da origen,
mediante la utilizacion de la maquinaria celular para la traduccion, una cadena polipeptidica
unica de 3054 aminoacidos (o 346 kDa) que origina 10 proteinas gracias a la accion
combinada de tres proteasas (P1, HC-Pro y Nla) (Fig. 1).

De las 3 proteasas, P1 y HC-Pro se autoclivan del extremo amino terminal de la
poliproteina. En cambio, la proteina de inclusion nuclear a (NIa) juega un rol fundamental en
la obtencion de los productos del genoma de TEV. De esta poliproteina de 49 kDa se origina
una proteina VPg (Viral Protein genome-linked o Proteina Viral ligada al genoma) de 21 kDa

y una proteasa (TEVp) de 27 kDa (Allison et al., 1986; Parks et al., 1995).

P1 HC-Pro P3 Cl 6 Nla NIb CAP

~ —

Helicasa Replicasa

) —
v
(s )

2 kDa 27 kDa

} '
(Pro)))

25kDa 25kDa 2 kDa

Figura 1: Mapa gendmico del Tobacco Etch Virus y sus productos. P1 y P3: Proteinas 1 y 3;
HC-Pro: Componente ayudante de transmision de afidos con actividad proteasa; CI: Proteina

de inclusion citoplasmatica con actividad helicasa; Nla y NIb: Proteina de inclusion nuclear a
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y b; CAP: Proteina de capside; VPg: Proteina viral ligada al genoma; Pro: Proteasa TEV
(TEVp). En la TEVp wild type ocurre un auto clivaje que produce una proteasa truncada de 25
kDa con actividad catalitica disminuida (Adaptado de Parks et al., 1995).

1.1.2. Estructura proteica de TEVp

La proteasa TEVp es una cisteina-proteasa, posee una estructura perteneciente
al grupo de proteasas tipo 3C, esto significa que su estructura es similar a las serina-proteasas
(como tripsina y quimotripsina), pero la TEVp utiliza una cisteina en vez de una serina en su
sitio activo. Analizando su estructura terciaria, esta posee 2 dominios con una estructura del
tipo barril beta antiparalelos (Fig. 2) que estdn presentes en la serina-proteasas (Phan et al.,
2002). Actualmente se la clasifica como cisteina-proteasa segun el sistema de clasificacion de

proteasas MEROPS [MEROPS Clan PA(C), family C4].

Figura 2: Modelo de cinta de la estructura de la proteasa TEV(S219D) (izquierda) y la triada

catalitica de la misma (derecha). Los residuos de la triada se modelaron en formato barras y
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esferas para visualizarse en la estructura (Verde: Carbono, Azul: Nitrogeno, Amarillo:

Sulfuro, Rojo: Oxigeno).

En las cisteina-proteasas, la ruptura del enlace peptidico es llevada a cabo por
una triada catalitica por los aminodcidos His, Asp y Cis. En el caso de la TEVp la triada es
llevada a cabo por His46, Asp81 y Cisl51, los cuales estan presentes entre los barriles beta
antiparalelos (Phan et al., 2002).

La TEVp salvaje experimenta una autolisis que resulta en una proteasa
truncada con actividad disminuida (Figura 1). Esta auto escision ocurre luego del residuo 218
del extremo C terminal, en un regidén que no coincide con la secuencia consenso de corte ni
con sus variantes (Parks etal., 1995; Phan et al., 2002). Esto se debe a que el extremo C
terminal tiene una estructura flexible, lo que permite que el enlace peptidico entre Met218 y
Ser219 se encuentre cerca del sitio activo cuando no hay presencia de sustrato. El extremo C
terminal libre puede interactuar con el sitio activo de la proteasa en una especie de mecanismo
de autoinhibicion (Nunn et al., 2005). A través de mutagénesis dirigida, se han desarrollado
distintas variantes de la TEVp en las que se sustituye Ser219 por otros aminodcidos (S219V,
S219D) para disminuir el movimiento del enlace peptidico y, de este modo, obtener una

variante mas resistente a autoprote6lisis (Phan et al., 2002, 2002).

1.1.3. Especificidad de la secuencia de TEVp

Los productos proteicos maduros de TEV provienen de una tnica poliproteina
precursora, cuyo procesamiento es llevado a cabo principalmente por una proteasa viral de 27
kDa (TEVp). Esta proteasa reconoce el motivo de secuencia conservado E-X-X-Y-X-Q/(S-G)
(en X pueden ir diferentes residuos), por lo que el corte de la poliproteina entre la glutamina
(Q) y la serina (S) o glicina (G) da lugar a que alguno de estos residuos se convierta en el
nuevo extremo N-terminal (Carrington et al., 1988; Dougherty et al., 1988).

El efecto que tienen los cambios en los residuos de las diferentes posiciones de
la secuencia de reconocimiento en la actividad enzimatica de la TEVp han sido estudiados en
profundidad. Los residuos se numeran en relacion con la proximidad al enlace que se escinde

y se denominan P1, P2, P3, P4, P5 y P6 (Fig. 3). Mediante estudios cristalograficos se ha
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demostrado que los residuos en las posiciones P6, P4, P3, P2, P1 y PI1’ interactlian
directamente con el sitio de union a sustrato, mientras que el residuo en la posicion PS5 es el
unico que estd expuesto al solvente, lo que permite la presencia de la mayoria de los
aminoacidos sin afectar la actividad enzimatica (Dougherty et al., 1989; Phan et al., 2002).

Una de las ventajas por la cual se opta por la TEVp es que tiene una gran
tolerancia a los cambios de residuo en la posicion P17, lo cual se debe a su bolsillo S1°, el cual
expone parcialmente la cadena lateral al solvente en lugar de estar contenida en el complejo.
Esto permite obtener extremos N-terminales con distintos residuos (Kapust et al., 2002; Phan
et al., 2002). De todas las combinaciones de residuos posibles, la secuencia 6ptima de clivaje
es E-N-L-Y-F-Q/S-G (Fig. 3), esta misma est4 presente entre los fragmentos NIb y CAP de la
poliproteina (Boulware et al., 2010).

ENLYFQ/G

P6 P5 P4 P3 P2 P1 P1’

Figura 3: Diagrama de la secuencia de corte de la TEVp.

1.1.4. Condiciones de reaccion de TEVp

Una de las ventajas de la TEVp es su tolerancia a diversas condiciones de
reaccion y su estabilidad en presencia de diferentes excipientes. La enzima mantiene una
actividad similar en un rango de pH entre 6 y 9 (Parks et al., 1995), y muestra una mayor
actividad a temperaturas de 30-34°C, aunque retiene aproximadamente un 50 % de su
actividad a temperatura ambiente (20°C) y un 10% a 4°C, mientras que su actividad
disminuye a temperaturas superiores a 34°C (Nallamsetty et al., 2004).

El buffer estandar para la digestion in vitro es buffer Tris-HCl 50 mM pH=8,0,
EDTA 0,5 mM, DTT 1 mM. Se ha demostrado que conserva parte de su actividad en distintos

buffers de purificacion por columna de afinidad, como los utilizados para etiquetas de
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poli-histidina (Buffer Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM, pH=8,0; NaCl 0,3 M; imidazol 300 mM),
MBP (Buffer Tris-HCl 20 mM, pH=7,4; NaCl 0,2 M; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; maltosa 10
mM), GST (Buffer Tris-HC1 50 mM, pH=8,0; glutation reducido 10 mM) y Strep-tag (Buffer
Tris-HC1 50 mM, pH=8,0; NaCl 0,15 M; EDTA 1 mM; destiobiotina 2,5 mM) (Sun et al.,
2012).

Aunque en el buffer estdndar no se utilizan sales, se le suele agregar 0,2 M de
NaCl, y puede tolerar concentraciones de hasta 2 M. Se reportd que resiste diferentes
concentraciones de agentes desnaturalizantes como urea (2M), cloruro de guanidinio (2M),
2-mercaptoetanol (0.7 M) y SDS (1%) (Cabrita et al., 2007; Fang etal., 2013; Sun et al.,
2012). También soporta concentraciones de excipientes como EGTA, etilenglicol, Triton
X-100, Tween 20%, NP-40 y CHAPS. Ademas, la proteasa es insensible a inhibidores de
serina-proteasas, como PMSF, AEBSF, TLCK, bestatina y pepstatina. Por otro lado, es muy
sensible a agentes alcalinizantes que reaccionan con cisteinas, como N-etilmaleimida,

yodoacetamida y Zn** 5 mM, ya que estos interactian con cisteinas e histidinas (Dougherty

et al., 1988, 1989).

1.2. Excipientes
1.2.1. Categorias de excipientes

Buffers

Los buffer o soluciones tampdn tienen como funcion principal mantener el pH
de una solucion, este mismo puede afectar la ionizacién de las cadenas laterales de los
aminoacidos, la conformacion y estructura de una proteina, impactando en su actividad
bioldgica.

El rol que tiene el pH en la estructura de las proteinas es importante para los
niveles secundarios, terciarios y cuaternarios de organizacion estructural, ya que puede afectar
las interaccion entre aminoacidos. Algunos de estos tienen en sus cadenas laterales grupos
ionizables con pKas caracteristicos (por ejemplo, la lisina y la arginina poseen en sus cadenas
laterales grupos aminos con pKas de 10,5 y 12,4, respectivamente). Las interacciones idnicas

entre grupos cargados, como los grupos aminos y carboxilos de los aminoacidos, se ven
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afectadas por el pH. Por lo tanto, el cambio de pH puede alterar la carga de estos grupos y, en
consecuencia, los enlaces que estabilizan la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de
las proteinas (Dill, 1990). Ademas, existen grupos laterales labiles que, a pHs extremos,
pueden modificarse, lo que conduce a un cambio en la estructura primaria. Por ejemplo, en
pHs basicos, los residuos de asparagina pueden deamidar, introduciendo un acido aspartico o
acido iso-aspartico en lugar de la asparagina original (Pace et al., 2013; Pikal et al., 1991).

Ademas de las interacciones ionicas, los puentes de hidrogenos, claves en la
estabilizacion de estructuras secundarias como hélices alfa y laminas beta, también se ven
afectados por cambios en el pH, modificando asi la estabilidad y conformacion de la proteina
(Dill, 1990). En casos extremos, las proteinas pueden alcanzar un punto de desnaturalizacion
en la cual se altera de forma irreversible su estructura y funcion.

El punto isoeléctrico (pl) es el pH especifico en el que una proteina tiene una
carga neta cero. En este pH, la solubilidad de la proteina disminuye debido al equilibrio entre
las fuerzas atractivas y repulsivas, lo que puede llevar a su precipitacion o agregacion (Dill,
1990; Fu et al., 2010; Takano et al., 2000).

Al modificarse la organizacion de una proteina, también se modifica su funcion
e interaccion con sustratos o ligandos. Cada enzima una tiene un pH oOptimo donde su
actividad catalitica es maxima y, al alejarse de este rango, la actividad puede disminuir
drasticamente. Por ejemplo, la pepsina, una enzima producida en el estdmago, tiene su mayor
actividad en un pH entre 1,5 y 2,5, y se desactiva de forma permanente a un pH de 5,0 (Tang,
2004). Ademas, el cambio del pH puede afectar los residuos de los aminoacidos del sitio
activo, alterando su afinidad por distintas biomoléculas, como ocurre con la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno en condiciones de pH inferior al fisioldgico (conocido como
efecto Bohr) (Berenbrink, 2011).

Los buffers compuestos por acetato, citrato, tris y fosfato permiten regular una
amplio rango de pH (de 3 a 10), y su interaccion con las proteinas varia considerablemente
dependiendo de la naturaleza del ion y de la proteina con la que interactiian (Fig.4) (Akers
et al., 2002; Katayama et al., 2006; Zheng & Janis, 2006). Los buffers también pueden variar
su pH en funcion de la temperatura o tras ciclos de congelado-descongelado (Stoll &

Blanchard, 1990).
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Figura 4: Diagrama que representa la interaccion de PBS con distintas proteinas. En el
diagrama se destaca que el buffer fosfato (PBS) mejora la estabilidad térmica de la lisozima
(Lys) en comparacion con hemoglobina (Hb) al formar capas alrededor de la proteina

(Sacado de Pavani et al., 2021).

Sales

La sal tiene varios efectos importantes en las proteinas que pueden influir en su
estructura y funcion. Los iones afectan la fuerza idnica como mecanismo general, pero
también pueden interactuar diferencialmente, dependiendo del tipo de cation y anion, con las
biomoléculas.

En concentraciones bajas, la sal puede aumentar la solubilidad de las proteinas
en soluciones acuosas (conocido como fendmeno salting in). Esto se debe a que los iones de
sal interactian con las cargas superficiales de la proteina, disminuyendo las interacciones
hidrofobicas con el agua y entre proteinas, lo que termina estabilizando las zonas hidrofobicas
de una proteina y mejorando su solubilidad. Por ejemplo, se observé que el agregado de NaCl
disminuy6é la tasa de agregacion de proteinas recombinantes, como KGF (Factor de
Crecimiento de Queratinocitos) y FVIII SQ (Factor de Coagulacion VIII variante SQ)
(Fatouros & Sjostrom, 2000; Zhang et al., 1995).
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En mayores concentraciones, la sal puede llevar a la precipitacion de proteinas
(salting out). Este fendmeno ocurre debido a que los iones de sal saturan las cargas
superficiales de la proteina y empiezan a competir con las proteinas por la interaccioén con el
agua, aumentando las interacciones proteina-proteina e induciendo la precipitacion. Este
fenomeno se utiliza en métodos de purificacion de proteinas, como en la técnica de "Salting
Out". Por ejemplo, el agregado de sal aumenta la agregacion de thG-CSF (Factor Estimulante
de Colonias Granulocitos recombinante humano) (Chi et al., 2003).

Como se menciond antes, la sal, en bajas concentraciones, puede estabilizar la
estructura de algunas proteinas al interactuar con grupos cargados en la superficie de las
proteinas, lo que puede ayudar a mantener su estructura. Existen compuestos que, en altas
concentraciones, conducen a la desnaturalizacion proteica, denominados agentes
desnaturalizantes, al inducir la ruptura de enlaces no covalentes (como puentes de hidrogeno y
fuerzas de Van der Waals) que mantienen la estructura tridimensional de la proteina, lo que
puede llevar a la pérdida de su actividad biologica (Arakawa & Timasheft, 1984; Goto &
Fink, 1989). Los agentes caotropicos mas conocidos, pero no los Unicos, son el cloruro de
guanidinio y la urea.

En general, los efectos que puede producir una sal en una proteina pueden
asignarse a la serie de Hofmeister, la cual es una clasificacion de propiedades fisicas de iones
en una solucidén acuosa, como su capacidad para precipitar proteinas (Fig. 5). Ademas, se
descubrié que también tienen un efecto en la estabilidad de la estructura secundaria y terciaria
de las proteinas, en especial los aniones (Gokarn et al., 2011; Kunz et al., 2004).

Los iones se dividen en cosmotropicos (izquierda de la serie) y caotrdpicos
(derecha de la serie). Los iones cosmotropicos tienden a precipitar proteinas, prevenir su
despliegue al disminuir la solubilidad de los grupos hidrofébicos y aumentar la interaccion
hidrofobica. En cambio, los iones caotropicos tienden a solubilizar proteinas y promover su
despliegue al aumentar la solubilidad de grupos hidrofobicos y disminuir la interaccion
hidrofobica (Thomas & Elcock, 2007).

En resumen, el efecto de la sal en las proteinas es amplio y depende de la
concentracion y tipo de la sal, el tipo de proteina y las condiciones del medio. El efecto de la

sal debe probarse empiricamente para cada sistema proteico.
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Figura 5: Diagrama de la serie de Hofmeister.

Osmolitos

Los osmolitos son solutos intracelulares orgdnicos presentes en
microorganismos que los ayudan frente a condiciones de estrés al estabilizar
termodindmicamente a las proteinas, mejorar su solubilidad y participar en el plegamiento de
estas.

Se observo que gran parte de los osmolitos tienen un efecto de hidratacion
diferencial en el estado nativo y, con ello, favorecen el plegamiento de proteinas (Arakawa &
Timasheff, 1985; Kumar, 2009). Los osmolitos se clasifican en metilaminas, polioles y
aminoacidos y sus derivados (Fig. 6). Los osmolitos mas utilizados para estabilizar proteinas
en formulas liquidas y liofilizadas son sacarosa, trehalosa, sorbitol y glicina, aunque hay otros

osmolitos que tienen aplicaciones mas limitadas (Kumar, 2009).
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Figura 6: Diagramas con ejemplos de los 3 mayores grupos de osmolitos (Adaptado de

Kumar, 2009).

Hidratos de carbono/Sacaridos

Los hidratos de carbono son frecuentemente utilizados en formulaciones
farmacéuticas debido a sus propiedades estabilizantes. Se estudid como diferentes sacaridos
(y otros osmolitos) son utilizados en la naturaleza por microorganismos al enfrentarse a
condiciones de estrés para mejorar la solubilidad y estabilizar la estructura de proteinas,
favoreciendo su correcto plegamiento. Estos azlcares afectan las proteinas a través de la
hidratacion preferencial del estado nativo en formulas liquidas y la formacion de matrices
cristalinas, en formulas liofilizadas (Bhatnagar et al., 2007; Chang et al., 2005; Kim et al.,
2003; Olgenblum et al., 2023).

Aunque hay una gran variedad de sacaridos en la naturaleza, muchos de estos
pueden reaccionar con distintos residuos de las proteinas y causar su desnaturalizacion o
modificacion, reduciendo la variedad de sacaridos utilizables (Banks et al., 2009). Por
ejemplo, los azlicares pueden reaccionar con las proteinas mediante la reaccion de Maillard
(Tarelli et al., 1994), donde un azucar reductor (como la glucosa o la fructosa) se une a un
grupo amino de un aminoécido. Esta interacciéon forma un compuesto llamado "base de
Schiff", modificando covalentemente la proteina.

La sacarosa y la trehalosa (Fig. 7) son dos disacéaridos conocidos por su
capacidad de estabilizar proteinas en formulas liquidas y liofilizadas. Ambos son
considerados estabilizadores debido a su naturaleza no reductora, su resistencia a sufrir
hidrolisis, su baja cristalizacion al variar la temperatura y su capacidad de absorber humedad

sin cristalizar (Singh, 2018).
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Figura 7: Estructura de los disacaridos trehalosa y sacarosa.

Surfactantes

Los tensioactivos, también conocidos como surfactantes, son sustancias que
influyen en la tension superficial de la interfase entre dos fases diferentes (liquido/liquido,
liquido/gas o liquido/so6lido). Los mas conocidos y utilizados en formulaciones parenterales
son los polisorbatos 20 y 80 (también conocidos como Tween 20 y 80) (Fig. 8), debido a que
evitan la agregacion de proteinas por agitacion y estrés por liofilizacién y congelacion.

Estos tienen la capacidad de competir con las proteinas por las superficies
hidrofobicas en interfaces aire-agua y evitar que pierdan su estructura nativa. Estas pueden
bloquear la adsorcidon de proteinas a superficies hidrofobicas y, al mismo tiempo, interactuar
con las regiones hidrofobicas de las mismas proteinas (Kamerzell et al., 2011).

Tanto con proteinas en su estado nativo como en su estado no plegado, los
surfactantes pueden influir en la estabilidad conformacional de las proteinas a través de
interacciones diferenciales. En la mayoria de los casos, la interaccion diferencial con
proteinas no plegadas disminuye la estabilidad del estado nativo, mientras que la interaccion
diferencial con el estado nativo aumenta la energia libre de desnaturalizacion y favorece dicho
estado. Dicho lo anterior, los surfactantes pueden inhibir la agregacion de proteinas en
interfaces. Ademas, se observo que estos funcionan como chaperonas quimicas al aumentar la

tasa de replegamiento de proteinas.(Bam et al., 1998; Chi et al,, s. f.).
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Figura 8: Estructura de Tween 20 (Izquierda) y 80 (Derecha).

Aminoacidos

Existen diferentes aminoacidos con distintas caracteristicas que afectan la
estabilidad de las proteinas, ya que tienen la capacidad de actuar como buffers y/o
antioxidantes. Asimismo, pueden interactuar con una proteina a través de hidratacion
diferencial y mediante enlaces no covalentes (Arakawa, Ejima, etal., 2007; Arakawa,
Tsumoto, et al., 2007).

Dentro de los aminoacidos existentes, los mas utilizados son la histidina, la
arginina y la glicina (Fig. 9). La histidina se utiliza en muchas ocasiones como buffer y
también puede estabilizar a la proteina al interactuar de forma no covalente (Chen et al., 2003;
Wade & Tucker, 1998). La glicina es utilizada en formulaciones liquidas y liofilizadas debido
a su capacidad de actuar como buffer (Pyne & Suryanarayanan, 2001; Tian et al., 2007). Por
su parte, el aminoacido mas utilizado en la estabilizacion de proteinas es la arginina. Este es
un aminoacido particular, ya que tiene propiedades interesantes para el area de la
biotecnologia, donde se emplea con frecuencia en los procesos de replegamiento y para evitar

la agregacion de proteinas (Arakawa, Ejima, et al., 2007; Nakakido et al., 2009).

Glicina Histidina Arginina

0 NH 0

H,N Z . o )

N N OH
O HN hHz NH;

Figura 9: Estructuras de los aminodacidos glicina, histidina y arginina.
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2. Antecedentes

Se ha descrito (Tropea et al., 2009) un método simple y escalable para producir
una TEVp mutante (S219V) soluble utilizando Escherichia coli (E.coli) como sistema de
expresion, en el que se agregd un tag (etiqueta) de 6 histidinas en el extremo N-terminal para
poder purificar hasta homogeneidad por cromatografia de afinidad con metal inmovilizado
(IMAC) con resina Ni-NTA y cromatografia de exclusion molecular. En el disefio del
plasmido se incluyd la secuencia de la proteasa junto con la proteina de unidén a maltosa
(MBP) en el extremo C-terminal para mejorar la solubilidad de esta y que se acumule en
forma soluble en el citoplasma en vez de en cuerpos de inclusion. En la region conectora o
linker entre estas dos proteinas se incluyd un sitio de clivaje para TEVp, y el
autoprocesamiento de esta “quimera” ocurre previo al proceso de purificacion.

Otros grupos desarrollaron procesos similares en los que se utilizan diferentes
disefios del proceso, pero se conserva la etapa de purificacion por IMAC. En Raran-Kurussi
et al. (2017) se disefio una secuencia de TEVp (unida al extremo C-terminal de MBP) en el
que se introdujeron tres mutaciones (L56V, S135G y S219V), las cuales confieren mayor
estabilidad y solubilidad a la proteasa, permitiendo obtener un rendimiento de 42-50 mg/L de
cultivo. El grupo de Enrique-Flores y colaboradores obtienen una proteasa con siete
mutaciones (S219V, T17S, N68D, 177V, L56V, S135G y la eliminacién de 5 aminoacidos del
extremo C-terminal) con un rendimiento de ~55 mg/L de cultivo (Enriquez-Flores et al.,
2022).

El uso de excipientes en procesos de eliminacion de tags de purificacion no es
nuevo. Otros trabajos demostraron que la presencia de ciertos excipientes mejora la
estabilidad del producto proteico obtenido y permite una mayor exposicion de la secuencia de
corte, aumentando el rendimiento de corte de proteasas (Shahravan et al., 2008). En reiteradas
investigaciones se probd la capacidad de TEVp de resistir la presencia de excipientes que
inhiben la actividad de otras proteasas (Cabrita et al., 2007; Fang et al., 2013; Lundbick et al.,
2008; Sun etal.,, 2012). También se observd que la presencia de estos puede mejorar la
solubilidad del producto de interés luego de la digestion, aunque no se analizo si mejora el

rendimiento la proteasa, permitiendo obtener mayor cantidad de producto (Lee et al., 2019).
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3. Descripcion

Como se menciono anteriormente, la proteasa TEV (TEVp) es una proteina que
reconoce a la secuencia de aminoacidos Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln/Gly (E-N-L-Y-F-Q/G).
Gracias a la técnica de mutacion dirigida, se pudieron obtener diferentes variantes de la
proteasa que tienen mayor actividad catalitica, estabilidad, solubilidad, adaptabilidad a
cambios en la secuencia de corte o resistencia en presencia de diferentes reactivos, en
comparacion con proteasa salvaje (proveniente de la secuencia del virus de referencia) o wild
hype.

Una de las claves de su actividad es el acceso al sitio de corte por parte de la
proteasa, lo cual representa una de las dificultades mas significativas frente a blancos con una
estructura “compleja”; por ejemplo aquellas proteinas oligoméricas donde el sitio de corte
puede ocultarse del solvente. Por ello, el desarrollo de formulaciones con excipientes de
diferentes naturalezas permitiria mejorar la actividad frente a este tipo de blancos y, asi,
obtener mayores rendimientos de la proteina de interés. Estas formulaciones podrian
implementarse en los protocolos de digestion de blancos que se sepan que tienden a
oligomerizar o tengan una estructura compleja que oculte la secuencia de corte.

Para analizar el efecto de los excipientes en la actividad enzimatica se
utilizaran 2 sustratos que varian en su complejidad estructural (simple y complejo). Como
sustrato simple se utilizé un constructo que tiene un sitio de corte de TEVp entre las proteinas
MBP y un fragmento de Hcpl00 (fHcpl00), esta ultima, debido a su corta secuencia
aminoacidica, no formaria una estructura tridimensional que evite la exposicion de la
secuencia de corte y, por lo tanto, que produzca un impedimento estérico para la proteasa.
Como sustrato complejo se utilizd otro constructo cuya secuencia de corte no estd expuesta
debido a que se encuentra entre las proteinas MBP y CCNA2(A171), esta ultima, debido a que
tiene una estructura que tiende oligomerizarse y formar especies de distinto peso molecular,

produce un mayor impedimento estérico para la proteasa y disminuye la eficacia de la misma.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

El objetivo general es obtener la TEVp en forma recombinante, con alta
pureza quimica y conformacional, y desarrollar formulaciones de corte que mejoren la

performance de esta proteasa frente a sustratos complejos.

4.2. Objetivos especificos

Obtener en forma recombinante la TEVp a partir de un cultivo de E.coli.
e Purificar la proteina hasta homogeneidad mediante técnicas cromatograficas.
® Analizar su pureza quimica, conformacional y su actividad especifica.

e Ensayar excipientes que estabilicen la proteasa en condiciones adversas de corte o

frente a sustratos parcialmente resistentes al clivaje
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5. Metodologia de Desarrollo

5.1. Expresion y purificacion de la proteina MBP-TEVp
5.1.1. Crecimiento bacteriano

Inicialmente se contaba con un clon productor, transformado con un plasmido
(pRK793-TEVp-S219V) de expresion, que codifica para la proteina TEVp quimera descrita
anteriormente, almacenado en crioviales a -80 °C. Con el objetivo de lograr la expresion
recombinante de la TEVp, se incubd a 37 °C durante la noche (ON) en una placa con medio
LB agar con ampicilina (100 pg/mL), inoculada con el stock bacteriano a -80°C de E.coli
BL21 mencionado anteriormente.

Luego de crecer la placa hasta el dia siguiente, se inocul6 un tubo de ensayo
con medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 a 37 °C, 200 RPM, 5 h. Como control
de crecimiento negativo, se utilizd un tubo con el mismo medio sin inocular. Pasadas las 5
horas, se trasvaso la mitad del contenido a cada uno de dos erlenmeyers con 50 mL de medio
LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubd a 37 °C, 200 RPM, ON. Los medios inoculados
se trasvasaron a 2 erlenmeyers con 950 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se
incubaron a 37 °C, 200 RPM. Cuando el cultivo alcanzé una DOsoo 0,6-0,8, se indujo con
IPTG 0,4 mM y se incubd a 30 °C, 200 RPM, 4 h.

Previo y posterior a la induccién (tiempo 2 y 6 horas), se tomd una muestra
representativa para evaluar el nivel de expresion. Para ello, se centrifugd una muestra de los
cultivos a 13.000 RPM por 5 minutos y se retird el sobrenadante. El pellet bacteriano
recuperado se le agregd 25 uL de buffer de carga reductor 1X (Buffer Tris-HCI 50 mM
pH=6,8; SDS 2 % (m/v); glicerol 6 % (v/v); DTT 2 mM; azul de bromofenol 0,01 % (m/v)) y
se incubd a 95 °C por 5 minutos, previo a su resolucion en un SDS-PAGE.

Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 6.000 RPM en una
centrifuga RC-5C-Plus (Sorvall), utilizando un rotor GSA con capacidad para mamaderas de
500 ml a 4 °C por 20 min. Los pellets recuperados fueron resuspendidos en dH-O y guardados

a-80 °C.

5.1.2. Lisis celular
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Con el fin de extraer la TEVp soluble, se utilizd6 el método de lisis por
sonicacion. Las bacterias recolectadas se resuspendieron en buffer de lisis (Buffer
Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM pH=8,0; NaCl 200 mM; glicerol 10 % v/v; imidazol 25 mM) y se
sonicaron a 30 % de potencia, con ciclos de 10/10 seg ON/OFF durante 10 min a 4 °C, en un
equipo Vibra-Cell™ VC 505 (Sonic & Material, Inc.). Para separar las fracciones del
homogenato, se centrifugd a 10.000 RPM, 4 °C, 30 min utilizando la centrifuga RC-5C-Plus
(Sorvall) con el rotor SS-34. Se separaron las fracciones soluble (que contiene la TEVp) e

insoluble.

5.1.3. Purificacion por cromatografia de afinidad IMAC

Con el objetivo de purificar la TEVp, se utiliz6 la técnica de cromatografia de
afinidad IMAC. Se utilizé6 una columna con resina Ni-NTA Nuvia™ (Bio-Rad), la cual fue
sanitizada con una soluciéon de urea 8,0 M y H:O destilada (dH:O) para eliminar cualquier
residuo que hubiese quedado de corridas anteriores. Posteriormente, se equilibré con 6
volumenes de buffer de lavado (Buffer Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM pH=8,0; NaCl 200 mM,;
glicerol 10 % v/v; imidazol 25 mM). Luego, se sembro la fraccion soluble, se lavéd con buffer
de lavado hasta reducir la carga proteica y, finalmente, se eluy6 con buffer de elucion (Buffer
Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM pH=8,0; NaCl 200 mM; glicerol 10 % v/v; imidazol 250 mM).
Para la sanitizacioén de la columna, se utiliz6 una solucion de urea 8,0 M, seguida de dH:O y
guardada en EtOH 20% v/v, a 4 °C. El flujo de las soluciones utilizadas fue controlado

mediante una bomba peristaltica (GE Healthcare).

5.1.4. Purificacion por cromatografia de exclusion molecular

Con la intencion de obtener la TEVp soluble y homogénea
conformacionalmente, se utilizd la técnica de cromatografia por exclusion molecular (SEC).
Esta técnica nos permite separar la proteina TEVp monomérica de las especies
oligomerizadas que naturalmente se producen durante el proceso de purificacion. Se utilizo
una columna con resina Superdex 200 Prep Grade (Cytiva) y el cromatografo AKTAPurifier

(GE Healthcare). En todo el proceso, se trabajo con un flujo operativo de 1,0 mL/min y se
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configur6d para una presion maxima de 0,5 MPa/5 bars. Las soluciones utilizadas en todo el
proceso fueron previamente filtradas con un filtro de 0,45 um.

La columna, almacenada en EtOH 20 % v/v, fue lavada con dH:O y equilibrada
con buffer de columna (Buffer Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM pH=8,0; NaCl 200 mM; glicerol
10% v/v). Previo a la inyeccion de la muestras, esta fue centrifugada a 13.000 RPM, 30 min, 4
°C. Luego de la siembra, las distintas fracciones de la muestra se recolectaron en tubos
estériles a 4 °C hasta el final del proceso y, finalmente, guardados a -80 °C. Al terminar su

uso, la columna fue lavada con dH:O y guardada en EtOH 20 % v/v a temperatura ambiente.

5.1.5. Analisis de actividad enzimatica de fracciones

Con el fin de identificar la fraccion con la mayor actividad enzimatica de las
distintas fracciones obtenidas, se tomaron 50 pg de sustrato MBP-fHcp100 y se la llevo a 50
ulL de volumen final con buffer de digestion utilizando una relacion 1:200
(TEVp:MBP-fHcp100 m/m) por 4 h a 30°C. A esta mezcla se le agregd 0,25 ug de las
distintas fracciones obtenidas de la purificacion de la proteasa TEV por SEC, previamente
cuantificadas por ensayo de Bradford.

La reaccion se incubd a 30°C, y se tomaron 5 uL. de muestra a las 4 hs para
evaluar el porcentaje de corte del sustrato de cada fraccion. Estos 5 pL se llevaron a 20 pL
con dH:0, se les agreg6 5 pL de buffer de carga reductor 5X (Buffer Tris-HCI 250 mM
pH=6,8; SDS 10 % (m/v); glicerol 30 % (v/v); DTT 10 mM; azul de bromofenol 0,05 %

(m/v)) y se incubaron a 95 °C por 5 min, previo a su resolucion en un gel SDS-PAGE.

5.2. Expresion y purificacion de la proteina MBP-fHcp100
5.2.1. Crecimiento bacteriano

Con el objetivo de expresar la proteina MBP-fHcp100, la cual se utilizard como
uno de los sustratos de prueba de la TEVp, se sembro6 e incub6 a 37 °C ON en una placa con
medio LB agar con ampicilina (100 pg/mL) una alicuota del stock bacteriano almacenado en

un criovial a -80°C de E.coli BL21 DE3 transformadas con el pldsmido pMAL-c5SE-fHcp100.
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Al dia siguiente, se inocul6 un tubo de ensayo con medio LB con ampicilina
(100 pg/mL) y se incub6 a 37 °C, 200 RPM, ON. Como control, se utilizd un tubo con el
mismo medio sin inocular. Se trasvas6 la mitad del contenido a cada uno de dos erlenmeyers
con 50 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C, 200 RPM, 5 h.
Pasadas las 5 horas, los medios inoculados se trasvasaron a dos erlenmeyers con 450 mL de
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C, 200 RPM. Cuando el cultivo
alcanzo6 una DOeoo 0,6-0,8, se indujo con IPTG 0,5 mM y se incubd a 28 °C, 200 RPM, ON.

Previo y posterior a la induccion (tiempo 2 y 16 horas), se centrifugd una
muestra representativa para evaluar el nivel de expresion. Para ello, se centrifugd una muestra
de los cultivos a 13.000 RPM por 5 minutos y se retird el sobrenadante. El pellet bacteriano
recuperado se le agreg6 25 pL de buffer de carga reductor 1X e incubd a 95°C por 5 minutos,
previo a su resolucion en un SDS-PAGE.

Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacién a 6.000 RPM en centrifuga
RC-5C-Plus (Sorvall) utilizando un rotor GSA con capacidad para mamaderas de 500 ml a 4

°C por 20 min. Los pellets recuperados fueron resuspendidos en dH:O y guardados a -80 °C.

5.2.2. Lisis celular

Con el fin de extraer la proteina MBP-fHcp100, se utilizo el método de lisis por
sonicacion. Las bacterias recolectadas se resuspendieron en buffer de lisis (Buffer Tris-HCl
pH=8,0 20 mM; PMSF 3 mM) y se sonicaron a 30% potencia, con ciclos de 5/10 seg
ON/OFF durante 10 min a 4°C, en un equipo Vibra-Cell™ VC 505 (Sonic & Material, Inc.).
Para separar las fracciones del homogenato, se centrifug6 a 10.000 RPM, 4°C, 30 min
utilizando la centrifuga Sorvall RC-5C-Plus (Sorvall) con el rotor SS-34. Se separaron las

fracciones soluble e insoluble.

5.2.3. Purificacion por cromatografia de afinidad con columna
de amilosa

Con la finalidad de purificar la proteina MBP-fHcp100, se utilizo la técnica de
cromatografia de afinidad con columna de amilosa. Se utilizé una columna con resina Dextrin

Sepharose High Performance (Cytiva), la cual fue lavada con dH:O y equilibrada con buffer
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de lavado (Buffer Tris-HCl pH=8,0 20 mM; NaCl 150 mM). Luego, se sembro la fraccion
soluble, se lavé con buffer de lavado hasta reducir la carga proteica y, finalmente, se eluy6
con buffer de elucion (Buffer Tris-HCl pH=8,0 20 mM; NaCl 150 mM; maltosa 20 mM). Para
la sanitizacion de la columna, se utilizo el restante del buffer de lavado y elucion, seguido de
una solucion SDS 0,1% m/v y guardada en solucion SDS 0,1% m/v, EtOH 20% v/v, a 4 °C. El
flujo de las soluciones utilizadas fue controlado mediante una bomba peristaltica (GE

Healthcare).

5.3. Puesta a punto de la digestion de MBP-fHcp100 con TEVp
5.3.1. Relacion de TEVp:MBP-fHcp100 y tiempo de digestion

Con el objetivo de definir la relacion 6ptima de TEVp con respecto al sustrato
a utilizar en los futuros ensayos, se tomaron 50 pg de MBP-fHcp100 y se llevd a 50 uL de
volumen final con buffer de digestion (Buffer Tris-HCI pH=8,0 25 mM; NaCl 150 mM; DTT
5 mM). A esta mezcla se agregaron distintas cantidades de TEVp con el fin de obtener
diferentes relaciones de proteasa/sustrato (1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 m/m).

La reaccion se incubd a 30°C, y se tomaron 5 pL. de muestra a las 4 y 20 hs
para evaluar el nivel de corte del sustrato en cada relacion y el tiempo de digestion. Estos 5
uL se llevaron a 20 pL con dH:O, se les agregé 5 puL de buffer de carga reductor 5X y se

incubaron a 95 °C por 5 min, previo a su resolucion en un gel SDS-PAGE.

5.3.2. Cinética enzimatica frente a MBP-fHcp100

Con el fin de obtener datos sobre la cinética de la proteasa frente a
MBP-fHcp100, se tomaron 50 ug de MBP-fHcp100 y se llevo a 50 uL de volumen final con
buffer de digestion. A cada condicion se le agrego6 0,25 pg de TEVp para obtener una relacion
de 1:200 m/m (TEVp:MBP-fHcp100), la relacion 6ptima determinada en ensayos previos.

Se incubd a 30 °C y se tomaron 5 uL. de muestra a los 0, 5, 15, 30, 60, 120 y

240 min para obtener una curva enzimatica. Los 5 pL se llevaron a 20 pL. con dH:O, se les
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agregd 5 pL de buffer de carga reductor 5X y se incubaron 95 °C por 5 min, previo a su

resolucion en un SDS-PAGE.

5.4. Ensayos con excipientes

Con el objetivo de analizar el efecto que tiene la presencia de distintos
excipientes a la actividad enzimatica de TEVp, se tomaron 50 ug de MBP-fHcp100 y se llevo
a 90 uL de volumen final con buffer de digestion y distintas soluciones con diferentes
concentraciones de excipientes. A cada condicion se le agrego 0,25 pg de TEVp para obtener
una relacion de 1:200 m/m (TEVp:MBP-fHcp100). Se utilizaron como excipientes arginina,
NaCl, sacarosa, trehalosa, triton X-100, tween 20 y urea.

Se incubaron a 30 °C durante 34 min. Se tomaron 8 plL de muestra, se llevaron
a 20 puL con dH:0, se les agreg6 5 puL de buffer de carga reductor 5X y se las llevo a 95 °C

por 5 min, previo a su resolucion en un SDS-PAGE.

5.5. Expresion y purificacion de MBP-CCNA2(A171)

5.5.1. Crecimiento bacteriano

Con el objetivo de expresar la proteina MBP-CCNA2(A171, se sembro e
incubd a 37°C ON en una placa con medio LB agar con ampicilina (100 pg/mL) una muestra
del stock bacteriano a -80 °C de E.coli C41 que contenian el plasmido
pPMAL-c5x-CCNA2(A171).

Al dia siguiente, se inoculd un tubo de ensayo con medio LB con ampicilina
(100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C, 200 RPM, 5 h. Como control, se utiliz6 un tubo con el
mismo medio sin inocular. Pasadas las 5 horas, se trasvaso la mitad del contenido a cada uno
de dos erlenmeyers con 50 mL de medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se dejo incubando
a 37 °C, 200 RPM, ON. Los medios inoculados se trasvasaron a 2 erlenmeyers con 950 mL de
medio LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37°C, 200 RPM. Cuando el cultivo
alcanzo6 una DOeoo 0,6-0,8, se indujo con IPTG 0,4 mM y se incubo a 25°C, 200 RPM, 4 h.
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Previo y posterior a la induccion (tiempo 0 y 4 horas), se tomd una muestra
representativa para evaluar el nivel de expresion. Para ello, se centrifugd una muestra de los
cultivos a 13.000 RPM por 5 minutos y se retird el sobrenadante. El pellet bacteriano
recuperado se le agregd 25 pL de buffer de carga reductor 1X y se incubd a 95 °C por 5
minutos, previo a su resolucion en un SDS-PAGE

Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 6.000 RPM en centrifuga
Sorvall RC-5C-Plus (Sorvall), utilizando un rotor GSA con capacidad para mamaderas de 500
ml a 4 °C por 20 min. Los pellets recuperados fueron resuspendidos en dH:O y guardados a

-80 °C.

5.5.2. Lisis celular

Con el fin de extraer la proteina MBP-CCNA2(A171), se utilizé el método de

lisis por sonicacion. Las bacterias recolectadas se resuspendieron en buffer de lisis (Buffer
Tris-HC1 pH=7,4 25 mM; NaCl 150 mM; DTT 2 mM; MgCl, 100 mM; Glicerol 5% v/v) y

sonicaron a 30% potencia, con ciclos de 10/10 seg ON/OFF durante 10 min a 4 °C, en un
equipo Vibra-Cell™ VC 505 (Sonic & Material, Inc.). Para separar las fracciones del
homogenato, se centrifug6 a 10.000 RPM, 4 °C, 30 min utilizando la centrifuga Sorvall

RC-5C-Plus (Sorvall) con el rotor SS-34. Se separaron las fracciones soluble e insoluble.

5.5.3. Purificacion por cromatografia de afinidad con columna
de amilosa

Con la finalidad de purificar la proteina MBP-CCNA2(A171) se utiliz6 la
técnica de cromatografia de afinidad con columna de amilosa. Se utilizd6 una columna con
resina Dextrin Sepharose High Performance (Cytiva) la cual fue lavada con dH:0 y

equilibrada con buffer de lavado (Buffer Tris-HCI pH=7,4 25 mM; NaCl 150 mM; DTT 2
mM; MgCl, 25 mM; Glicerol 5% v/v), luego se sembrod la fraccion soluble y se lavé con
buffer de lavado hasta reducir la carga proteica y finalmente se eluyd con buffer de elucion
(Buffer Tris-HCl pH=7,4 25 mM; NaCl 150 mM; DTT 2 mM; MgCl, 100 mM; Glicerol 5%

v/v; Maltosa 20 mM). Para la sanitizacién de la columna se utilizé el restante del buffer de
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lavado y elucion, seguido de SDS 0,1% m/v y guardado en SDS 0,1% m/v, EtOH 20% v/v a
4°C. El flujo de las soluciones utilizadas fue controlado a través de una bomba peristéltica

(GE Healthcare).

5.5.4. Purificacion por cromatografia de exclusion molecular

Con el fin de obtener la proteina MBP-CCNA2(A171) en su estado
oligomerizado, se utilizo la técnica de cromatografia de exclusion molecular. Se utiliz6 una
columna preempacada HiLoad Superdex 200 pg preparative (Cytiva) y el equipo AKTA
Purifier (GE Healthcare). En todo el proceso, se trabajé con un flujo operativo de 1,0 mL/min
y se configuro para que la presion méaxima sea de 0,5 MPa/5 bars. Las soluciones utilizadas en
todo el proceso fueron previamente filtradas con un filtro de 0,45 pm.

La columna, almacenada en EtOH 20% v/v, fue lavada con dH:O y equilibrada
con buffer de columna (Buffer Tris-HCI pH=7,4 25 mM; NaCl 150 mM; MgCl, 100 mM;
Glicerol 5% v/v). Previo a la inyeccidon de la muestra, esta fue centrifugada a 13.000 RPM, 30
min, 4 °C. Luego de la siembra, las distintas fracciones de la muestra se recolectaron en tubos
estériles a 4 °C hasta el final del proceso y, finalmente, se almacenaron a -80 °C. Al terminar
su uso, la columna fue lavada con dH:O y guardada en EtOH 20% v/v a temperatura

ambiente.

5.6. Puesta a punto de la digestion de MBP-CCNA2(A171) con
TEVp
5.6.1. Relacion de TEVp:MBP-CCNA2(A171) y tiempo de
digestion

Con el objetivo de definir la relacion optima de TEVp con respecto al sustrato
a utilizar en los futuros ensayos, se tomo6 50 ug de MBP-CCNA2(A171) y se llevé a 90 uL de
volumen final con buffer de digestion. A esta condicion se agregaron distintas cantidades de
TEVp con el fin de obtener distintas relaciones de proteasa/sustrato (1:5, 1:10, 1:20, 1.50,
1:100 m/m).
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La reaccion se incubd a 30 °C y se tomaron 12,5 pLL de muestra a las 4 hs para
evaluar el nivel de corte del sustrato en cada relacion y el tiempo de digestion. Estos 12,5 pL
se llevaron a 20 pL con dH:0, se les agreg6 5 uL de buffer de carga reductor 5X y se

incubaron a 95 °C por 5 min, previo a su resolucion en un SDS-PAGE.

5.6.2. Cinética enzimatica frente a MBP-CCNA2(A171)

Con el fin de obtener datos sobre la cinética de formacion de producto, se tomod
50 pg de MBP-CCNA2(A171) y se llevo a 90 uL de volumen final con buffer de digestion. A
esta condicion se agregd 2,5 ug de TEVp para obtener una relacion de 1:20 m/m
(TEV:MBP-CCNA2(A171)), la relacion 6ptima determinada en el ensayo anterior.

La reaccioén se incubd a 30 °C y se tomaron 12,5 pLL de muestra a los 0, 5, 15,
30, 60, 120 y 240 min para obtener una curva enzimatica. Estos 12,5 puL se llevaron a 20 puL.
con dH:0, se les agregd 5 puL de buffer de carga reductor 5X y se incubaron a 95 °C por 5

min, previo a su resolucion en un SDS-PAGE.

5.7. Ensayos con excipientes

Con el objetivo de analizar si la presencia de distintos excipientes mejoran la
actividad enzimatica de la TEVp, se tom6 50 pg de MBP-CCNA2(A171) y se llevo a 90 uLL
de volumen final con buffer de digestion y distintas soluciones con diferentes concentraciones
de excipientes A cada condicion se le agregd 2,5 pg de TEVp para tener una relacion de 1:20
m/m (TEVp:MBP-CCNA2(A171)), la relaciéon Optima determinada en el ensayo anterior. Se
utilizaron como excipientes arginina, NaCl, sacarosa, trehalosa, Triton X-100, Tween 20 y
urea.

Se incubaron a 30 °C durante 56 min. Se tomaron 10 pl. de muestra, se
llevaron a 20 pL con dH-O, se les agrego 5 pL de buffer de carga 5X y se las llevo a 95°C por

5 min previo a su resolucién en un SDS-PAGE.
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5.8. Electroforesis de proteinas

Con el fin de analizar el estado de las proteinas de las distintas muestras, se
realizd electroforesis en geles de poliacrilamida de 10%, 12% y 15% utilizando el sistema
discontinuo SDS-PAGE (BioRad). A las muestras se les agreg6 buffer de carga 5X (azul de
bromofenol 0,5% m/v, glicerol 50% v/v, SDS 10% m/v, B-mercaptoetanol 0,4 % v/v, bufter
Tris-HCI1 250 mM pH=6,8), llevandolo a 1X y luego realizando una incubacion de 5 min a 95
°C. Al terminar la corrida, se incubd el gel en solucion de tincion Coomasie Brilliant Blue
R250 (Sigma) durante toda la noche. El patron de peso molecular utilizado fue Marker de

Proteinas (Productos Bio-Ldgicos).

5.9. Cuantificacion de proteinas

Con el objetivo de cuantificar las proteinas obtenidas en los procesos de
purificacion, se utilizo el método de Bradford. Para esto, se prepard una solucion de trabajo de
10 pg/mL de BSA con la que se prepard una curva de calibracion, utilizando 6 tubos con una
concentracion de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL de la soluciéon de BSA, con un volumen final de 1
mL con dH:0. Luego, agregar 200 pL de reactivo de Bradford (Bio-Rad) a los tubos, incubar
por 5 minutos a temperatura ambiente y medir su ODses para obtener una curva de calibracion.
Para la preparacion de la muestra de interés se procedid con la misma metodologia y, previo a

su medicion, se verificd que el color obtenido esté cercano al color del medio de la curva.

5.10. Analisis de imagenes

La intensidad de las bandas proteicas se midi0 mediante un analisis
densitométrico utilizando el programa Image J 1.54d (NIH, Bethesda, USA). Con el fin de
obtener el porcentaje de digestion de los diferentes ensayos, se midi6 la intensidad de la/s
banda/s de interés y se la dividi6 por la densidad de todas las bandas de la calle para obtener

la densidad relativa de la banda (1).
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Densidad de la banda de interés (1)

Densidad relativa de la banda = Densidad de todas las banda de la calle

Pagina 33 de 79



U AD I FORMULACIONES MEJORADAS DE PROTEASAS VIRALES PARA
SU USO EN LA OBTENCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES
Scarponi Lobosco, Ignacio

6. Resultados
6.1. Expresion y purificacion de la proteina MBP-TEVp
Con el objetivo de expresar TEVp, se llevo a cabo un protocolo similar al

diagrama (Fig. 10) en el cual se analiz6 la presencia y estado de TEVp en las distintas etapas

del proceso.
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Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de expresion y purificacion de TEVp. El proceso se

desarroll6 siguiendo las indicaciones de (Tropea et al., 2009).

En este proceso se utilizo la cepa BL21 de la bacteria E.coli con el plasmido
pRK793 el cual contiene el gen de TEVp mutante S219V unido a proteina MBP a través de
la secuencia de corte de la TEVp. Esta misma contiene una etiqueta de 6 histidinas en el

N-terminal y una etiqueta de 5 argininas en el C-terminal (Fig. 11).
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Figura 11: Diagrama del plasmido pRK793-TEV-S219V (Arriba) y del constructo del gen
MBP-His6-TEVp(S219V)-Arg5 (Abajo) (Adaptado de Tropea et al., 2009).

La purificacion de la His6-TEVp(S219V)-Arg5 en la fraccion soluble del
lisado bacteriano se realizd mediante una cromatografia de afinidad IMAC, en la que se
utilizo la afinidad del fag de histidina con ciertos metales, como el Ni*, para purificar la
proteasa. La elucion de la proteina que interacciona con la matriz se realizd mediante
competencia por ligandos utilizando imidazol en el buffer de elucion.

El seguimiento de cada etapa del proceso de purificacion se hizo por
SDS-PAGE 12%. Se puede observar (Fig. 12) que la proteina de fusion se cliva dentro mismo
de la bacteria, lo que resulta en la obtencion de MBP (aprox 45 kDa) y TEVp (aprox 29 kDa)
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separadas y presentes, mayoritariamente, en la fraccion soluble. También se observo que,
luego de correr la fraccion soluble por la columna, el lavado removio la mayoria de las
proteinas contaminantes, incluida MBP, y que la fraccion “Eluido” contiene en gran mayoria

la TEVp con restos de contaminantes.

() &°
2 3
N

75 kDa
50 kDa

MBP
25kDa TEVp

20kDa

10 kDa

Figura 12: Seguimiento del proceso de purificacion de His6-TEVp(S219V)-Arg5 por
cromatografia de afinidad IMAC a través de SDS-PAGE 12%. El clivaje del constructo
MBP-TEVp(S219V) ocurre in vivo (Inducido) y ambas proteinas estan, en gran parte,
solubilizadas (Fraccion soluble). En la incubacion, la mayoria de la proteasa TEVp es
adsorbida por la columna (Percolado) y luego es recuperada con una gran pureza (Eluido).

MWM: Marcador de peso molecular.

La proteina obtenida del eluido de la purificacion por IMAC se purifico
posteriormente por cromatografia de exclusiéon molecular. Con el fin de eliminar agregados
que pudieran afectar el libre flujo en la cromatografia, se centrifugd la muestra y se inyecto el

sobrenadante en la columna. Previamente, se acondiciond la columna con dH:O filtrada para
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eliminar el etanol de guardado y, posteriormente, se equilibré con buffer de columna filtrado

por una membrana de 0,45 um.

3000
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1000

Abs 280 nm (mAU)

500

190 200 210 220 230 240 250
Min

Figura 13: Cromatograma de la purificacion de His6-TEVp(S219V)-Arg5 por cromatografia

de exclusion molecular.

TABLA I: Fracciones recolectadas de la purificacion con columna S200.

Fracciones Inicio (min) Fin (min)
Fraccion 1 205,6 208,7
Fraccion 2 208,7 215,3
Fraccién 3 215,3 221,0
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Figura 14: Seguimiento de la purificacion de His6-TEVp(S219V)-Arg5 por cromatografia de
exclusion molecular y su posterior ensayo de digestion a través de SDS-PAGE 12%. Luego de
remover el agregado del eluido (Centrifugado), se recolectaron las distintas fracciones
presentes en la muestra (Fracciones 1-3) y se realizd un ensayo de digestion con el sustrato
MBP-fHcep100 para identificar la fraccion con mayor actividad catalitica (MBP-fHcp100

Fraccion 1-3).

Con el objetivo de identificar la fraccion que contiene la proteasa
correctamente plegada (Fig. 13), se procedi6 a evaluar la actividad proteolitica de las distintas
fracciones eluidas de la columna S200 (ver Tabla I). Se observa (Fig.14) que una pequeia
proporcion del eluido precipitd, del sobrenadante se obtuvieron 3 fracciones con un peso
molecular similar (aproximada 27 kDa), indicando la presencia de distintos plegamientos de
la proteasa TEV. Con el fin de identificar la fraccion con mayor actividad enzimatica, se
incubd, con MBP-fHep100, las distintas fracciones, previamente cuantificadas, y se obtuvo
una mayor banda de MBP-fHcp100 digerida con la segunda fraccion obtenida de TEVp en
comparacion con el resto, aunque las otras fracciones también presentaron cierta actividad
catalitica.

La cuantificacién por método Bradford de la fraccion 2 (Fig. 15) indico una
concentracion de 0,66 ug/ulL en un volumen de ~7 mL, obtenidos de una alicuota de 1 mL del
eluido obtenido previamente (~10,2 mL), dando una masa total de 47,12 mg (ver Tabla II) y

un rendimiento de 23,56 mg/L de cultivo.
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Figura 15: Curva estandar de BSA de la cuantificacion por método Bradford.

TABLA II: Absorbancias de las muestras obtenidas de la cuantificacion por método Bradford.

Muestra Vol. Factor | Abs1 | Abs2 | Abs 3 Abs Conc.
(nL) de
dilucion promedio | (pg/pL)
Fraccion 1 1 4 0,135 10,123 | 0,149 0,135 0,31
Fraccion 2 1 4 0,309 | 0,306 | 0,312 0,309 0,66
Fraccion 3 1 4 0,039 | 0,033 | 0,036 0,036 0,10

6.2. Expresion y purificacion de la proteina MBP-fHcp100

Como sustrato de la TEVp se decidié utilizar la proteina MBP-fHcp100. Esta
quimera, de aproximadamente 44 kDa, se la considera un blanco no complejo para la TEVp
ya que es monomérica y el sitio de corte se encuentra expuesto al solvente. La expresion y el
estado de MBP-fHcp100 fue analizado en las distintas etapas de la obtencion y purificacion.
En este proceso se utilizd6 a la cepa BL21 DE3 de la bacteria E.coli con el plasmido
pMAL-cSE el cual contiene el gen que codifica un fragmento de la proteina Hcpl100

(fHep100) unido a la proteina MBP a través de la secuencia de corte de la TEVp (Fig. 16).
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Figura 16: Diagrama del plasmido pMAL-c5E (Arriba) y del constructo del gen
MBP-fHcp100 (Abajo) (Adaptado de Videla Garrido, 2022).

La purificacion de la MBP-fHcep100 en la fraccion soluble del lisado bacteriano
se realizd6 mediante una cromatografia de afinidad con columna de amilosa, en la que se
utiliz6 la afinidad de la proteina MBP por la amilosa. La elucion de la proteina que
interacciona con la matriz se realiza mediante competencia por ligandos utilizando maltosa en

el buffer de elucion.
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El seguimiento de cada etapa del proceso de purificacion se realizd por
SDS-PAGE 12%. Se puede observar (Fig. 17) que la proteina estd presente tanto en la
fraccion soluble como en la insoluble y que la fraccion “Eluido” contiene a la MBP-fHep100
en gran proporcion. Como el constructo se obtuvo con una gran pureza en un solo paso de

purificacion, se decidi6 utilizarlo en los ensayos con TEVp.
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Figura 17: Seguimiento del proceso de purificacion de MBP-fHep100 por cromatografia de
afinidad con columna de amilosa a través de SDS-PAGE 12%. La proteina del constructo esta
presente tanto en la fraccion soluble como insoluble (Fraccion Soluble y Fraccion Soluble).
En la incubacidn, se satur6 la columna (Percolado) y parte de la proteina se perdio6 en los
lavados (Lavado), aunque se obtuvo un eluido con una alta pureza (Eluido). MWM: Marcador

de peso molecular.

La cuantificaciéon por método Bradford de la fraccion eluido (Fig. 18) indico
una concentracion de 3,72 pg/uL en un volumen de ~28 mL, dando una masa total de 104,16

mg de MBP-fHcp100 y un rendimiento de 104,16 mg/L de medio de cultivo (ver Tabla III).
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Figura 18: Curva estandar de BSA de la cuantificacion por método Bradford.

TABLA III: Absorbancias de las muestras obtenidas de la cuantificacion por método

Bradford.

Muestra Vol. | Factor | Abs1 | Abs2 [ Abs 3 Abs Conc.

(uL)
dilucion promedio | (ng/pL)

Fraccion 10 10 0,270 | 0,282 | 0,296 0,283 3,72
Eluido

6.3. Puesta a punto de la digestion de MBP-fHcp100 con TEVp

La optimizaciéon del corte de MBP-fHcp100 con TEVp se definié en funcion

de la relacion TEVp:MBP-fHcpl00 (relacion enzima/sustrato expresada en m/m), la

temperatura de corte y el tiempo de incubacion. En primer lugar, se establecié la relacion

Optima de enzima/sustrato y para ello se incubaron ambas proteinas en distintas relaciones

masa/masa a 4y 20 h.

Alternativamente se determind si la TEVp purificada solo por la columna

IMAC (primer paso) y la TEVp purificada por IMAC + SEC (segundo paso) mostraban

diferencias en la actividad proteolitica.
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Figura 19: Analisis de la digestion utilizando distintas relaciones de TEV:MBP-fHcp100
(m/m) a través de SDS-PAGE 12% (Izquierda). Se us6 TEVp purificada con un solo paso de
purificacion (IMAC) a4 h (A) y 20 h (B), y con dos pasos de purificacion (IMAC + SEC) a 4
h (C) y 20 h (D) para analizar la actividad proteolitica al comparar los porcentajes de corte

(Derecha).

Como se indicé en la Seccion 5.9, el porcentaje de corte se determind mediante
la cuantificacion de la intensidad de la banda de MBP-fHcp100 digerida (la proteina MBP
sola) en relacion a todas las bandas de la muestra sembrada (MBP + MBP-fHcp100) reveladas
en el gel SDS-PAGE (el fragmento de Hcp100 no se tomd en consideracion debido a que no
se puede ver su banda en el gel y su porcentaje de composicion de la quimera es bajo).

La relaciéon optima la definimos como aquella relacion enzima/sustrato en
donde se obtiene un 70% de fraccion digerida utilizando la menor cantidad de proteasa. Como
se observa (Fig. 19), las relaciones 1:50, 1:100 y 1:200 permitieron obtener un porcentaje de
digestion igual o mayor al establecido como dOptimo, por lo cual se definio a esta ltima
(relacion 1:200 TEVp:MBP-fHcep100 (m/m)) como la relacion optima. También se observod
que la TEVp con un paso de purificacion tuvo la misma actividad enzimatica que la obtenida
con dos pasos de purificacion ya que se obtuvieron porcentajes de cortes similares tanto a las
4 hs como a las 20 hs.

Ademas de la relacion Optima, también se observd que se alcanzo el porcentaje
de digestion propuesto para la relacion Optima a las 4 hs y que el porcentaje de blanco
digerido no variaba de forma significativa entre las muestras de 4 y 20 hs, por lo que se
decidid definir como tiempo de digestion Optimo a las 4 hs.

Luego de definir la relacion y el tiempo de digestion Optimo, se incubd
MBP-fHcp100 con TEVp y se tomaron distintas muestras a lo largo de la incubacion de 4 h
para obtener la cinética de digestion frente a este blanco.

Se obtuvo la densidad de las bandas del blanco digerido de los distintos puntos
dentro de las 4 hs de corte (Figura 20) y con estos datos se aproxim¢ el tiempo de incubacion
necesario para digerir el 50 % de MBP-fHcpl100 con el fin de utilizarlo en el resto de los

ensayos para comparar el efecto de los excipientes en la proteasa. Se obtuvo una ecuacion
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lineal al graficar los datos invertidos de tiempo y porcentaje de banda, con la cual se obtuvo

un tiempo de incubacion de 34 minutos.
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Figura 20: Analisis de la cinética de digestion frente a MBP-fHcp100 a través de SDS-PAGE
10 % (Izquierda). La densidad de las bandas se utilizé para medir el porcentaje de digestion

en los distintos puntos de incubacidn y con ellos obtener un grafico de la misma cinética

(derecha).

6.4. Digestion de MBP-fHcp100 con distintos excipientes

Luego de la puesta a punto del corte de MBP-fHcp100 con TEVp, se analiz6 el
efecto de la presencia de excipientes de diferentes naturalezas en la cinética de corte de la
proteasa. La curva de cinética enzimatica permitio concluir que a los 34 minutos de la
reaccion se clivo el 50% de MBP-fHep100, por lo que se usé este tiempo incubacion para

analizar el efecto de los excipientes en la cinética de la proteasa.
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Figura 21: Anadlisis del efecto de la presencia de diferentes excipientes en la cinética
enzimatica de TEVp a través de SDS-PAGE 10% (Izquierda). Se utilizaron distintas
concentraciones de NaCl (A), arginina (B), sacarosa (C), trehalosa (D), triton X-100 (E),
tween 20 (F) y urea (G), y se analiz6 su efecto al cuantificar las bandas para obtener los
porcentajes de corte (Derecha).

Analizando la densidad de las bandas (Fig. 21), se obtuvo una alta variacion de
actividad enzimatica de TEVp dependiente del excipiente y de su concentracion. La presencia
de NaCl en concentraciones entre 50 y 150 mM mejora la actividad de la proteasa y esta
mantiene su cinética incluso en concentraciones hasta 2 M. En presencia de la arginina, la
TEVp no sufri6 cambios en la cinética con concentraciones hasta los 100 mM y luego
empieza a disminuir con mayores concentraciones, lo mismo ocurre en el caso de la urea
(hasta 250 mM) y trehalosa (50 mM). La presencia de tween 20 y triton X-100 no modifico la
actividad de la enzima en las concentraciones probadas. En el caso de la sacarosa, la actividad

de la enzima se vio disminuida desde la menor concentracion utilizada (50 mM).
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6.5. Expresion y purificacion de la proteina MBP-CCNA2(A171)

Como sustrato complejo de la TEVp se decidido utilizar la proteina

MBP-CCNA2(A171), este constructo, de aproximadamente 75 kDa, tiene una estructura que

tiende a oligomerizarse, por lo que la secuencia de reconocimiento de la proteasa TEV no se

expone completamente, 1o que lo hace un buen sustrato “complejo”. La expresion y el estado

de la MBP-CCNAZ2(A171) fue analizado en las distintas etapas de la obtencion y purificacion.

En este proceso se utilizo la cepa C41 de la bacteria E.coli con el plasmido pMAL-c5X, el

cual contiene el gen de la Ciclina A2 Humana (CCNAZ2), con una delecion del aminoacido

171, unido a proteina MBP a través de la secuencia de corte de TEVp. Ademads, la misma

contiene un fag de 6 histidinas en el N-terminal posterior a la secuencia de corte (Fig. 22).
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Figura 22: Diagrama del pldsmido pMAL-c5X-CCNA2(A171) (Arriba) y del constructo del

gen MBP-Tbn-His6-TEV-CCNA2(A171) (Abajo).
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La purificacion de la MBP-CCNA2(A171) en la fraccion soluble del lisado
bacteriano se realizd por cromatografia de afinidad con columna de amilosa, cuyo
funcionamiento se explicé en la Seccion 6.2.

El seguimiento de cada etapa del proceso de purificacion se hizo por
SDS-PAGE 12%. Se puede observar (Fig. 23) que la proteina est4 presente mayoritariamente
en la fraccion soluble en comparacion con la insoluble y que la fraccion eluido contiene a la

MBP-CCNA2(A171) en gran proporcion.
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Figura 23: Seguimiento del proceso de purificacion de MBP-CCNA2(A171) por
cromatografia de afinidad con columna de amilosa a través de SDS-PAGE 12%. La quimera
se encuentra en gran parte en la fraccion soluble (Fraccion Soluble y Fraccion Insoluble). En

la incubacidn, la columna se saturd (Percolado) y hubo una pérdida minima en el lavado
(Lavado), aun asi se pudo obtener un eluido con una alta pureza (Eluido). MWM: Marcador

de peso molecular.

La proteina obtenida del eluido de la purificacion por columna de amilosa se
purificd posteriormente por cromatografia de exclusion molecular. Previo a esto, el eluido se

concentrd utilizando un centricon (JetBioFil) con un cut off de 30 kDa a 3800 g, 4°C y se le
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agregd DTT a una concentracion final de 1 mM. La alicuota a purificar se centrifugd y se
inyectd el sobrenadante en la columna. Previamente, se acondicion6 la columna con dH:O
filtrada para eliminar el etanol de guardado y, posteriormente, se equilibré con buffer de

columna filtrado por una membrana de 0,45 pm.

Vo

2600 e —— ——

Lote 2

Lote 1

Absorbance 280nm (mAU)

Time (min)

Figura 24: Cromatograma de la purificacion de MBP-CCNA2(A171) por cromatografia de
exclusion molecular.

TABLA IV: Fracciones recolectadas de la purificacion con columna S200.

Fracciones Inicio (min) Fin (min)
Fraccion VO 20,33 29,25
Fraccion P1 31,57 37,85
Fraccion P2 37,85 40,39
Fraccion P3 40,39 46,55
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94 kDa
66 kDa

45 kDa

Figura 25: Seguimiento de la purificacion de MBP-CCNAZ2(A171) por cromatografia de
exclusion molecular. Luego de remover el agregado del eluido (Fraccién insoluble y Fraccion
insoluble) y se recolectaron las distintas fracciones presentes en la muestra (Fraccion VO, P1,

P2 y P3) para identificar la fraccion que contiene el constructo oligomerizado. MWM:
Marcador de peso molecular.

Con el objetivo de obtener la fraccion oligomerizada de la quimera, se
recolectaron las distintas fracciones presentes en la muestra del eluido (ver TABLA V). De
las diferentes fracciones obtenidas, se optd por utilizar la fraccion VO debido a que esta
contiene especies de alto peso molecular debido a su oligomerizacion, y por eso mismo no
son retenidas por la columna (siendo eluidas en la primera fraccion en salir) (Fig. 24). Se
observa (Fig. 25) que una pequefia parte del eluido precipitd, de las 4 fracciones obtenidas la
VO contiene en su mayoria a MBP-CCNA2(A171) (banda de 75 kDa), aunque también estan
presentes otros contaminantes en menor medida; la fraccion P1 contiene al constructo en su
forma monomérica pura, y la fraccion P3 esta contaminada en su gran mayoria con la proteina

MBP debido a la presencia de una banda de aproximadamente 45 kDa.
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La cuantificacion por método Bradford de la fraccion VO (Fig. 26) indicd una
concentracion de 0,701 pg/uL en un volumen de ~ 9 mL, dando una masa total de 6,31 mg de
MBP-CCNA2(A171) y un rendimiento de 3,16 mg/L de medio de cultivo (ver Tabla V). Esta
fraccion VO se guard6 a -80°C para ser utilizada en los siguientes ensayos como blanco

“complejo”.

0,600 [y=0,0512x+0,0575
R?=0,996

0,500
0,400
0,300

Abs595 (UA)

0,200
0,100

0,000
0 2 4 6 8 10 12

ug de BSA

Figura 26: Curva estandar de BSA de la cuantificacion por método Bradford.

TABLA V: Absorbancias de la muestra obtenida de la cuantificacién por método Bradford.

Muestra | Vol Factor | Abs1 | Abs2 | Abs 3 Abs Conc
(nL) de promedio | (ng/pL)
dilucion
Fraccién 10 1 0,416 | 0,421 | 0,412 0,416 0,701
VO

6.6. Puesta a punto de la digestion de MBP-CCNA2(A171) con
TEVp

La optimizacion del corte de MBP-CCNA2(A171) con TEVp se definié en
funcion de la relacion TEVp:MBP-CCNA2(A171) (relacion enzima/sustrato expresada en
m/m) y el tiempo de incubaciéon. En primer lugar, se establecid la relacion Optima de

enzima/sustrato y para ello se incubaron ambas proteinas en distintas relaciones masa/masa.
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Figura 27: Analisis de la digestion utilizando distintas relaciones de TEV:
MBP-CCNA2(A171) (m/m) a través de SDS-PAGE 12% (Izquierda). La densidad de las
bandas fueron cuantificadas para obtener el porcentaje de corte de cada condicion (Derecha).

El criterio a utilizar para definir la relacion 6ptima fue el mismo utilizado en la
puesta a punto de la relacion TEV:MBP-fHcp100 (m/m) (Seccion 6.3). Como se puede
observar (Fig. 27), las relaciones 1:5, 1:10 y 1:20 permitieron obtener un porcentaje de
digestion igual o mayor al establecido como 6ptimo, por lo cual se defini6 a esta Gltima
(relacién 1:20 TEVp:MBP-CCNA2(A171) (m/m)) como la relacion optima. Ademas, se
observd que se alcanzo el porcentaje de digestion propuesto para la relacion Optima a las 4 h,

por lo que se utilizé a este como tiempo de digestion.

Luego de definir la relacion, se incub6 MBP-CCNA2(A171) con TEVp y se
tomaron distintas muestras a lo largo de la incubacion de 4 h para obtener la cinética de
digestion frente a este blanco.

Se obtuvo la densidad de las bandas del blanco digerido de los distintos puntos
dentro de las 4 hs de corte (Figura 28) y con estos datos se aproximo el tiempo de incubacion
necesario para digerir el 50 % de MBP-CCNA2(A171) con el fin de utilizarlo en el resto de
los ensayos para comparar el efecto de los excipientes en la proteasa. Los datos obtenidos se
los tratd de la misma forma que en la seccidon 6.3 y se obtuvo que el tiempo aproximado para

llegar al 50 % de digestion es a los 56 minutos.
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Figura 28: Analisis de la cinética de digestion frente a MBP-CCNA2(A171) a través de
SDS-PAGE 12 % (Izquierda). La densidad de las bandas se utiliz6 para medir el porcentaje de
digestion en los distintos puntos de incubacion y con ellos obtener un grafico de la misma

cinética (derecha).

6.7. Digestion de MBP-CCNA2(A171) con distintos excipientes

Luego de la puesta a punto del corte de MBP-CCNA2(A171) con TEVp se
analiz6 el efecto de la presencia de excipientes de diferentes naturalezas en la cinética de corte
de la proteasa frente a un blanco “complejo”. Para esto se utilizd ambas proteinas, utilizando
una relacion 1:20 (TEVp:MBP-CCNA2(A171)), se les agregd buffer de digestion con

distintas concentraciones de diferentes excipientes y se las incub6 a 30°C durante 56 minutos.
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Figura 29:Anélisis del efecto de la presencia de diferentes excipientes en la cinética
enzimatica de TEVp a través de SDS-PAGE 12% (Izquierda). Se utilizaron distintas
concentraciones de NaCl (A), arginina (B), sacarosa (C), trehalosa (D), triton X-100 (E),
tween 20 (F) y urea (G) y se analizo su efecto al cuantificar las bandas para obtener los

porcentajes de corte (Derecha).

Analizando la densidad de las bandas (Fig. 29), se obtuvo una alta variacion de
actividad enzimatica de TEVp dependiente del excipiente, aunque en general no mejord la
actividad enzimatica frente a un blanco “complejo”. La presencia de NaCl no afecta la
actividad de la proteasa hasta concentraciones de 250 mM y luego disminuye de forma
gradual, también ocurre lo mismo con arginina, hasta concentraciones de 20 mM; sacarosa,
hasta concentraciones de 400 mM; trehalosa, hasta concentraciones de 250 mM; y urea, hasta
concentraciones de 100 mM. En presencia de la trehalosa, triton X-100 y tween 20, la TEVp

no sufridé cambios en su cinética dentro de las concentraciones utilizadas.
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7. Discusion

El proceso utilizado para la obtencion de TEVp (Figura 10) se basé en el
trabajo publicado por el grupo de Tropea y col. (Tropea et al., 2009), aunque se modificaron
ciertas partes del proceso. En el protocolo original se utilizd la cepa BL21 (DE3)
CodonPlus-RIL, esta cepa expresa una mayor cantidad de tRNAs de codones pocos usados en
E.coli (presentes en la secuencia de TEVp), por lo que puede superar este sesgo de codones y
aumentar la cantidad de proteina obtenida (Kleber-Janke & Becker, 2000). Aunque no se
menciona el rendimiento por litro de cultivo, si se menciona que la expresion de la proteasa
mejora. En (Lucast et al., 2001; Parks et al., 1995) se indican rendimientos de 10 y 1,4 mg por
litro de cultivo utilizando la misma cepa, aunque en el primer ejemplo se obtiene TEVp en
cuerpos de inclusion y luego se renaturaliza, y en el segundo ejemplo se obtiene TEVp
soluble sin estar en una proteina de fusion, por lo que el rendimiento obtenido en este trabajo,
aun utilizando la misma cepa, se podria deber a la unidn de la proteasa al extremo C-terminal
de MBP (ver Tabla II).

Se utilizod el constructo MBP-fHep100, como sustrato de referencia, ya que
presenta un sitio de corte expuesto debido a que se trata de un péptido pequefio de 34
aminoacidos que no posee estructura terciaria consolidada. El proceso de purificacion
permitid la obtencion de un producto homogéneo y monomérico. Esto se vio reflejado en la
puesta a punto de la digestion de la quimera, en la cual una relacion proteina/sustrato 1:200
TEVp:MBP-fHcep100 (m/m) obtuvo una digestion igual o mayor al 70 % luego de 4 horas de
incubacion a 30 °C, como indica la bibliografia (Nallamsetty et al., 2004). Durante estos
ensayos también se comparo la actividad entre un lotes con uno o dos etapas de purificacion
(por IMAC o IMAC + SEC) y se obtuvo que no habia diferencia significativa entre los dos
lotes, esto se puede deber a que luego de purificar la muestra por SEC, parte de esta estaba
plegada en un estado inactivo, y, al agregar el buffer de digestion antes de largar el ensayo,
esto pudo haber replegado en su forma activa. También, el tiempo implementado en el ensayo
de ambos lotes permiti6 llegar a un estado de equilibrio entre la enzima libre y el complejo
enzima-sustrato, disminuyendo su actividad catalitica a medida que avanzaba la reaccion, lo

que llevaria a obtener un porcentaje similar de sustrato digerido (o producto obtenido).
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En cambio, el constructo MBP-CCNA2 presenta un sitio de corte menos
expuesto debido a que CCNA2(A171) tiende a oligomerizar y formar especies de alto peso
molecular. Estos oligdmeros se observan en una columna de exclusion molecular (Figura 24)
como especies que eluyen antes que la especie monomérica. Nuestro proceso de purificacion
permitio la obtencidon de la variante oligomerizada de la quimera la cual es un sustrato ideal
para el estudio del efecto del impedimento estérico sobre la eficacia de corte de una TEV
altamente purificada. Este efecto se vio reflejado en un aumento de la relacion
enzima/sustrato 10 veces mayor en comparacion con MBP-fHcp100 para lograr el mismo
nivel de corte.

En otras ocasiones se ha estudiado el uso de excipientes para mejorar la
obtencidn y/o estabilizacion del producto obtenido a partir de una proteina de fusion. Aunque
se ha demostrado que la presencia de surfactantes mejora la cinética de la enzima (Lundback
et al., 2008), este no ha sido el caso con este constructo (Figura 29), esto puede deberse a que
la presencia de surfactantes permite estabilizar regiones hidrofobicas expuestas (como en las
proteinas de membrana), permitiendo un correcto plegamiento. Al no haber este tipo de
regiones (dandole un bajo indice de hidrofobicidad superficial), las concentraciones utilizadas
no afectaron a la estructura de la proteasa y el constructo. Estos datos concuerdan con los
obtenidos en (Sun etal., 2012), en los que se utilizd un blanco con un bajo indice de
hidrofobicidad superficial.

El uso de distintos tipos de sales puede tener un efecto en el plegamiento de la
proteina, por lo que este efecto va a variar dependiendo su naturaleza y concentracion. La
proteasa TEV se ha probado frente a distintas concentraciones de NaCl y se vio que su efecto
varia entre blancos, en algunos casos la enzima no se vé afectada dentro de un amplio rango
(0.1 a 2 M) (Parks etal., 1995) y en otros la presencia en baja concentracion mejora la
actividad (Nallamsetty et al., 2004). En nuestro caso, la presencia en baja concentracion no
produce alglin efecto, pero al aumentar su concentracion la actividad enzimatica disminuyd
(Figura 29), esto se puede deber al aumento de interacciones proteina-proteina, causando la
agregacion de del sustrato y disminuyendo la eficiencia de corte. En el caso de la urea,
utilizada en el desnaturalizacion y refolding de proteinas debido a sus propiedades

caotrdpicas, se observo que no permitio el mejoramiento de la actividad enzimatica (Figura
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29). Esto difiere parcialmente con los resultados obtenidos en (Sun et al., 2012), en €l que se
indica que la proteasa pierde parte de su actividad al superar una concentracion de urea 2M,
pero que a 1M se mantiene su actividad completa, aunque en (Lee et al., 2019) se obtienen
resultados similares a los nuestros utilizando una concentracion de urea 1M frente al
constructo de una IDP (Proteina Intrinsecamente Desordenada), por lo que el efecto que
puede llegar a tener la urea es dependiente del tipo de sustrato a digerir.

La interaccion y efecto que tienen los sacdridos con las proteinas y su
plegamiento ha sido ampliamente estudiado (Chang et al., 2005; Singh, 2018; S. Zhang et al.,
2021), indicando que estos pueden mejorar o empeorar la estabilidad segun la concentracion y
el sustrato a estabilizar. En nuestro caso, tanto la sacarosa como la trehalosa no permitieron
mejorar la eficiencia de corte. En el caso de la sacarosa, se encontr6 una cita de un paper que
indica que concentraciones hasta 2,5 % (m/v) no inhiben la actividad de la enzima (Waugh,
2011), aunque al buscar el paper citado no se encontrd. Los resultados obtenidos en presencia
de la trehalosa concuerdan con los obtenidos en (Lee et al., 2019), en el cual, al utilizar una
concentracion de 0,5 M, la actividad enzimatica disminuye.

Dentro de los aminodcidos utilizados en procesos de estabilizacion de
proteinas, la arginina es una de las mas estudiadas debido a sus caracteristicas particulares y
los efectos que produce en la estructura de proteinas. Los resultados obtenidos son similares a
los obtenidos en (Lee et al., 2019), en el que se observa una disminucién en la actividad
enzimatica de la proteasa.

Aunque los resultados indican que no se mejoro la actividad enzimatica dentro
de las concentraciones utilizadas, estos mismos excipientes se pueden utilizar para estabilizar
los productos resultantes luego de la reaccion de clivaje en los casos de que sea inestable y
tienda a agregarse u oligomerizarse. Hemos ensayado distintas concentraciones de sales,
agentes caotropicos, azicares y surfactantes que se utilizan generalmente como estabilizantes
de formulaciones proteicas.

Como propuesta a futuro, seria interesante ampliar el estudio incluyendo otros
excipientes que se usan en formulaciones proteicas, y también aplicar herramientas de

modelado molecular o dindmica estructural para entender mejor como interactiian los
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excipientes con la enzima y/o el sustrato. Esto podria ayudar a disefiar condiciones mas

adecuadas para mejorar el rendimiento de TEVp frente a blancos complejos.
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g. Conclusion

En este trabajo se logrd expresar y purificar la proteasa TEV con el objetivo de
mejorar su actividad enzimatica frente a un sustrato de gran complejidad estructural,
utilizando diferentes excipientes, con el fin de mejorar el rendimiento en la obtencion de
productos de interés.

Para la obtencion de las proteinas se usaron técnicas de biologia molecular que
permitieron expresarlas como proteinas quimeras fusionadas a MBP para mejorar el
rendimiento. La purificacion de las distintas proteinas se llevd a cabo mediante distintas
técnicas cromatograficas que utilizaban su afinidad por algin ligando o por sus propiedades
estructurales, obteniendo proteinas puras y una gran homogeneidad estructural.

Durante los ensayos cinéticos, se observdé una clara diferencia en el
comportamiento de la TEVp frente a los dos sustratos, lo que confirma que la complejidad
estructural influye sobre la eficiencia de corte. En los ensayos de optimizacion, se trabajé con
excipientes de distintas caracteristicas fisicoquimicas para analizar si podian mejorar la
actividad enzimadtica frente al blanco complejo. Sin embargo, incluso probando un rango
amplio de concentraciones, no se logré aumentar la actividad frente al sustrato complejo. Esto
sugiere que los excipientes evaluados no ayudaron a mejorar la exposicion del sitio de corte
en ese contexto.

A pesar de eso, muchos de estos excipientes podrian servir como estabilizantes
para los productos luego del clivaje, sobre todo si tienden a agregarse o formar oligomeros. Se

probaron diferentes tipos de sales, azlicares, detergentes y agentes caotropicos que suelen

utilizarse para estabilizar proteinas en soluciones.
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10. Anexos
10.1. Anexo 1: Secuencia del plasmido MBP-TEV-S219V

atatctcactcgcaatcaaattcagccgatageggaacgggaaggcegactggagtgccatgtcecggttttcaacaaacca
tgcaaatgctgaatgagggcatcgttcccactgegatgetggttgccaacgatcagatggegetgggegeaatgegegec
attaccgagtccgggetgegegttggtgcggatatctcggtagtgggatacgacgataccgaagacagcetceatgttatat
ccegecgttaaccaccatcaaacaggattttcgectgetggggcaaaccagegtggaccgcettgetgeaactetetcagg
gececaggceggtgaagggcaatcagetgttgcecgtetcactggtgaaaagaaaaaccaccetggegeccaatacgcaaace
gcecetetcceegegegttggecgattcattaatgecagetggecacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegea
acgcaattaatgtaagttagctcactcattaggcacaattctcatgtttgacagcttatcatcgactgcacggtgcacca
atgcttctggegtcaggcagecatcggaagetgtggtatggctgtgcaggtcgtaaatcactgeataattegtgtegete
aaggcgcactcccgttctggataatgttttttgcgccgacatcataacggttctggcaaatattctgaaatgagetgttg
acaattaatcatcggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagccagtcegtttag
gtgttttcacgagcacttcaccaacaaggaccatagattatgaaaactgaagaaggtaaactggtaatctggattaacgg
cgataaaggctataacggtctcgetgaagtcggtaagaaattcgagaaagataccggaattaaagtcaccgttgageatc
cggataaactggaagagaaattcccacaggttgeggcaactggegatggecctgacattatcttctgggcacacgaccege
tttggtggetacgcetcaatetggectgttggctgaaatcaccccggacaaagegttccaggacaagetgtatcegtttac
ctgggatgccgtacgttacaacggcaagcetgattgettacccgatcgetgttgaagegttatcgetgatttataacaaag
atctgctgecgaacccgecaaaaacctgggaagagatcceggegetggataaagaactgaaagegaaaggtaagagegeg
ctgatgttcaacctgcaagaaccgtacttcacctggccegetgattgetgetgacgggggttatgegttcaagtatgaaaa
cggcaagtacgacattaaagacgtgggcgtggataacgetggcgegaaagegggtetgaccttectggttgacctgatta
aaaacaaacacatgaatgcagacaccgattactccatcgcagaagctgectttaataaaggcgaaacagegatgaccatc
aacggcccgtgggcatggtccaacatcgacaccagcaaagtgaattatggtgtaacggtactgecgaccttcaagggtca
accatccaaaccgttcgttggegtgetgagegeaggtattaacgccgecagtccgaacaaagagetggcaaaagagttee
tcgaaaactatctgctgactgatgaaggtctggaageggttaataaagacaaaccgetgggtgccgtagegetgaagtcet
tacgaggaagagttggcgaaagatccacgtattgccgecaccatggaaaacgeccagaaaggtgaaatcatgecgaacat
cccgeagatgtecgctttctggtatgecgtgegtactgeggtgatcaacgeecgecageggtegtcagactgtcgatgaag
ccctgaaagacgcgceagactaattcgagetcgaacaacaacaacaataacaataacaacaacctcgggatcgagggaagg
ggagaaaatctttattttcaaggtcatcatcatcatcatcatcatggagaaagcttgtttaaggggccgegtgattacaa
cccgatatcgagcaccatttgtcatttgacgaatgaatctgatgggcacacaacatcgttgtatggtattggatttggte
ccttcatcattacaaacaagcacttgtttagaagaaataatggaacactgttggtccaatcactacatggtgtattcaag
gtcaagaacaccacgactttgcaacaacacctcattgatgggagggacatgataattattcgeatgectaaggatttcce
accatttcctcaaaagctgaaatttagagagccacaaagggaagagcegcatatgtcttgtgacaaccaacttccaaacta
agagcatgtctagcatggtgtcagacactagttgcacattcccttcatctgatggeatattctggaageattggattcaa
accaaggatgggcagtgtggcagtccattagtatcaactagagatgggttcattgttggtatacactcagcatcgaattt
caccaacacaaacaattatttcacaagcgtgccgaaaaacttcatggaattgttgacaaatcaggaggegcageagtggg
ttagtggttggcgattaaatgctgactcagtattgtgggggggccataaagttttcatggtgaaacctgaagagectttt
cagccagttaaggaagcgactcaactcatgaatcgtegtcgecgtegetaataaggatectectagagtcgacctgecagge
aagcttggcactggccgtcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccetggegttacccaacttaatcgecttgecageac
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atccccctttcgecagetggegtaatagecgaagaggeccgeaccgatcgeccttcccaacagttgegeagectgaatggc
gaatggcagcttggcetgttttggcggatgagataagattttcagectgatacagattaaatcagaacgcagaageggtct
gataaaacagaatttgcctggeggceagtagegeggtggtececcacctgaccecatgecgaactcagaagtgaaacgecegta
gegcecgatggtagtgtggootctccccatgegagagtagggaactgecaggeatcaaataaaacgaaaggetcagtcgaa
agactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgcetctcctgagtaggacaaatccgecgggageggatttga
acgttgcgaagcaacggececggagggtggegggcaggacgeccgecataaactgecaggeatcaaattaagcagaaggce
atcctgacggatggcctttttgegtttctacaaactcttttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetca
tgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgecctt
attcccttttttgcggcattttgecttectgtttttgectcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgctgaagatca
gttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagttttcgeccccgaagaacgtt
tcccaatgatgagcacttttaaagttctgetatgtggcgeggtattatcecegtgttgacgecgggcaagagceaactcggt
cgccgceatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagceatcttacggatggceatgacagt
aagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgecggcecaacttacttctgacaacgatcggaggaccga
aggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgggaaccggagetgaatgaagec
ataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcectgtagcaatggcaacaacgttgcgeaaactattaactggegaactact
tactctagcttcccggceaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttetgegetcggecctte
cggctggctggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtetcgeggtatcattgeageactggggccagat
ggtaagccctceccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetga
gataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaccccggt
tgataatcagaaaagccccaaaaacaggaagattgtataagcaaatatttaaattgtaaacgttaatattttgttaaaat
tcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggeaaaatcccttataaatcaaaagaa
tagcccgagatagggttgagtgttgttccagtitggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagg
gcgaaaaaccgtctatcagggcgatggeccactacgtgaaccatcacccaaatcaagttttttggggtcgaggtgccgta
aagcactaaatcggaaccctaaagggageccccgatttagagettgacggggaaagecggegaacgtggegagaaaggaa
gggaagaaagcgaaaggagegggcgctagggegetggeaagtgtageggtcacgetgegegtaaccaccacacccgecge
gcttaatgegecgcetacagggegegtaaaaggatctaggtgaagatectttttgataatctcatgaccaaaatcecttaa
cgtgagttttcgttccactgagegtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatectttttttctgegegt
aatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactcttttte
cgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtcctictagtgtageegtagttaggccaccacttcaag
aactctgtagcaccgcctacatacctcgetctgetaatectgttaccagtggcetgetgecagtggegataagtegtgtct
taccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtcgggctgaacggggegttcgtgcacacageeca
gettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgettcccgaagggaga
aaggcggacaggtatccggtaagcggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagetticcagggggaaacgectggta
tctttatagtcctgtegggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcaggggggcggagectat
ggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggecttttgctggcecttitgetcacatgttctttcctgegtta
tccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeag
cgagtcagtgagcgaggaagcggaagagegectgatgeggtattttctecttacgeatctgtgeggtatttcacaccgea
tatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgeatagttaagecagtatacactcecgetatcgetacgtgactggg
tcatggetgegecccgacacccgecaacaccegetgacgegecctgacgggcttgtetgetcececggeatecgettacaga
caagctgtgaccgtctccgggagetgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggeagetgeggta
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aagctcatcagcgtggtcgtgcagegattcacagatgtetgectgttcatccgegtecagetegttgagtttctccagaa
gcgttaatgtctggcttctgataaagegggccatgttaagggcggttttttcctgtitggtcactgatgectecegtgtaa
gggggatttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatgaaca
tgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggeggtatggatgecggecgggaccagagaaaaatcactcagggtc
aatgccagcgcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagecageageatecctgegatgcagatccggaacata
atggtgcagggcgctgacttccgegtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgetcaggt
cgcagacgttttgcagcagceagtcgcettcacgttcgetcgegtatcggtgattcattectgctaaccagtaaggcaaccee
geccagectagecgggtcetcaacgacaggageacgatcatgegeaccegtggecaggacccaacgetgeccgaaattccg
acaccatcgaatggtgcaaaacctttcgcggtatggeatgatagecgeccggaagagagtcaattcagggtgetgaatgte
aaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgccggtgtctcttatcagaccgtttcccgegtggtgaaccaggecag
ccacgtttctgcgaaaacgcgggaaaaagtggaageggegatggcggagetgaattacattcccaaccgegtggeacaac
aactggcgggcaaacagtcgttgctgattggcgttgccacctccagtetggecctgecacgegecgtegeaaattgtcgeg
gcgattaaatctcgegecgatcaactgggtgccagegtggtggtgtecgatggtagaacgaageggegtecgaagectgtaa
agcggeggtgcacaatcttctcgecgecaacgegtcagtgggctgatcattaactatccgetggatgaccaggatgecattg
ctgtggaagcetgectgcactaatgtticcggegttatttcttgatgtctetgaccagacacccatcaacagtattatttte
tcccatgaagacggtacgecgactgggegtggageatctggtecgeattgggtcaccagecaaatcgegetgttagegggecc
attaagttctgtctcggecgegtetgegtetggetggetggeataa

10.2. Anexo 2: Secuencia del plasmido MBP-fHcp100

ccgacaccatcgaatggtgcaaaacctttcgeggtatggcatgatagecgeccggaagagagtcaattcagggtggtogaat
gtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgccggtgtctcttatcagaccgtttccecgegtggtgaaccagge
cagccacgtttctgcgaaaacgegggaaaaagtggaageggegatggeggagcetgaattacattcccaaccgegtggeac
aacaactggcgggcaaacagtcgttgctgattggcgttgccacctccagtetggeectgeacgegecgtegeaaattgte
gecggcgattaaatctcgegecgatcaactgggtgccagegtggtggtgtcgatggtagaacgaageggegtegaagectg
taaagcggcggtgcacaatcttctcgecgecaacgegtcagtgggctgatcattaactatccgetggatgaccaggatgeca
ttgctgtggaagetgectgeactaatgttccggegttatttettgatgtetctgaccagacacccatcaacagtattatt
ttctcccatgaagacggtacgegactgggcegtggageatctggtegeattgggtcaccagecaaatcgegetgttageggg
cccattaagttctgtctcggegegtetgegtetggetggctggcataaatatctcactcgcaatcaaattcagecgatag
cggaacgggaaggcgactggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgetgaatgaggecatcgttcccact
gcgatgcetggttgccaacgatcagatggegetgggegeaatgegegecattaccgagtecgggetgegegttggtgegga
tatttcggtagtgggatacgacgataccgaagacagctcatgttatatcccgecgttaaccaccatcaaacaggattttc
gecetgetggggcaaaccagegtggaccgcettgetgeaactetetcagggecaggeggtgaagggceaatcagetgttgece
gtctcactggtgaaaagaaaaaccaccetggegeccaatacgcaaaccgectetceecgegegttggccgatteattaat
gcagcetggecacgacaggtttcccgactggaaagegggcagtgagegecaacgcaattaatgtaagttagetcactcattag
gcacaattctcatgtttgacagcttatcatcgactgcacggtgcaccaatgcettctggegtcaggecagecatcggaaget
gtggtatggctgtgcaggtcgtaaatcactgcataattcgtgtcgetcaaggegeactcecgttctggataatgtttttt
gcgcecgacatcataacggttctggcaaatattctgaaatgagcetgttgacaattaatcatcggetegtataatgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagccagtccgtttaggtgttttcacgagcaattgaccaacaaggacce
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atagattatgaaaatcgaagaaggtaaactggtaatctggattaacggcgataaaggctataacggtctcgetgaagtcg
gtaagaaattcgagaaagataccggaattaaagtcaccgttgagcatccggataaactggaagagaaattcccacaggtt
gcggcaactggegatggecctgacattatcttetgggeacacgaccgcetttggtggctacgetcaatetggectgttgge
tgaaatcaccccggacaaagcegtticcaggacaagcetgtatcegtttacctgggatgecgtacgttacaacggceaagetga
ttgcttacccgatcgcetgttgaagegttatcgetgatttataacaaagatctgetgecgaaccegecaaaaacctgggaa
gagatcccggegcetggataaagaactgaaagcgaaaggtaagagegegetgatgttcaacctgcaagaaccgtacttcac
ctggccgctgattgetgetgacgggggttatgegttcaagtatgaaaacggcaagtacgacattaaagacgtgggcgteg
ataacgctggegegaaagegggtctgaccttcctggttgacctgattaaaaacaaacacatgaatgcagacaccgattac
tccatcgcagaagcetgectttaataaaggegaaacagegatgaccatcaacggeccgtgggeatggtccaacatcgacac
cagcaaagtgaattatggtgtaacggtactgccgaccttcaagggtcaaccatccaaaccgttcgttggegtgctgageg
caggtattaacgccgcecagtccgaacaaagagetggcaaaagagttcctcgaaaactatctgetgactgatgaaggtetg
gaagcggttaataaagacaaaccgetgggtgccgtagegetgaagtcttacgaggaagagttggtgaaagatccgegtat
tgccgecactatggaaaacgeccagaaaggtgaaatcatgecgaacatccecgeagatgtecgetttctggtatgeegtge
gtactgcggtgatcaacgecgecageggtegtcagactgtecgatgaagecctgaaagacgegeagactaattcgageteg
aacaacaacaacaataacaataacaacaacctcggggatgacgatgacaaggtaccgcatatgtccatgggeggeegega
tatcgtcgacggatccgaattccctgcaggtaattaaataagettcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggec
ctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgetctectgagtaggacaaatccgecgggageggatttgaacgttgega
agcaacggcccggagggtggcgggcaggacgcccgecataaactgecaggceatcaaattaagcagaaggecatectgacg
gatggcctttttgegtttctacaaactctttcggtecgttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgetcat
gagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgecctta
ttcccttttttgeggceattttgecttectgttttitgetcacccagaaacgetggtgaaagtaaaagatgetgaagatcag
ttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcgecccgaagaacgttt
cccaatgatgagcacttttaaagttctgetatgtggegeggtattatccegtgttgacgecgggcaagageaacteggtc
gccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagta
agagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgeggecaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaa
ggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgategttgggaaccggagetgaatgaageca
taccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgecgcaaactattaactggegaactactt
actctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttetgegeteggeccttee
ggctggctggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtggatctecgeggtateattgecageactggggccagatg
gtaagccctcecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgag
ataggtgcctcactgattaagceattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttccttaggac
tgagcgtcaaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegtaatetgetgettgecaaaca
aaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagetaccaactctttttccgaaggtaactggettcag
cagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagecgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgecta
catacctcgctctgctaatcetgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggactcaaga

cgatagttaccggataaggcgcageggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacageccagettggagegaacgaccta
caccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgecacgettcccgaagggagaaaggeggacaggtatccgg

taagcggcagggtcggaacaggagagegeacgagggagcetticcagggggaaacgectggtatctttatagteetgteggg
tttcgccacctctgacttgagegtegatttttgtgatgetcgtcagggggecggagectatggaaaaacgecagecaacge
ggcctttttacggttectggecttttgetggecttttgetcacatgttetttcctgegttatcecctgattctgtggata
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accgtattaccgcectttgagtgagcetgataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeagegagtcagtgagegaggaa
gcggaagagcgcectgatgeggtattttctecttacgeatctgtgeggtatttcacaccgeatataaggtgcactgtgact
gggtcatggctgegecccgacaccegecaacaccegetgacgegecctgacgggcettgtetgetecccggeateegettac
agacaagctgtgaccgtctccgggagctgeatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggceagetgcg
gtaaagctcatcagegtggtecgtgcagegattcacagatgtetgectgttcatccgegteccagetegttgagtttcteca
gaagcgttaatgtctggctictgataaagegggccatgttaagggcggttttttcctgtitggtcactgatgectecgtg
taagggggatttctgttcatgggggtaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacgatacgggttactgatgatga
acatgcccggttactggaacgttgtgagggtaaacaactggeggtatggategcgecgggaccagagaaaaatcactcagg
gtcaatgccagegcttcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagecageageatcctgegatgcagatccggaac
ataatggtgcagggcgctgacttccgegtttccagactttacgaaacacggaaaccgaagaccattcatgttgttgctca
ggtcgcagacgttttgcagcagceagtcgcettcacgttcgetegegtatcggtgattcattctgetaaccagtaaggeaac
cccgecagectagecgggtectcaacgacaggagceacgatcatgegeacccgtggecaggacccaacgetgeccgaaatt

10.3. Anexo 3: Secuencia del plasmido MBP-CCNA2(A171)

ccgacaccatcgaatggtgcaaaacctttcgeggtatggcatgatagegeccggaagagagtcaattcagggtggtgaat
gtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgeccggtgtctcttatcagaccgtttccegegtggtgaaccagge
cagccacgtttctgcgaaaacgcgggaaaaagtggaageggegatggcggagetgaattacattcccaaccgegtggeac
aacaactggcgggcaaacagtcgttgctgattggcgttgccacctccagtetggecctgecacgegecgtegeaaattgtc
gcggcegattaaatctcgegecgatcaactgggtgccagegtggtggtgtcgatggtagaacgaageggegtcgaagectg
taaagcggcggtgcacaatcttctcgegecaacgegtcagtgggcetgatcattaactatccgetggatgaccaggatgeca
ttgetgtggaagetgectgeactaatgticcggegttatttettgatgtetctgaccagacacccatcaacagtattatt
ttctcccatgaagacggtacgegactgggegtggageatcetggtegeattgggtcaccageaaatcgegetgttageggg
cccattaagttctgtctcggegegtetgegtetggetggetggeataaatatctcactcgeaatcaaattcagecgatag
cggaacgggaaggcgactggagtgccatgtccggttttcaacaaaccatgcaaatgetgaatgagggceatcgttcccact
gcgatgetggttgccaacgatcagatggegetgggegeaatgegegecattaccgagteecgggetgegegtiggtgcgga
tatttcggtagtgggatacgacgataccgaagacagctcatgttatatcccgecgttaaccaccatcaaacaggattttc
gectgetggggcaaaccagegtggaccgettgetgeaactetctcagggecaggeggtgaagggceaatcagetgttgeec
gtctcactggtgaaaagaaaaaccacccetggegeccaatacgecaaaccgectcteccecgegegttggecgattcattaat
gcagcetggcacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagegcaacgcaattaatgtaagttagetcactcattag
gcacaattctcatgtttgacagcttatcatcgactgecacggtgeaccaatgcettctggegtcaggeagecatcggaaget
gtggtatggctgtgcaggtcgtaaatcactgcataattcgtgtcgctcaaggegeacteeccgtictggataatgtttttt
gcgcecgacatcataacggttctggcaaatattctgaaatgagetgttgacaattaatcatcggetcgtataatgtgtgga
attgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagccagtccgtttaggtgttttcacgagcaattgaccaacaaggacc
atagattatgaaaatcgaagaaggtaaactggtaatctggattaacggcgataaaggctataacggtctcgctgaagtcg
gtaagaaattcgagaaagataccggaattaaagtcaccgttgagcatccggataaactggaagagaaattcccacaggtt
geggcaactggegatggcecctgacattatcttictgggeacacgaccgcetttggtggctacgetcaatctggectgttgge
tgaaatcaccccggacaaagcegttccaggacaagetgtatcegtttacctgggatgecgtacgttacaacggcaagetga
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ttgcttacccgatcgetgttgaagegttatcgetgatttataacaaagatctgetgecgaacccgecaaaaacctgggaa
gagatcccggegetggataaagaactgaaagegaaaggtaagagegegetgatgttcaacctgecaagaaccgtacttcac
ctggecgetgattgetgetgacgggggttatgegticaagtatgaaaacggceaagtacgacattaaagacgtgggegteg
ataacgctggcgcgaaagegggtctgaccticctggttgacctgattaaaaacaaacacatgaatgcagacaccgattac
tccatcgcagaagcetgcectttaataaaggcgaaacagegatgaccatcaacggeccegtgggceatggtccaacatcgacac
cagcaaagtgaattatggtgtaacggtactgccgaccttcaagggtcaaccatccaaaccgttcgttggegtgctgageg
caggtattaacgccgccagtccgaacaaagagetggeaaaagagttcctcgaaaactatctgetgactgatgaaggtetg
gaagcggttaataaagacaaaccgetgggtgccgtagegctgaagtettacgaggaagagttggtgaaagatccgegtat
tgcegecactatggaaaacgeccagaaaggtgaaatcatgecgaacatcecgeagatgtecgcetttectggtatgeegtge
gtactgcggtgatcaacgecgecageggtegtcagactgtcgatgaagecctgaaagacgegecagactaattcgageteg
aacaacaacaacaataacaataacaacaacctcgggatcgagggaaggatttcacatatgctagtacccaggggaagtca
tcaccaccaccaccacggceggtggeggcagegaaaacctgtacticcagggtgtgectgactaccacgaggacatccaca
cctacctgagagagatggaagtgaagtgcaagecgaaggteggttatatgaaaaaacaaccggacatcaccaatageatg
cgtgcaatcetggtggactggctggtagaggttggcgaagagtataaacttcagaatgaaacgttgeacttggeggttaa
ctatatcgaccgttttctctctagcatgagcegttttgegtggtaaactgcaactggtcggaaccgcagcetatgetgttgg
cgagcaaatttgaggaaatttacccgccagaggttgeggaattcgtgtatattaccgatgatacctacaccaaaaaacag
gttttgcgeatggaacatctggtcctgaaagttctgacttttgatctggeggctecgaccgtgaaccagttettgacgea
gtatttcttgcaccagcaaccggcaaactgcaaggtggagtctttagctatgttcttaggtgagetgtecctgattgacg
cggacccgtatcttaagtacctgecgagcegttattgecgggtgccgegtttcatctggecctgtataccgttaccggecag
agctggecggagtccctcatccgtaaaaccggttatacgetggaatcgetgaagecegtgtetgatggatctgeatcaaac
gtaccttaaggcgcecacageatgcgcaacaatccatccgegagaaatacaagaactccaagtaccacggtgtgagettge
tgaacccgecggaaactctgaatttgtaaggatccgaattcecctgecaggtaattaaataagettcaaataaaacgaaagg
ctcagtcgaaagactgggcectttegttttatctgttgtttgtcggtgaacgctetectgagtaggacaaatcegeecggga
gcggatttgaacgttgcgaagcaacggeccggagggtggegggcaggacgeccgecataaactgeccaggeatcaaattaa
gcagaaggccatcctgacggatggcectttttgegtttctacaaactctttcggtecgttgtttatttttctaaatacatt
caaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaa
catttccgtgtcgeccttatteccttttttgecggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgetggtgaaagt
aaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageggtaagatccttgagagtt
ttcgccccgaagaacgtttcccaatgatgagcacttttaaagttetgetatgtggcgeggtattatccegtgttgacgec
gggcaagagcaactcggtcgecgeatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagceatct
tacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggcecaacttacttetga
caacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgecttgatecgttgggaa
ccggagctgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgtagcaatggcaacaacgttgegcaaact
attaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccac
ttctgcgceteggeccttcecggetggetggtttattgctgataaatctggagecggtgagegtgggtectcgeggtatcatt
gcagcactggggccagatggtaagccectccegtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacg
aaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatacttt
agattgatttccttaggactgagcgtcaaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgegegt
aatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccageggtggtttgtttgccggatcaagagetaccaactcttttte
cgaaggtaactggcttcagcagagcgceagataccaaatactgtecttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaag
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aactctgtagcaccgcectacatacctcgetctgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgtet
taccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgecageggtegggctgaacggggggttcgtgcacacageeca
gcettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaagegecacgcettcccgaagggaga
aaggcggacaggtatccggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgagggagettccagggggaaacgectggta
tctttatagtcctgtcgggtttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtgatgctegtcaggggggcggagectat
ggaaaaacgccagcaacgceggcectttttacggttcctggecttttgetggecttttgctcacatgttctttcctgegtta
tccectgattetgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgetcgecgeagecgaacgaccgagegeag
cgagtcagtgagcgaggaageggaagagegcctgatgeggtattttctecttacgeatetgtgeggtatttcacaccgea
tataaggtgcactgtgactgggtcatggctgecgeeccgacacccgecaacacccgetgacgegecctgacgggcettgtet
gctececggeatccgcettacagacaagetgtgaccgtetccgggagetgecatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccga
aacgcgcgaggcagetgeggtaaagetcatcagegtggtegtgecagegattcacagatgtetgectgttcatcegegtee
agctcgttgagtttctccagaagcegttaatgtctggcettctgataaagecgggcecatgttaagggeggttttttcctgttt
ggtcactgatgectecgtgtaagggggattictgttcatggggotaatgataccgatgaaacgagagaggatgctcacga
tacgggttactgatgatgaacatgcceggttactggaacgttgtgageotaaacaactggeggtatggatgcggcgggac
cagagaaaaatcactcagggtcaatgccagegcettcgttaatacagatgtaggtgttccacagggtagecageageatce
tgcgatgcagatccggaacataatggtgcagggegetgacttecgegtttccagactttacgaaacacggaaaccgaaga
ccattcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcageageagtegettcacgttcgetcgegtatcggtgatteattce
tgctaaccagtaaggcaaccccgcecagectagecgggtectcaacgacaggageacgatcatgegeaccegtggecagga
cccaacgcetgeccgaaatt

10.4. Anexo 4: Calculo de masa total y rendimiento por litro de
cultivo de TEVp

En la purificacion de TEVp por SEC, se obtuvo unos 7 mL de la fraccion 2
con una concentracion de 0,66 pg/ulL, dando 4,62 mg de proteasa. Debido a que solo se
purificé 1 mL del total del eluido obtenido en la purificacion por IMAC, aproximadamente
10,2 mL, se multiplicé la masa obtenida por el volumen de muestra obtenido, dando una masa
total de 47,12 mg de proteasa (2). Para obtener el rendimiento, se dividio la masa total por el

volumen de medio de cultivo preparado para obtener la masa total (2 Litros) (3).

0,66 T8 X 7mL x 10,2 ml
Masa total = =47,12mg
1mL X )
o . ) 47,12 mg mg
Rendimiento por litro de cultivo = —— = 23,56 — -
2 litros Litro de cultivo (3
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10.5. Anexo 5: Datos de cinética enzimatica frente a MBP-fHcp100
Tiempo de Pico 1 (%) Pico 2 (%) 1/Tiempo de 1/Pico 2 (%™)
incubacion incubacion

(min) (min™)

5 78 22 0,2 0,046

15 62 38 0,067 0,026

30 53 47 0,033 0,021

60 47 53 0,017 0,019

120 39 61 0,008 0,016

240 32 68 0,004 0,015

10.6. Anexo 6: Datos de cinética enzimatica frente a
MBP-CCNA2(A171)
Tiempo de | Pico 1 (%) | Pico 2 (%) | Pico 3 (%) Pico 1/Tiempo 1/Pico
incubacion digerido de digerido
(min) (%) incubacion (%™
(min™)

5 90 4 5 9 0,2 0,103
15 79 10 11 21 0,067 0,048
30 66 16 18 34 0,033 0,029
60 46 25 29 54 0,017 0,019
120 26 34 40 74 0,008 0,014
240 12 41 47 88 0,004 0,011
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