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Resumen.

RESUMEN.

El PCI es una proteina de 39 aminoacidos con una estructura globular central de 27 residuos y dos
colas, N- terminal y C- terminal. La parte globular de la proteina presenta una hélice 319, como unica
estructura secundaria regular, asi como 4 bucles (“loops”) y estd estabilizada por tres puentes disulfuro
formados por las cisteinas Cg- Cp7, C12- C24 y C18- C34. La presencia de estos puentes disulfuro nos
permite estudiar el replegamiento del PCI a través de la captura de los intermediarios que se forman en el
proceso de plegamiento a partir de la proteina reducida. Esto permite conocer el nimero de intermediarios
dependientes de disulfuro, su diversidad, su estructura y sus propiedades, proporcionandonos informacion

sobre el mecanismo de plegamiento.

En una primera fase del presente trabajo, hemos estudiado el aislamiento y la purificacién de los
intermediarios con tres puentes disulfuro (denominados "scrambled species") a partir de la mezcla de
intermediarios que se obtiene tras efectuar el replegamiento del PCI a partir de PCI purificado o a partir de
cultivos de E. Coli que expresan PCI. Asi mismo, hemos realizado una caracterizacion estructural de los
intermediarios “scrambled” aislados en forma pura, se han determinado sus constantes de inhibicion, éstas
son del orden mM (unas 1000 veces superiores a la estimada para el PCl nativo). También se ha
determinado cudles son las cisteinas implicadas en cada uno de los puentes disulfuro de la estructura de
tales especies mediante digestién proteolitica y mediante reduccién quimica parcial de un puente disulfuro.
Finalmente se ha realizado un andlisis conformacional por estudios de Dicroismo Circular y Resonancia
Magnética Nuclear, técnicas que nos han permitido observar que tales intermediarios no presentan una

estructura mayoritaria definida.

En una segunda fase, hemos estudiado la Ultima etapa del camino de plegamiento del PCI, etapa donde

w m

las especies "“scrambled™ rompen y vuelven a formar sus puentes disulfuro para dar lugar a la estructura
nativa. Con este fin se ha estudiado la estabilidad relativa de estos intermediarios frente a agentes
desnaturalizantes y se han llevado a cabo experimentos cinéticos de su evolucion a estructura nativa. Estos
experimentos han probado que el plegamiento del PCI no tiene lugar a través de una via Unica sino que se
dan multiples vias paralelas. Se han observado que los intermediarios que son mas estables frente a

agentes desnaturalizantes son los que presentan una evolucion mas lenta hacia la forma nativa.

Finalmente en una tercera fase, se ha estudiado la influencia de agentes redox en la produccién de PCI
recombinante y en otras proteinas relacionadas. Se observo que la expresién de éstos en E. Coli, en forma
secretada al medio, se acumulaba gran parte de la proteina en forma de intermediarios tipo “scrambled”. Se
ha determinado que la forma mas eficiente para convertir estas especies en proteina nativa, consiste en la
adicion al medio tras el cultivo de agentes redox para catalizar el proceso de “reshuffling”. De esta forma se

consiguen importantes mejoras en el rendimiento de la produccion.



I. Introduccién.

I. INTRODUCCION.

I. A. EL PLEGAMIENTO PROTEICO.

I.A. 1. EL PROBLEMA DEL PLEGAMIENTO PROTEICO.

El problema del plegamiento proteico ha sido generalmente entendido de dos formas diferentes: bien
como un problema de informacién o como un problema de mecanismo.

Clasicamente el problema se enfoca como una descodificacién de informacion; el objetivo es descifrar
un “cédigo” que permita deducir la conformacion nativa de las proteinas a partir de su estructura
primaria, de la misma forma que el “codigo genético” permite deducir la secuencia de aminoacidos de
una proteina a partir de su secuencia de nucleétidos.

La dificultad de dicho problema y el lento progreso desde su formulacién sugirieron que podria ser
atacado por estudios experimentales del proceso de plegamiento proteico. De ahi la formulacion
mecanistica del problema: describir en términos cinéticos, termodinamicos y estructurales el proceso por
el cual una cadena polipeptidica desestructurada puede plegarse para dar una configuracién definida y
ademas biolégicamente activa (Freedman, 1992).

Desde finales de los 60, se inician estudios sobre el mecanismo por el cual las proteinas desplegadas
pueden adquirir su conformacién nativa in vitro. La base de estos estudios es el hecho de que el nimero
de configuraciones posibles de una cadena polipeptidica es tan elevado que la bldsqueda de la
conformacion nativa completamente al azar es imposible porque seria exageradamente lenta (Levinthal,
1968). Ello sugiri6 la existencia de rutas especificas de plegamiento, consecuentemente la existencia de
unos estados intermedios donde la proteina se encuentra parcialmente estructurada. La caracterizacion
de estos estados intermedios podria dar informacion sobre la relacién entre la secuencia de aminoacidos

y la estructura tridimensional de la proteina (Goldenberg, 1992).

l. A. 2. ESTUDIOS DEL MECANISMO DE PLEGAMIENTO DE PROTEINAS QUE
CONTIENEN PUENTES DISULFURO.

Por dos importantes razones el mecanismo de formacién de los puentes disulfuro puede dar
informacion valiosa para el trazado de las rutas de plegamiento de proteinas que contienen cistinas
(Freedman, 1984; Creighton, 1990). En primer lugar, es conocido que la formacién de puentes disulfuro
esta asociada al plegamiento de tales proteinas (Haber and Anfinsen, 1962). Durante el plegamiento
proteico, los puentes disulfuro se rompen y se vuelven a formar (proceso de “reshufling”) para adaptarse

a las conformaciones mas favorables para la proteina.
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I. Introduccién.

En segundo lugar, los intermediarios de plegamiento de las proteinas que contienen puentes disulfuro
pueden ser capturados, separados y aislados por sistemas cromatograficos. Esto permite estudiar el
namero de intermediarios, su diversidad, su estructura y sus propiedades (Creighton, 1986).

La técnica utilizada para obtener estos intermediarios de plegamiento es la denominada “disulfide
guenching” (Creighton 1978, 1986, 1990). La formacion y la rotura de puentes disulfuro puede ser
dirigida experimentalmente mediante el control redox de la interaccion. Asi pueden utilizarse reactivos
como la iodoacetamida y el acido iodoacetico para "atrapar" ("quenching") de forma irreversible la
formacion de enlaces disulfuro. O simplemente una acidificacién con acido trifluoroacético permitiria
"atrapar" no solo la formacién, sino también la rotura y la reorganizacion de puentes disulfuro en una
reaccion rapida, no dependiente de la accesibilidad estérica, y reversible.

La monitorizacion de la formacion de los puentes disulfuro durante el plegamiento presenta algunas
ventajas. En primer lugar, como todos los enlaces disulfuro establecidos entre cisteinas son
equivalentes, cualquier diferencia existente entre ellos en una proteina es debido a la conformacion
adoptada por ésta (Givol, 1965). En segundo lugar, si existe un intercambio intramolecular entre
disulfuros, la conformacién mas estable sera la mas abundante (Creighton, 1992b). Finalmente, esta
técnica ayuda a definir el papel cinético de los intermediarios del plegamiento (Creighton, 1996;
Goldenberg, 1992; Weissman & Kim, 1995).

Los primeros trabajos en que se identifican intermediarios en el plegamiento de proteinas con puentes
disulfuro fueron los realizados sobre el Inhibidor de Tripsina Pancreatico Bovino (BPTI) (Creighton, 1978;
Creighton and Goldenberg, 1984); y sobre la Ribonucleasa A (RNasa A) (Creighton, 1979; Konishi et al.,
1981; Scheraga et al.,1987; Creighton, 1988).

En el BPTI, proteina de 58 residuos aminoacidicos y tres puentes disulfuro en la estructura nativa, se
describi6 la existencia de ocho intermediarios de plegamiento unidos por puentes disulfuro (incluyendo
en ellos la configuracién nativa) de los 75 posibles, definidos por las combinaciones de las seis cisteinas
en 0 a 3 puentes disulfuro. Algunos de estos intermediarios con uno o dos puentes disulfuro que
aparecian en proporciones elevadas, contenian uniones entre cisteinas diferentes a la configuracion
nativa y, a su vez, parecian estar involucrados en el proceso de plegamiento de la proteina.

El modelo de mecanismo de plegamiento propuesto para el BPTI (Creighton, 1978; Creighton and
Goldenberg, 1984.) a partir del estudio de los intermediarios se muestra en la figura I. A. 1.

Este modelo fue revisado después por Weissman and Kim (1991, 1992a) utilizando para sus estudios
técnicas mas modernas de separacién y analisis. Segun los resultados obtenidos, estos investigadores
afirman que los intermediarios de plegamiento encontrados en elevada proporcién y contienen uniones
entre cisteinas como las de la estructura nativa.

El plegamiento del BPTI, seguin estos investigadores, tiene lugar por rutas preferentes que
transcurren a través de un namero limitado de intermediarios que se forman en proporcién elevada. La
estructura de la proteina nativa se forma a partir de un intermediario definido que contiene dos puentes
disulfuro a través de la formacién del tercer puente disulfuro nativo. No se detecta ningun intermediario

con tres puentes disulfuro diferentes a los de la estructura nativa.
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Figural. A. 1. Esquema del mecanismo de plegamiento definido para el BPTI.

Posteriormente, se han realizado estudios del mismo tipo en la Hirudina (Chatrenet and Chang, 1992,
1993; Chang, 1993a, 1994a, 1995a, 1996, 1997), proteina de 49 residuos y tres puentes disulfuro en la
estructura nativa. Estos estudios han revelado un nimero de caracteristicas importantes del mecanismo
de plegamiento de la Hirudina:

a) Del nimero de especies identificadas por cromatografia (HPLC) de fase reversa y electroforesis
capilar se deduce que los intermediarios de plegamiento son extremadamente heterogéneos.

b) La ruta de plegamiento de la Hirudina pasa por dos etapas diferenciadas: En la primera etapa de
plegamiento, denominada por los autores de "empaguetamiento”, existe una formacion no especifica de
los puentes disulfuro de la proteina. La proteina reducida y desnaturalizada evoluciona de forma
secuencial a través de una mezcla en equilibrio de isbmeros que contienen un puente disulfuro y una
mezcla de isdmeros con dos puentes disulfuro, para alcanzar una mezcla de isémeros con tres puentes
disulfuro ("scrambled species"). En la segunda etapa de plegamiento, denominada de "reorganizacion o
consolidacion”, las especies scrambled se reestructuran y se consolidan para formar la especie nativa.

c) Las especies scrambled de la Hirudina son intermediarios importantes en la ruta a la estructura
nativa. Ademas, la concentracion que presentan a lo largo de la ruta de plegamiento puede ser
manipulada en funcién de los potenciales redox (Chang, 1994a).

d) La presencia de un desnaturalizante durante la ruta de plegamiento afecta Unicamente la segunda

etapa de ésta. No afecta visiblemente la formacion no especifica de puentes disulfuro, ya que las
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I. Introduccién.

composiciones de las especies con uno y dos puentes disulfuro, identificadas por HPLC, son
indistinguibles tanto si el plegamiento tiene lugar en presencia como en ausencia de desnaturalizante.

e) La construcciéon de una ruta Unica de plegamiento, por ejemplo la identificacion de especies
productivas que sean indispensables para la continuacion del plegamiento, no es posible debido al gran
ndmero de los intermediarios.

Las diferencias observadas entre el mecanismo descrito para el BPTI y para la Hirudina tienen
implicaciones de importancia fundamental porque representan dos modelos muy diferentes sobre el
plegamiento de proteinas. El modelo descrito para el BPTI esta en la linea del modelo “armazén o
marco” (framework model) (Ptitsyn, 1987; Kim & Baldwin, 1982; Baldwin, 1989; Karplus & Weaver, 1994)
gue acentla la importancia de las interacciones locales para obtener un plegamiento eficiente a través
de estructuras como la nativa. Por otra parte el modelo descrito para la Hirudina es més consistente con
el modelo de “colapso” (collapse model) (Dill, 1990; Dill et al., 1995). Este modelo describe que el
plegamiento proteico se inicia con un rapido colapso hidrofébico seguido de un alineamiento lento, donde
las interacciones especificas no dominan el plegamiento sino que refinan la estructura.

Estas discrepancias expuestas podrian ser atribuidas a la diferencia estructural, en particular al patrén
de puentes disulfuros existente entre las dos proteinas. Por ello, son muy interesantes los resultados
obtenidos del estudio sobre el plegamiento del Inhibidor especifico del Factor Xa (Tick Anticoagulant
Peptide, TAP) (Chang 1996, 1999b). Esta proteina (Waxman et al., 1990; Sardana et al., 1993) tiene 60
aminoacidos (uno mas que el BPTI) y tres puentes disulfuro, ademas pertenece al grupo de inhibidores
tipo Kunitz como el BPTI. Ambas proteinas presentan una homologia estructural en el patréon de puentes
disulfuro y en la conformacién tridimensional.

El mecanismo de plegamiento del TAP en muchos aspectos es indistinguible al descrito para la
Hirudina. La complejidad de los intermediarios de plegamiento, la forma en que fluyen en la ruta de
plegamiento, la aceleracién de las dos etapas del plegamiento cuando actGan agentes redox y el
mecanismo de acumulacion de los intermediarios del plegamiento con tres puentes disulfuro son algunos
de los aspectos que hacen el mecanismo de plegamiento del TAP similar al descrito para la Hirudina.
Existe una diferencia referente a las propiedades de las especies scrambled, la sensibilidad a agentes
desnaturalizantes es diferente para las dos proteinas. Para la Hirudina sélo los intermediarios con tres
puentes disulfuro presentan sensibilidad a desnaturalizante, mientras que para el TAP son los
intermediarios de uno, dos y tres puentes disulfuro los que son sensibles. Recordamos que las especies
sensibles a desnaturalizante son las que deben adoptar estructuras estabilizadas por interacciones no
covalentes y no necesariamente deben tener puentes disulfuro como los de la proteina nativa.
Finalmente una caracterizacion de los intermediarios mas estables y abundantes del TAP indica que no
son éstos los que necesariamente facilitan el proceso de plegamiento, por el contrario parece que sean
el paso limitante en la etapa final del plegamiento de la proteina.

Curiosamente el mecanismo de plegamiento del TAP también presenta similitudes y diferencias con

el descrito para el BPTI:;
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I. Introduccién.

a) Los intermediarios del plegamiento con uno y dos puentes disulfuro existen en un equilibrio
dinamico. Este hecho también ocurre con el BPTI, la Hirudina y otras proteinas, lo que ha llevado a
pensar que las propiedades estos intermediarios no son tan diferentes (Weissman & Kim, 1992b; Dadlez
& Kim, 1995).

b) Los intermediarios de plegamiento del TAP son mas heterogéneos que los descritos para el BPTI
y ademas no presentan entre ellos especies predominantes.

¢) Finalmente, es importante observar que el TAP presenta especies intermediarias con tres puentes
disulfuro, mientras que el BPTI presenta especies con dos puentes disulfuro como los del nativo y dos
cisteinas que forman el tercer disulfuro de forma eficiente.

En los estudios realizados sobre el mecanismo de plegamiento de otras proteinas como el Factor de
Crecimiento Epidérmico Humano (EGF), proteina de 53 residuos y tres puentes disulfuro (Chang,
1995b); los realizados sobre la Cardiotoxina 111 (CTX I1l), proteina de 6.8 kDa y cuatro puentes disulfuro
(Chang, 1998); los realizados sobre el Factor de Crecimiento de la Insulina (IGF), proteina de 80
aminoacidos y tres puentes disulfuro (Chang, 1999c) y los realizados sobre el pro- BPTI (Weissman and
Kim, 1992c) se ha observado existencia de numerosos intermediarios de plegamiento que
corresponderian a la descripcién de especies scrambled.

Los estudios de las rutas de plegamiento de éstas y otras proteinas evidencian de forma clara la
existencia de intermediarios parcialmente estructurados. Sin embargo, no hay aun un acuerdo general
sobre un modelo de mecanismo de plegamiento. Se cuestiona si el plegamiento proteico es un proceso
controlado cinética o termodinamicamente (Creighton, 1990; Baker et al., 1992; Dobson, 1992); si existe
una Unica via de plegamiento preferente o son muchas las rutas que llevan a la configuracion proteica
nativa final (Harrison and Durbin, 1985; Scheraga et al., 1987; Weissman and Kim, 1991, 1992a; Radford
et al., 1992); la importancia relativa de intermediarios con estructura similar a la nativa o no (Weissman
and Kim, 1991, 1992a; Creighton, 1992b); y sobre el papel respectivo del “colapso hidrofébico” y las

“interacciones especificas” en impulsar y guiar el plegamiento (Baldwin, 1989; Dill, 1990).

I. B. EL INHIBIDOR PROTEICO DE CARBOXIPEPTIDASA DE PATATA (PCI).

. B. 1. ESTRUCTURA DEL INHIBIDOR PROTEICO DE CARBOXIPEPTIDASA DE
PATATA.

En 1982, Rees y Libscomb resolvieron por cristalografia de rayos X la estructura tridimensional del
complejo PCI- Carboxipeptidasa A y en 1987 Clore et al. determinaron la conformacion del PCI libre en
disolucién mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Pese a su pequefio tamafio, 39 residuos aminoacidicos, el PCl posee una configuracion globular y
constituye un buen ejemplo de “proteina minima” capaz de adoptar una estructura tridimensional estable
(figura IV. B. 1. 1).
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I. Introduccién.

Figural. B. 1. 1. Estructura tridimensional del PCI.

El PCI posee una estructura compacta, en forma de nucleo globular (27 residuos) del que sobresalen
los extremos N- y C- terminal de la molécula (7 y 5 residuos respectivamente). El extremo C- terminal
constituye el centro de unién primario del PCl a la carboxipeptidasa. La proteina carece de elementos

regulares de estructura secundaria exceptuando una helice 3, entre los residuos 14 y 18. El nucleo

globular de su estructura esta estabilizado por tres puentes disulfuro que delimitan cuatro bucles
(“loops™). Los puentes formados por las cisteinas 8 - 24 y 12 - 27 forman un anillo a través del cual se

establece el puente disulfuro 18- 34, formando una estructura en forma de nudo.

El PCI puede ser purificado de la patata (Hass and Ryan, 1981), pero para asegurar la homogeneidad
y facilitar futuros andlisis de mutantes, se ha utilizado PCI recombinante (Molina et al. 1992) para los

estudios del presente trabajo.

I. B. 2. ESTUDIOS REALIZADOS SOBRE EL MECANISMO DE PLEGAMIENTO DEL PCI.

Los estudios sobre el mecanismo de plegamiento del PCI llevados a cabo previamente en nuestro
grupo (Chang, et al. 1994b), revelaron que el plegamiento del PCI sigue un mecanismo en dos etapas

similares al explicado para la Hirudina. Dicho mecanismo se esquematiza en la figura I. B. 2. 1.
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I. Introduccién.
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(1) “PACKING” :

- Impulsado por colapso hidrofébico.

- Acelerado por Cys-Cys o GSSG.

- No afectado por 5M GdmCI o 8M Urea.

(2) “CONSOLIDATION":
- Catalizado por Cys, GSH o p-ME.

Figura |l. B. 2. 1. Esquema del proceso de plegamiento del PCI. En la parte derecha de la figura se muestran

los cromatogramas de HPLC de fase reversa resultado de analizar los intermediarios de plegamiento atrapados en

medio acido a lo largo del proceso de replegamiento y reoxidacién del PCI. (I, Il, lll: Especies con 1, 2 o 3 puentes

disulfuro; R: Forma totalmente reducida y N: Estructura nativa).

Estudios de la influencia que ejercen agentes reductores y desnaturalizantes en la composicion de los

intermediarios de plegamiento sugieren que no existen interacciones especificas no covalentes que

guien el plegamiento en la primera etapa de replegamiento del PCI.
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I. Introduccién.

Por técnicas de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y espectrometria de masas se ha
encontrado que los 75 posibles isébmeros de las estructuras proteicas de uno, dos y tres puentes
disulfuro, se agrupan en 23 fracciones (puras o no) de posibles intermediarios. Cabe comentar que en
dichas fracciones, aunque sean puras, la cadena polipeptidica podra adoptar mas de una conformacién
posible. Tal heterogeneidad sugiere que no existe un Gnico camino de plegamiento para el PCI.

Estudios cinéticos realizados sobre la segunda etapa del proceso de "refolding", la de reorganizacion,
sugieren que es la etapa limitante del proceso de plegamiento del PCI. En ella tienen lugar roturas y
nuevas formaciones (“reshuffling”) de los puentes disulfuro formados por union entre cisteinas diferentes
a las uniones existentes en la estructura nativa, y ademas es necesaria la presencia de un catalizador
con grupos tiol libres. Este ultimo hecho nos da la explicacién de por qué las especies scrambled se
acumulan y pueden ser obtenidas experimentalmente. Durante la primera etapa del plegamiento las
especies de cero, uno o dos puentes disulfuro con cisteinas libres actian como catalizadores tiol de la
reaccién; a medida que el plegamiento proteico tiene lugar existen menos especies con cisteinas libres,
ya que estas cisteinas libres van formando los puentes disulfuro de la proteina. Como consecuencia en
ausencia de grupos tiol libres la reaccién se para, acumulandose las especies con tres puentes disulfuro,
scrambled (Chang, et al. 1994b).
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II. OBJETIVOS.

1. Caracterizacion estructural de los intermediarios de plegamiento con tres puentes disulfuro del
PCI, las denominadas especies "scrambled”. Se plantea en primer lugar la puesta a punto de la
obtencién y purificacion de las especies “scrambled” en cantidades suficientemente grandes, y
seguidamente su caracterizacion estructural a través de la determinacion de sus respectivos puentes
disulfuro, actividad inhibidora y técnicas espectroscépicas como el Dicroismo Circular y Resonancia

Magnética Nuclear.

2. Estudio de la ultima etapa del camino de plegamiento del PCI, etapa de reorganizacion o
consolidacion, donde las especies "scrambled" rompen y vuelven a formar sus puentes disulfuro para
dar lugar finalmente a la estructura nativa. Para ello se plantea el estudio de la influencia de
desnaturalizantes sobre el proceso de reorganizacién y experimentos de tipo cinético a partir de los

intermediarios.

3. Aplicar el conocimiento de los factores que permiten controlar el proceso de plegamiento in
vitro del PCI, al estudio de su expresién recombinante en E. Coli, con el fin de mejorar el rendimiento
de la produccion de PCI nativo, o de otras proteinas relacionadas, mediante la manipulacion de la
reorganizacion de los puentes disulfuro de las especies intermediarias del plegamiento para obtener

la especie nativa.
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lll. Material y Métodos.

lIl. MATERIAL Y METODOS.
ll. A. EQUIPAMIENTO Y PRODUCTOS QUIMICOS.

. A. 1. EQUIPAMIENTO.

Agitador vortex Heidolph, modelo top- mix 94323 (Alemania).

Aparato de Dicroismo Circular Jasco, modelo J- 715.

Aparato de utrafiltracion de agua Millipore, modelo Milli- Q (USA).

Autoclave Matachana, modelo 92617 (Espafia).

Balanzas Sartorius.

Bafio de ultrasonidos P- Selecta.

Campana de esterilizacion Telstar UV- 100.

Centrifugas Heraeus, modelo sephatech Megafuge 2.0R; y Sorvall Instruments du Pont, modelo RC5C (USA)
con rotores GS- Ay GS- 3.

Conductimetro Crison Instruments S. A., modelo 522 (Espafia) con un electrodo Ingold (Suiza).
Cubetas de cuarzo Hellma de 10 mm de paso de luz.

Electroforesis Capilar Beckman, modelo P/ ACE System 2210.

Espectofotometro de UV- Visible Cary (EI).

Espectrémetro de Masas MALDI- TOF Bruker, modelo BIFLEX.

Espectrémetro de Masas MALDI- 1700 (Novartis, Basilea).

Estufa de cultivos Memmert.

Fermentador Braun modelo Biostat B (Alemania), y electrodos de pH i pO2 Ingold (Suiza).

FPLC® System de Pharmacia (Suecia).

HPLC Beckman modelo System Gold 126 acoplado a un detector modelo System Gold 166 y un inyector
automatico modelo System Gold 507.

HPLC Waters acoplado a un detector modelo Photodiode Array detector 994 (USA).

Incubador de aire con agitacion orbital Braun, modelo Certomat® (Alemania).

Liofilizador Telstar, modelo Cryobloc (Espafia).

Microcentrifuga de Eppendorf, modelo 5415C (USA).

pHmetro Radiometer Copenhaguen, modelo pHmM83 con electrodo Ingold (USA).

Speed- Vac concentrador Uniscience Univap.

Secuenciador Automatico Applied Biosystems 470 A, conectado a un Analizador de PTH, Herwlett- Pakard
1090.

Secuenciador Automético Beckman, modelo LF3000 Protein Sequencer.

Ultrafiltrador tangencial Millipore con membranas de medida de discriminacion de 1000 Da (USA).

lll. A. 2. PRODUCTOS QUIMICOS.
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lll. Material y Métodos.

Los productos quimicos de uso general utilizados han sido reactivos de grado analitico procedentes de las casas
comerciales Merck (Alemania), Sigma Chemical Co. (USA), Pharmacia (Suecia) y Fluka (Suiza).

La procedencia de los productos de utilizacién mas especifica se indicard a medida que aparezcan en el texto.

lll. B. METODOS DE EXPRESION Y PURIFICACION DE PCI RECOMBINANTE.

lll. B. 1. PROCEDIMIENTOS DE ESTERILIZACION DEL MATERIAL BIOLOGICO Y
DISOLUCIONES.

ll. B. 1. 1. PROCEDIMIENTOS DE ESTERILIZACION.

Los procedimientos utilizados han sido:
Esterilizacion por calor.

Esterilizacion por filtracion.
. B. 1. 1. 1. ESTERILIZACION POR CALOR.

El procedimiento de esterilizacion utilizado en el presente trabajo ha sido el de esterilizacién por calor himedo.

La esterilizacion por calor himedo se realiza en autoclaves. Las autoclaves de laboratorio (Matachana) trabajan
a una presion de vapor de una atmésfera por encima de la presién atmosférica, a una temperatura entre 120 y
140°C durante 20- 30 min. y estan equipadas con un manémetro y un medidor de temperatura. Para controlar la
temperatura del interior de la camara de esterilizacion se introducen entre los objetos a esterilizar papeles
indicadores especiales que cambian de color cuando el tratamiento térmico es el adecuado.

lll. B. 1. 1. 2. ESTERILIZACION POR FILTRACION.

Para esterilizar disoluciones liquidas de substancias termolabiles se utilizan filtros capaces de retener los
microorganismos.

Los filtros utilizados son Millipore (USA) y tienen un didmetro de poro de 0.22 nm.

ll. B. 1. 2. CONDICIONES DE ESTERILIZACION EN EL LABORATORIO.

Todas las disoluciones y todo el material de vidrio y plastico autoclavable que han sido utilizados para realizar
técnicas de microbiologia han sido autoclavados antes de su utilizacion, con excepcion de aquellas disoluciones
termolabiles no autoclavables que se han esterilizado por filtracién.

Cuando se ha trabajado con medios de cultivo se ha trabajado al lado de una llama o dentro de una campana de

flujo laminar (Telstar UV- 100) que previamente ha sido esterilizada por radiaciones de luz ultravioleta (UV).

ll. B. 2. MATERIAL BIOLOGICO Y MEDIOS DE CULTIVO.
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lll. Material y Métodos.

. B. 2. 1. MICROORGANISMOS Y CEPAS.

Escherichia Coli (E. Coli) cepa MC1061
Descrita por Casadaban & Cohen, (1980).
Su genotipo es: hsdR2, hsdM®, hsdS*, araD139, D(ara- leu)7- 697, D(lac)C47, galE15, galK16, rpsL(Str') McrA,

McrB1.

Esta cepa se ha utlizado como huésped general de vectores plasmidicos para la expresion de PCI
recombinante, de los mutantes: deleccién Val38- Gly39 y deleccion Tyr37- Val38- Gly39 del PCI; y del Inhibidor de
Carboxipeptidasa de Sanguijuela (LCI)

lll. B. 2. 2. VECTORES.

Plasmido pIN- III- ompA3.

Pertenece a la familia de vectores pIN- I1I- ompA descritos por Ghrayeb & col. (1984).

Este vector plasmidico de 7.25 Kb contiene el gen de resistencia a la Amp, el gen represor lac, el origen de
replicaciéon Col E1 i un promotor Ipp- lac Zpo inducible por isopropil- R- D- galactopiranésido (IPTG) que controla la
expresion de la secuencia sefial de secreccion OmpA. Se ha utilizado como vector control porque no contiene el gen
de PCI.

Plasmido pIMAM3
Descrito por Molina, et al. (1992).
Vector derivado de pIN- I1I- ompA3 con un gen sintético para el PCI fusionado a la sefal de secreccion OmpA.

Se ha utilizado como vector de expresion del PCI.

Plasmido pIN- III del2.
Descrito por Molina, et al. (1994).
Vector derivado de pIN- 1l1- ompA3 con un gen sintético para el PCI mutado fusionado a la sefial de secreccion

ompA. Se ha utilizado como vector de expresion del mutante deleccion Val 38- Gly 39 del PCI.
Plasmido pIN-III del3.
Descrito por Marino & Venhudova (2000).
Vector derivado de pIN- 111- ompA3 con un gen sintético para el PCI mutado fusionado a la sefial de secreccion
ompA. Se ha utilizado como vector de expresion del mutante deleccion Tyr 37- Val 38- Gly 39 del PCI.
Plasmido que pIN- III LCI.

Descrito por Reverter, et al. (1998).

Vector derivado de pIN- I11- ompA3 con un gen sintético para el LCI fusionado a la sefial de secreccion ompA.

lll. B. 2. 3. MEDIOS DE CULTIVO.
Los medios de cultivo utilizados se describen en el manual de Sambrook (1989).

Medio LB “ Luria- Bertani” (para 1 litro de agua de calidad milli- Q):
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Bacto- triptona 10g
Extracto de levadura 5¢
NaCl 1049

Se ajusta el pH a 7.2 con NaOH y se esteriliza dentro de la autoclave (120 °C) durante 20 minutos.

La bacto- triptona y el extracto de levadura son suministrados por la casa Difco.

Medio minimo M9 (para 1 litro de agua):

Sales M9 x 10 100 mL
MgSO4 1M 2mL
CaCly 1M 1mL
Tiamina 1M 1mL
Glicerol 80% 4 mL

Estas disoluciones se esterilizan por separado. Las sales M9 x 10, el MgSO4 (1M), el agua y el glicerol 80% se
esterilizan dentro de la autoclave (120 °C) durante 20 minutos; mientras que la tiamina y el CaCl, (1M) se esterilizan
por filtracion con filtros estériles de 0.2 nm de poro y 25 mm de diametro de la casa Millipore (USA).

La composicion de las sales M9 x 10 es la siguiente:

Sales M9 x 10 (para 1 litro de agua):

NagHPO4. H20 64.6 g
KH2PO4 309
NH4ClI 109
NaCl 59

Una vez mezcladas las sales, la disolucién se ajusta el pH a 7.4 con NaOH.

Medio M9 CAS (para 1 litro de agua):

Se suple el medio minimo M9 con casaminoéacidos (Difco) a una concentracion final del 0.2% peso/ volumen:

Medio M9 990 mL
Casaminoacidos 20% 10 mL

La disolucion de casaminoacidos se prepara al 20% y se esteriliza en el autoclave (120°C) durante 20 minutos.
Adicién de antibioticos a los medios de cultivo:
Al cultivar cepas portadoras de vectores, los medios de cultivo deben suplir con los antibiéticos a los que

confieren resistencia con el fin de que la cepa no pierda el vector. Para ello, se prepara por separado y se esteriliza
una disolucién de antibiético stock. Una vez esterilizado el medio de cultivo se afiade el antibidtico a partir de esta
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disolucion stock. El antibidtico utilizado en este trabajo es la Ampicilina (Amp) (Boehringer) y se prepara de la
siguiente manera:

Se prepara una disolucién stock de 25 mg/ mL en agua destilada de calidad milli- Q. Se esteriliza por filtracion y
se guarda en forma de alicuotas a —20°C. La concentracion final de Amp que se emplea en los medios de cultivo es
de 50 ng/ mL.

ll. B. 2. 4. CRECIMIENTO Y MANIPULACION DE CEPAS BACTERIANAS.
Los protocolos se han obtenido de los manuales de Sambrook (1989) i Davis & col. (1986).
ll. B. 2. 4. 1. CRECIMIENTO DE CULTIVOS EN MEDIO LiQUIDO.

Para el crecimiento de un cultivo bacteriano pequefio se adicionan en un erlenmeyer estéril de 250 mL unos 50
mL de medio LB o medio minimo M9 estéril, las cantidades necesarias de suplementos adicionales (fuente de
carbono suplementaria, antibitticos, etc...) dependiendo de cada caso y 0.5 mL del preinéculo bacteriano. Dicho
preinéculo se prepara adicionando 2- 3 L de un cultivo stock glicerinado o una colonia, si la cepa bacteriana la
tenemos guardada en placa, a 2- 3 mL de medio LB que contienen amplicilina en un tubo estéril de 10 mL.

El erlenmeyer se pone a incubar a 37°C con agitacién constante de 250 a 300 rpm entre 12 y 15 horas.

[ll. B. 2. 4. 2. CRECIMIENTO DE CULTIVOS EN PLACA.

Para el crecimiento de cultivos bacterianos en placas de Petri se utilizan placas con medio minimo M9, 15 g/ L de
agar y 50 ng/ mL de ampicilina. La cepa bacteriana se extiende sobre las placas en estrias con ayuda de una asa, y

las placas se incuban en posicidn invertida entre 12 y 15 horas en un horno a 37°C sin agitacion.

. B. 2. 4. 3. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS.

Para el mantenimiento de las cepas a corto plazo (un mes como maximo) estas se pueden plaquear en placas de
Petri, que contengan el medio adecuado, y guardarlas invertidas a 4°C.

Para el mantenimiento de las cepas a largo plazo se guardan alicuotas de un cultivo a las que se afiade glicerol
que permite conservar el cultivo durante como minimo dos afios. Para ello se inocula la cepa deseada en 10 mL de
medio de cultivo y se incuba a 37°C con agitacion durante 12 horas. Una vez el cultivo ha crecido se hacen alicuotas
de 850 ni en tubos estériles y a cada una se adicionan 150 L de glicerol 80%, esterilizado previamente en la

autoclave. Se mezcla la disolucion con ayuda de un vortex y se congela inmediatamente a —80°C.

lll. B. 3. EXPRESION DE PClI RECOMBINANTE.

lll. B. 3. 1. CONDICIONES DE CULTIVO A PEQUENA ESCALA.

Las condiciones de crecimiento de los cultivos de la cepa bacteriana E. Coli MC1061 con el plasmido

recombinante pIMAM 3 se resumen a continuacion:
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1. Se prepara un inéculo adicionando 2- 3 nL de un cultivo stock glicerinado a 2- 3 mL de medio LB que
contiene Amp (50 ng/ mL) en un tubo estéril de 10 mL.

2. Se deja crecer durante la noche (over/night, “o/n”) a 37°C y 300- 350 rpm hasta una densidad optica (DO)
aproximada de 1.

3. Se prepara el cultivo adicionando 0.5 mL del inéculo a 50 mL de medio M9 CAS que contiene Amp (50 ng/
mL) y IPTG (2 mM) en un erlenmeyer estéril de 250 mL. El IPTG actia como inductor de la expresion de la proteina
recombinante.

4. Se deja crecer el cultivo “o/ n” a 37°C y 300- 350 rpm.

5. Después de 18 horas de crecimiento celular aproximadamente se sacan los cultivos del incubador y se mira
la DO de éstos a una absorbancia de 550 nm, y se analizan segln corresponda.

Normalmente se realizan tres cultivos control: dos cultivos con el plasmido pIN-I1I OmpAS3 nativo (sin inserto) uno

inducido con IPTG y el otro sin inducir; y un tercer cultivo con el plasmido recombinante pl MAM 3 pero sin inducir.

[ll. B. 3. 2. CONDICIONES DE CULTIVO EN FERMENTADOR.

Para la obtencion de grandes cantidades de proteina recombinante PCI partimos de cultivos en fermentador. En
el fermentador el proceso esta muy automatizado y tiene como principales ventajas que permite trabajar con
volumenes superiores y con condiciones de incubacion controladas.

El tipo de fermentacion utilizado en este trabajo ha sido discontinuo alimentado o "fed batch”. Esta técnica es

esencialmente un cultivo en batch el cual es alimentado con nutrientes frescos.

lll. B. 3. 2. 1. CARACTERISTICAS DEL FERMENTADOR.

El fermentador permite controlar la temperatura, la agitacion, el pH, la oxigenacion y la adicion de substratos,
incrementando de manera importante los niveles de crecimiento celular (hasta DOsso de 30) y los niveles de
expresion.

El fermentador utilizado en este trabajo es el modelo Biostat B de la casa Braun (figura lll. B. 3. 2. 1. 1.) que

presenta las siguientes caracteristicas:

Vaso de fermentacién de dos litros de volumen.

Camisa termostatizadora por bafio de agua.

Sonda de temperatura conectada a un controlador.

Sistema de agitacion con aspas giratorias.

Entrada de aire regulada por un manémetro y distribuida por una asa de aireacion.

Sonda de pH. Electrodo de la casa Ingold, conectado a un controlador acoplado a bombas peristalticas para
la adicion de &cido o de base.

Sonda de oxigeno. Electrodo de la casa Ingold, conectado a un controlador acoplado a una bombona de
oxigeno.

Salida de gases refrigerada por un condensador.

Bombas peristalticas para la adicion de substratos.

Tapa superior con salidas de conexién para el séptum de inoculacién, tubo de recogida de muestra, entradas

de substratos, etc...
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Figuralll. B. 3. 2. 1. 1. Esquema de las caracteristicas del fermentador Biostat B.
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lll. B. 3. 2. 2. FUNCIONAMIENTO Y CONDICIONES DE LA FERMENTACION.

Seguidamente se exponen las normas de funcionamiento (Operating Manual, BIOSTAT B) y las condiciones de
fermentacién més éptimas para la produccién de PCI.

a) Desarrollo del in6culo.

1. Dos dias antes de la fermentacion, se prepara un preindculo de la soca bacteriana E. Coli MC1061 portadora
del plasmido recombinante pIMAM3.

2. Seinoculan 2- 3 nL de un cultivo stock glicerinado en 2- 3 mL de medio M9 CAS utilizando como fuente de
carbono glicerol al 0.3% (lll. B. 2. 3) y suplido con 50 pg/ mL de Amp en un tubo de 10 mL estéril.

3. Se deja crecer el preinéculo “o/ n” a 37°C con agitacién a 250- 300 rpm.

4. Un dia antes de la fermentacion se prepara un inéculo adicionando 1.5 mL de preinéculo a un erlenmeyer
estéril que contiene 150 mL del mismo medio y se deja crecer el cultivo en idénticas condiciones.

5. Eltercer dia se siembra el fermentador con los 150 mL del in6culo.

b) Preparacion de la fermentacién.

1. Un dia antes de la fermentacion se prepara el fermentador:

Se limpia el vaso del fermentador, con especial cuidado con las entradas de la asa de aireacion.
Se calibra la sonda de pH del fermentador.

Se comprueba la sonda de oxigeno y si hace falta adicionar electrolito.

Se cambia el séptum de incubacion.

Se colocan los filtros de 0.22 nm en los diferentes lugares de entrada de aire.

Se deja la camisa de refrigeracion abierta.

Se llena el vaso del fermentador con:

1185 mL de H2O destilada.
135 mL de sales M9 x 10 (lll. B. 2. 3).

Se monta la tapa y los electrodos.
Se protegen todos los conectores y salidas con papel de aluminio. En el caso de los filtros de aire y de las
conexiones eléctricas se protegen con algodon y papel de aluminio.
Se prepara dos botellas del fermentador con:
200 mL de CAS AA al 20 %.
200 mL de Glicerol al 80%.

2. Se autoclava el fermentador, el condensador de gases y las botellas de fermentador a 120°C durante 20
minutos. Una vez acabado el proceso de esterilizacién de la autoclave se monta el condensador de gases en
caliente para evitar al maximo una contaminacion.

3. Se deja enfriar el fermentador y se instalan las conexiones:

Se conectan las sondas al controlador.

Se conectan los tubos a la camisa termostatizadora.

50



lll. Material y Métodos.

Se conectan los tubos del condensador de gases al sistema de agua circulante.

Se acopla el sistema de agitacion.

Se conecta la entrada de aire al controlador y se ajusta el flujo de entrada de aire.

Se conectan y se ceban los tubos de los substratos, del acido y de la base a las bombas peristéalticas del
maodulo.

Se enciende el control de la temperatura a 37°C.

Se deja el fermentador en estas condiciones un minimo de 6 horas ("o/ n") para polarizar la sonda de

oxigeno.

4. El dia de la fermentacién se calibra la sonda de oxigeno. Se ajusta el 0% saturado con nitrégeno y el 100%
con aire.
5. Se agregan de forma estéril, por el séptum de inoculacion, los restantes componentes del medio:

2.7 mL de MgSOg4 (1 M)

1.35 mL de CaCly (0.1 M)

1.35 mL de Tiamina (0.1 %)

8.5 mL de Glicerol (80%)

13.5 mL de CAS AA (20 %)

1.35 mL de Oligoelementos*

2.7 mL de Amp (25 mg/ mL)

15 mL de IPTG (200 mM)

Unas gotas de antiespumante (Braun- Biotech S.A.)

*Los Oligoelementos son los componentes de una mezcla formada por diversas sales que se esterilizan por
filtracion.
Composicion de sales de los oligoelementos:

MnSO,. H20 10 mg/ L
CacCl. 6H20 4 mg/ L
ZnS0O,. TH20 2mg/ L
CuCl,. H20 1mg/L
H,BO, 0.5mg/L
AlCl, 1mg/L
*FeS0,. 7TH20 40 mg/ L

*El FeSO,. 7H20 se ha de preparar y filtrar al momento para su esterilizacion.

6. Se inocula el medio del fermentador con el inéculo de 150 mL con la ayuda de una de las bombas
peristalticas del modulo.
7. Se fijan las condiciones y los controles iniciales de la fermentacion:

Control de la temperatura:

Set point: 37°C
Mode: Auto
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Control del pH:
Set point: 7
Mode: Auto
Control de pOa:
Set point: 50%
Mode: Auto Stirr
Entrada de aire a 6 L/ min
La bombona de oxigeno no esta conectada
Control de la agitacion:
Set point: va variando
Mode: Auto Casc

Con estos parametros los rpm de la agitacion estan subordinados al mantenimiento de un set point de la pO» al
50%. A medida que el cultivo va creciendo (fase exponencial) disminuye la pO,, que inicialmente se encontraba

sobre el 100%, hasta que cuando llega al 50% la agitacion subordinada al set point de la pO, hace incrementar la

agitacion para incrementar la aireacion y mantener esta condicion.

8. Se controla el crecimiento celular, recogiendo alicuotas y midiendo su DO a 550 nm, y la velocidad de
agitacién. Si en algin momento se para el crecimiento se hacen adiciones de los substratos casaminoacidos 20% y
glicerol 80% en una proporcion de 2 a 1.

9. Cuando la agitacién llega cerca de 900 rpm se cambian las condiciones, se fija la velocidad de agitacion a
900 rpm, se conecta la bombona de oxigeno al sistema.

Control de pO2:

Set point: 50%

Mode: Auto Gasm

Entrada de aire a 6 L/ min

Se conecta la bombona de oxigeno
Control de la agitacion:

Set point: 900 rpm

Mode: Auto

En el momento que la agitacion se fija manualmente a 900 rpm, el control basico se realiza monitorizando el

consumo de oxigeno. Si las bacterias continGan creciendo consumen cada vez mas oxigeno y por lo tanto se
suministra oxigeno directamente de la bombona para mantener la pO2 al 50%. Cuando el cultivo llega a fase

estacionaria, el consumo de oxigeno disminuye debido a la parada del crecimiento y disminucién del ritmo
metabolico.

10. Cuando el cultivo lleva aproximadamente 10- 12 horas de crecimiento se hace una segunda induccion con 15
mL de IPTG (200 mM).

11. Se deja crecer el cultivo durante 25- 30, horas hasta que llega a fase estacionaria.

A modo de ejemplo orientativo, los tiempos de adicion de nutrientes y el control de la agitacion realizadas en una
de las fermentaciones es la siguiente:

Tabla lll. B. 3. 2. 2. 1. Tiempos de adicién de nutrientes y control de la agitacién durante la fermentacion.
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Tiempo después de Agitacion CAS AA (mL) Sales M9
inocular (rpm) + Glicerol 80% (mL) + MgSO4
(horas) + CaCL2

+ Tiamina
+ Oligoelementos
(mLT)
3 500
4.45 600
5 15/30
6 800
6.15 15/30
6.30 900 25
6.45 15/30
10.30 30/60 50 + IPTG
24 15/30

lll. B. 4. PURIFICACION DE PCI RECOMBINANTE.

Para purificar grandes cantidades de PCIl recombinante se parte siempre de cultivos en fermentador con

volimenes de aproximadamente 2 litros. La proteina se localiza en el medio extracelular aunque se ha hecho una

obtencion del periplasma como comprobacion.

lll. B. 4. 1. OBTENCION DEL MEDIO EXTRACELULAR.

Con el medio obtenido de la fermentacion seguimos el siguiente procedimiento:

1. Se distribuye el cultivo en tubos de centrifuga de 0.5 L y se centrifugan a 9000 rpm durante 30 min a 4 °C. Se

recupera el sobrenadante y se elimina el precipitado celular.

La centrifuga utilizada es una Sorvall y el rotor empleado es un GS- A.

2. Se filtra el sobrenadante a través de filtros de baja retencion de proteinas de 0.8, 0.4 y 0.2 pum

sucesivamente. Los filtros utilizados son de la casa Millipore y la filtracién se realiza pasando la muestra a través de

un kitasatos acoplado a un sistema de vacio.

1. B. 4. 2. OBTENCION DE LA FRACCION PERIPLASMATICA.

Con una sexta parte (400 mL aproximadamente) del crudo de fermentaciéon obtenido seguimos el siguiente

procedimiento:

1. Se centrifugan las células a 4200 rpm durante 25 minutos a 4°C. Se separa el precipitado celular del

sobrenadante por decantacion y se guarda.
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La centrifuga utilizada es una Sorvall y el rotor empleado es un GS- 3.
2. Se resuspende el precipitado celular por agitacion en 60 mL de Tampon Pl durante 10 minutos sobre una
base de hielo.

La composiciéon del Tampdén PI es la siguiente:

Sacarosa 20 % 200 gr
Tris 0.2 M (Trizma Base SIGMA) 24.2 gr
EDTA 0.1 M (Titriplex lll, MERCK) 37.2¢gr
H->O destilada 1 litro

Finalmente se ajusta el pH a 9.0 con NaOH (10N) y se deja enfriar durante 2 horas a 4°C.

3. Se centrifuga la suspensién | a 9000 rpm durante 15 minutos a 4°C en la misma centrifuga. Nuevamente se
separa el precipitado celular por decantacion y se guarda.

4. Se resuspenden las células por agitacion en 60 mL de Tampon PIl durante 10 minutos sobre una base de
hielo.

La composicion del Tampdn PII es la siguiente:

Tris 0.2 M (Trizma Base SIGMA) 24.2 gr
H20 destilada 1 litro

Finalmente se ajusta el pH a 9.0 con NaOH (10 N) y se deja enfriar durante 2 horas a 4°C.

5. Se centrifuga la suspension Il a 9000 rpm durante 15 minutos a 4°C en la misma centrifuga. Se separa el
precipitado celular por decantacién y esta vez se recupera el sobrenadante. Se guarda, se determina la
concentracion de PCI del sobrenadante (lll. B. 4. 5.) y se analiza por cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. C. 2.
3.).

lll. B. 4. 3. CONCENTRACION DEL MEDIO EXTRACELULAR.

Se concentra el medio extracelular con un aparato de Ultrafiltracion tangencial (Pellicon Millipore). Esta técnica

permite la concentracion de disoluciones de moléculas que no pasan a través del didmetro de poro de la membrana
del ultrafiltrador. La membrana utilizada en el presente trabajo discrimina entre moléculas de My inferior o superior a

1000 Da.

Para la concentracion se siguen los siguientes pasos:

1. Se monta el ultrafiltrador tangencial con la membrana.
2. Se realiza un primer lavado del ultrafiltrador. Se pasan 5 L de agua destilada a una presion de 20 psi de
entrada y 10 psi de salida (20/ 10). En estas condiciones se realiza un control de la membrana, se mide el paradmetro

NWP de la membrana.

NWP = — F
oPe +Ps | S(_)
2 2

S = Superficie (1 dm?)
R = Volumen filtrado por minuto

Pe = Presion de entrada en psi (20 psi)
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Ps = Presion de salida en psi (10 psi)
F = Factor de temperatura (para 22°C el factor es 1.072)

En estas condiciones el parametro NWP debe tener un valor aproximado a 1.

3. Saturacién. Se recircularizan 500 mL de Seroalbimina bovina (BSA) 0.1% durante 30 min trabajando a una
presion de 20/ 10.

4. Segundo lavado. Se pasan 5 L de agua destilada a una presion de 20/ 10.

5. Concentracion de la muestra. Se recircularizan los 2 L de medio extracelular, descartando el filtrado, hasta un
volumen de 100 mL. Para la concentracién de la muestra se trabaja a una presion de 40/ 20.

6. Limpieza. Se recircularizan 500 mL de NaOH (0.5 N) durante 30 min trabajando a una presién de 20/ 10
nuevamente.

7. Lavado. Se pasan 5 L de agua destilada a una presion de 20/ 10. En estas condiciones se vuelve a realizar el
control de la membrana y se recalcula el parametro NWP que debe de tener un valor aproximado al calculado
anteriormente.

8. Conservacion. Se recircula formaldehido 2% durante 10 min a presion 20/ 10.

9. Se desmonta el aparato y se guarda la membrana a 4°C en disolucién de formaldehido al 2%.

lll. B. 4. 4. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO.

Para la purificacion de PCI se realizan tres fraccionamientos cromatograficos:
Cromatografia a presiéon atmosférica en fase reversa.
Cromatografia liquida de alta resolucién (FPLC) de intercambio aniénico.

Cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de fase reversa.

ll. B. 4. 4. 1. CROMATOGRAFIA A PRESION ATMOSFERICA EN FASE REVERSA.

El principio de separacién de moléculas de la fase reversa se basa en el diferente caracter hidrofébico de éstas.

La fase estacionaria esta formada por un soporte de particulas esféricas de silica o un polimero inerte que
contienen cadenas hidrocarbonadas unidas covalentemente que le dan a la superficie un caracter no polar. La
interaccion entre las moléculas y la fase estacionaria se realiza por interacciones hidrofébicas y de reparto entre
fases de forma que las diferentes moléculas de una disolucidbn se separan por su caracter hidrofébico. En
consecuencia son eluidas primero las moléculas mas polares y seguidamente las apolares.

En el presente trabajo se han utilizado las minicolumnas preempaquetadas Sep pak C18 de 35 cc. Son Waters-
Millipore y vienen preempaquetadas con 10 gr de soporte de silica que lleva unidas covalentemente cadenas
hidrocarbonadas de 18 atomos de carbono.

Un primer fraccionamiento cromatografico en una columna de fase reversa nos permitira eliminar las sales, gran
parte del color de la muestra y las proteinas mas grandes que quedan retenidas en la columna.

El protocolo de fraccionamiento seguido en estas columnas es el siguiente:

a) Se pretrata la columna con 50 mL de acetonitrilo de calidad HPLC.

b) Se lava la columna con 100 mL de agua destilada Milli- Q.

c) Se carga la muestra concentrada a 100 mL. En tales condiciones iniciales nuestra proteina queda retenida.

d) Se lava la columna con 100 mL de agua destilada Milli- Q.

e) Se hace una primera elucion con 50 mL de acetonitrilo 15 %. En este paso no se eluye nuestra proteina y en

cambio se elimina gran parte del color.
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f) Finalmente se eluye nuestra proteina con 50 mL de isopropanol al 30 %.

g) Se acaba de eluir todo el retenido en un dltimo paso con 50 mL de isopropanol al 60%.

Se comprueba por cromatografia (HPLC) de fase reversa que nuestra proteina se encuentra en la fraccion eluida
con isopropanol 30% (apartado Ill. C. 2. 3.).
Finalmente se evapora el isopropanol en el Speed- Vac.

ll. B. 4. 4. 2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (FPLC) DE INTERCAMBIO
IONICO.

La cromatografia liquida de alta resolucion (FPLC) ha sido un método escogido para la separacion, purificacién
semipreparativa y repurificacion de proteinas. El fraccionamiento cromatografico utilizando tiene como ventajas que
permite la purificaciéon en menos tiempo, da una alto rendimiento y permite una recuperacion 6ptima de especies
puras y nativas en menos etapas.

El equipo utilizado es un LKB- Pharmacia FPLC System y se compone de:

Una bomba peristéltica P-1.

Dos bombas de alta precision P- 500.

Controlador de flujo y gradiente LCC- 500 plus Liquid Chromatography controller.
Loops de volumen variable y un superloop de 50 mL.

Detector variable LKB 2140 Rapid Spectral Detector.

Registrador Plotter Hewlett Pakard modelo 7475 A.

Valvulas MV- 7 Motor Valve.

Ordenador Tandon PAC 3865

Todos los disolventes utilizados en el FPLC han sido preparados con agua destilada y desionizada a través de
un equipo Milli- Q. Posteriormente han sido filtrados a través de membranas de 0.22 mm y desgasificados en un
bafio de ultrasonidos (P- Selecta) durante 10 min.

El fraccionamiento cromatogréfico en la purificacion de la proteina se realiza en una columna de intercambio
anionico y su elucién se sigue por absorcion a 280 nm.

La columna utilizada ha sido una TSK- DEAE 5PW Ultrapac de LKB con un diametro de particula de 10 nm,
diametro de poro de 0.1 nm y de medidas de 21.5 °~ 150 mm, protegida con una precolumna empaquetada del
mismo material.

La muestra evaporada y concentrada hasta unos 3- 5 mL en el Speed- Vac se diluye en 25 mL de fase movil A
(Tris- Acético 20 mM, pH= 8.5) y se comprueba que la conductividad sea igual o0 no muy superior a las condiciones
de equilibrado de la columna cromatografica y que su pH sea similar al de los disolventes de la cromatografia (pH=
8.5).

El protocolo seguido y las condiciones cromatograficas utilizadas para la purificacién de PCI son las siguientes:

Fases moviles Ay B:
Fase movil A: TrisAcOH 20mM pH=8.5
(Se ajusta el pH con Acético Glacial)
Fase movil B: TrisAcOH 20 mM
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NH4AcO 0.8M pH=8.5

(Se ajusta el pH con Amoniaco)

Se equilibra la columna con fase mévil A a un flujo de 4 mL/ min durante 30 minutos como minimo.

Al final del equilibrado, el pH y la conductividad a la salida de la columna deben ser similares a los de la fase
movil A.

1. Se disuelve la muestra en 25 mL de fase movil A, se mide su conductividad y su pH. Su conductividad no
debe ser mayor de 1500 uS. Si esto sucede, se debe diluir con méas fase movil A. En cuanto al pH, si es menor de
8.25, se debe aumentar con NaOH (1 M).

2. Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 100 0
15 100 0

85 80 20

90 0 100

100 0 100
105 100 0

El flujo es constante a 4 mL/ min.

3. Se sigue el curso de la cromatografia detectando la absorbancia a 280 nm a la salida de la columna. Se
recogen los picos que salen de la columna entre los minutos 65 y 85, tiempo de elucion del PCI recombinante.

4. Se identifica el PCI por cromatografia (HPLC) de fase reversa de las fracciones obtenidas (lll. C. 2. 3.).

5. Finalmente se liofiliza la fraccion que contiene el rePCI para una posterior purificacién (lll. B. 4. 4. 3.).

Al final de la cromatografia la columna se guarda en metanol 20% a 4°C.

lIl. B. 4. 4. 3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC) DE FASE REVERSA.

En el presente trabajo la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) se ha utilizado como tercer y Gltimo paso
de purificacion; como método analitico para identificar en que fracciébn de las obtenidas en las diferentes
purificaciones se encuentra nuestra proteina y para valorar el grado de pureza de las proteinas. Variando para cada
caso el tipo de columna utilizada y las condiciones de analisis.

El equipo de cromatografia liquida de alta presién utilizado es un Beckman y consta de las siguientes partes:

Dos bombas de alta presién modelo System Gold 126
Ordenador EMC
Controlador de flujo y gradiente programa System Gold
Inyector manual de 2 mL
Inyector automatico modelo System Gold 507
Detector modelo System Gold 166
Todos los disolventes utilizados en el HPLC han sido preparados con agua destilada y desionizada a través de
un equipo Milli- Q. Posteriormente han sido desgasificados en un bafio de ultrasonidos durante 10 min.
En el presente trabajo el tipo de cromatografia utilizado en el HPLC es la cromatografia en columnas de fase

reversa.
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lll. Material y Métodos.

Como se ha descrito anteriormente (lll. B. 4. 4. 1) el material de empaquetamiento de la fase reversa suele estar
formado por un soporte de silica de medida de poro de 100 A aproximadamente, que tiene unidas covalentemente
cadenas hidrocarbonadas de 4 a 18 atomos de carbono; la medida de las particulas suele ser de 5 0 10 nm. Las
variaciones en la medida de poro, de la particula y en la densidad y longitud de las cadenas hidrocarbonadas
determinaran diferentes especificidades y aplicaciones. En nuestro caso la columna utilizada es una Vydac C4
semipreparativa (modelo 214TP1010) con un diametro de particula de 10 nm, didmetro de poro de 30 nm y medidas
de 1.0 x 25 cm, protegida con una precolumna empaguetada con el mismo material.

El protocolo seguido como ultimo paso de purificacion del PCI es el siguiente:

Fases moviles Ay B:
Fase movil A: H20 con 0.1% de Acido trifluoroacético (TFA)

Fase movil B: Acetonitrilo con 0.1% TFA

1. Se equilibra la columna con una mezcla de 80% A a un flujo de 1.4 mL/ min al menos durante 15 minutos.
2. Se disuelve la muestra liofilizada en 2 mL de fase movil A y se inyecta manualmente al HPLC.

Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 80 20
5 80 20
45 60 40
50 20 80
55 20 80
57 80 20

El flujo de elucion es constante a 1.4 mL/ min.

Se sigue la elucién de la proteina por absorcién a 280 nm.

3. Se recoge la fraccién que aparece entre los 35 y 40 min, tiempo de elucién de nuestra proteina.
4. Finalmente se liofiliza la fraccién recogida

Al final de la cromatografia la columna se guarda en acetonitrilo sin TFA a temperatura ambiente.
ll. B. 4. 5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE rePCI PURIFICADO.

En el presente trabajo, se ha determinado la concentracion de proteina a partir del espectro de absorcién de
proteinas en el ultravioleta (UV). La particular estructura primaria de las proteinas, y en concreto, su contenido total
en aminodacidos aromaticos, determina que éstas presenten un espectro de absorcion tipico entre 240 nm y 340 nm,
con un maximo alrededor de los 280 nm.

La determinacion de la concentracion de proteina se ha realizado por métodos espectroscépicos gracias al

mL
mg- cm
conocimiento previo del coeficiente de extincion molar (€) del PCI a 280 nm (Hass y Ryan, 1981):

€280 0.1% =3
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lll. Material y Métodos.

A partir de la ley de Lambert & Beer, conociendo el coeficiente de absorcién del PCl y utilizando cubetas de
cuarzo de 1 cm de ancho, podemos conocer la concentracion de una disolucién de PCI midiendo la absorbancia a

dicha longitud de onda:

A280 mg
3 mL

[Pci]=

lll. C. METODOS DE OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS INTERMEDIARIOS
DE PLEGAMIENTO DE PCI.

ll. C. 1. METODOS DE OBTENCION DE LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO
DEL PCI.

Los intermediarios de plegamiento del PCI se pueden obtener a partir de PCI puro, mediante la reorganizacion
de puentes disulfuro de la proteina nativa; o bien a partir de cultivos de E. Coli que expresan PCI, purificando los
intermediarios producidos en cualquier fermentacion de PCI recombinante.

lll. C. 1. 1. METODOS DE OBTENCION A PARTIR DE PCI PURIFICADO.

Segln los ensayos que se quieran realizar con los intermediarios de plegamiento se requerira su obtencion a

niveles analiticos o0 a niveles semipreparativos.
ll.C.1.1.1. OBTENCION A NIVELES ANALITICOS.

Como se describe posteriormente en resultados y discusion (IV. A. 1) existe una diferencia notable en la
proporcion de intermediarios cuando estos se obtienen en presencia o ausencia de desnaturalizante. Los protocolos
seguidos se describen a continuacion:

ll.C.1.1.1. 1. OBTENCION EN AUSENCIA DE DESNATURALIZANTE.

Para la obtencion de los intermediarios en ausencia de desnaturalizante se ensayan dos tipos de columnas:

columnas de Gel- filtracion (columnas PD- 10), o bien minicolumnas de fase reversa (minicolumnas Sep- pak C18).
Ill. C. 1. 1. 1. 1. 1. Utilizacién de columnas de Gel- filtracion (columnas PD- 10).

Para la eliminacion rapida del desnaturalizante y del reductor al que es sometido el PCI se utilizan columnas de
Gel- filtraciéon (columnas PD- 10) que separan las moléculas en funcion del peso molecular. Las columnas PD- 10
(Pharmacia Biotech) vienen preempagquetadas con Sephadex®G- 25 M sumergido en agua destilada que contiene
0.15% Kathon®CG/ICP Biocide.

El protocolo seguido para la obtencion de los intermediarios en estas condiciones es el siguiente:

1. Se reduce y desnaturaliza el PCI disolviendo 2.5 mg de muestra en 0.5 mL de tampén Tris. HCI (0.5 M,
pH=8.5) que contiene GAmCI (5 M) i DTT (60 mM) durante 90 min a 24°C.
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lll. Material y Métodos.

2. Se pasa la muestra por una columna PD- 10, procesando la muestra de la siguiente manera:

a) Se equilibra la columna con 25 mL de tamp6n Tris/ HCI (0.1 M, pH= 8.5), previamente saturado de oxigeno
por burbujeo durante 20 min.

b) Se pasa la muestra por gravedad por la columna.

c) Se lava con 2.3 mL del mismo tampon.

d) Se eluye la muestra con 1.2 mL del mismo tampon.

3. Se diluye la muestra con 1.3 mL de tampdn Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) para llegar a una concentracion final de
proteina de 1 mg/ mL.

4. Se deja el PCI reducido y desnaturalizado obtenido, un minimo de 4h a 24 °C para la formacién de los
intermediarios de plegamiento con tres puentes disulfuro del PCI.

5. Se adiciona a la muestra el mismo volumen de la siguiente disolucion: 4 HoO/ 1 CH3CN + 4% de TFA.

En estas condiciones, los intermediarios de plegamiento del PCI son completamente estables durante 24h a
25°C.

Ill. C. 1. 1. 1. 1. 2. Utilizacién de minicolumnas de fase reversa (minicolumnas Sep- pak C18).

El principio de separacion de moléculas de la fase reversa se basa en el diferente caracter hidrofébico de éstas
como se ha explicado anteriormente (lll. B. 4. 4. 1.).

En el presente protocolo se han utilizado las minicolumnas preempaquetadas Sep- pak C18 de 1cc de volumen.
Son suministradas por Waters- Millipore y vienen preempaquetadas con un soporte de silica que lleva unidas
covalentemente cadenas hidrocarbonadas de 18 atomos de carbono.

El protocolo seguido se describe a continuacion:

1. Se disuelven 1.5 mg de PCl en 1.5 mL de tampén Tris/ HCI (0.5 M, pH= 8.5) que contenga 5 mg/ mL de
Ditiotreitol (DTT).
2. Se deja que la reaccioén tenga lugar durante toda la noche, para asegurar que todo el PCI se ha reducido.

3. Se pasa la muestra por una minicolumna Sep- pak C18, procesandola de la siguiente manera:

a) Se pretata la minicolumna con 10 mL de acetonitrilo y luego 25 mL de agua Milli- Q.
b) Se pasan 1.5 mL de muestra.

c) Se lava la minicolumna con 25 mL de agua Milli- Q.

d) Se eluye el retenido con 4 mL de 30% CH3CN + 0.1% TFA.

Las disoluciones y la muestra se pasan por la columna mediante una jeringa.

4. Se diluye la muestra con 3.5 mL de tamp6n Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) previamente saturado de oxigeno.
Obteniendo una concentracion final de proteina de 0.2 mg/ mL.

5. Se deja que la reaccion tenga lugar durante toda la noche a 25 °C.

6. Se procede a la concentracion y evaporacion del CH3CN presente en la muestra en el Speed- Vac hasta una
concentracion final de proteina entre 0.5- 1 mg/ mL.

7. Se adiciona un volumen igual de 4 HoO/ 1 CH3CN + 4% TFA.
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lll. Material y Métodos.

ll.C.1.1.1. 2. OBTENCION EN PRESENCIA DE DESNATURALIZANTE.

La obtencién de los intermediarios de plegamiento de PCI en presencia de agentes desnaturalizantes se realiza
de forma similar a la descrita en el apartado Ill. C. 1. 1. 1. 1., utilizando columnas de gel- filtracion PD- 10.

1. Se disuelven 2 mg de PCI en 400 pL de tampoén Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) que contiene GdmCI (6 M) i 3-
Mercaptoetanol (3- ME) (0.25 mM). La concentracién de PCl es de 5 mg/ mL.

2. Se deja que tenga lugar la reorganizacion de puentes disulfuro (reshuffling”) durante 6h como minimo, a
25°C.

3. Se pasa la muestra por una columna de Gel- filtracién PD- 10, procesandola de la siguiente manera:

a) Se pretrata la columna con 10 mL de tamp6n NH4HCO3 (50 mM).

b) Se pasa la muestra por gravedad por la columna, adicionandole previamente 100 pL de tampon Tris. HCI
(0.1 M, pH= 8.5).

c) Se lava con 2.3 mL del mismo tamp6n NH4HCOg3.

d) Finalmente, se eluye la muestra con 1.1 mL del mismo tampon.

4. Se liofilizan las muestras obtenidas de cada columna PD- 10 utilizada.

lll. C. 1. 1. 2. OBTENCION A NIVELES SEMIPREPARATIVOS.

Para obtener los intermediarios de plegamiento del PCI a niveles semipreparativos ensayamos dos procesos que
se diferencian en la forma de obtener en PCI reducido y desnaturalizado libre para iniciar el proceso de plegamiento

in vitro.

lll. C. 1. 1. 2. 1. Utilizacién de minicolumnas de fase reversa (Sep- pak C18).

En el presente ensayo se han utilizado las minicolumnas preempaquetadas Sep- pak C18 de 35 cc. Son
suministradas por Waters- Millipore y vienen preempaquetadas con 10 gr de soporte de silica que lleva unidas
covalentemente cadenas hidrocarbonadas de 18 atomos de carbono.

El protocolo seguido se describe a continuacion:

1. Se reduce y desnaturaliza el PCI disolviendo 10 mg en 2 mL de tampdén Tris/ HCI (0.5 M, pH= 8.5) que
contiene DTT (60 mM) durante 90 min a 24 °C.
2. Se pasa la muestra asi preparada por una minicolumna Sep- pak C18 de 35 cc. La muestra se procesa de la

siguiente manera:

a) Se pretata la minicolumna con 50 mL de acetonitrilo y luego 100 mL de agua Milli- Q.

b) Se cargan los 2 mL de muestra.

¢) Se lava la minicolumna con 100 mL de agua Milli- Q.

d) Se eluye el retenido con 50 mL de 30% CH3CN + 0.1% TFA.

Las disoluciones y la muestra se pasan por la columna al vacio.

3. Se mira la absorbancia a 280 nm de la muestra recogida de la minicolumna y se calcula la cantidad de

proteina recuperada por métodos espectroscopicos (lll. B. 4. 5.).
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lll. Material y Métodos.

4. Se diluye la muestra con un volumen conocido de tampon Tris/ HCI (0.1 M, pH= 8.5) previamente saturado de
oxigeno para obtener una concentracion final de proteina de 0.1 mg/ mL.

5. Se deja que la reaccién tenga lugar durante toda la noche a 24 °C.

6. Se concentra y se evapora el CH3CN presente en la muestra mediante el Speed- Vac hasta una
concentracion final de muestra entre 0.5- 1 mg/ mL.

7. Finalmente, se adiciona el mismo volumen de 4 H2O/ 1 CH3CN + 4% TFA.

Ill. C. 1. 1. 2. 2. Utilizacién de columnas de Gel- filtracién.

Para la eliminacion rapida del desnaturalizante al que es sometido el PCI se utiliza una columna de Gel- filtracién
gue sera previamente preempaguetada con 15 gr de Sephadex G25 (Pharmacia Biotech).

El protocolo seguido es el siguiente:

1. Inicialmente se procede a empaquetar la columna:

a) Se disuelven 15 gr de Sephadex G25 (Pharmacia) en 100 mL de agua Milli- Q.

b) Se deja el gel con agitacion lenta durante 3 h.

c) Se desgasifica el gel durante 20 min en el bafio de ultrasonidos.

d) Se carga despacio el gel por gravedad en una columna de 3 cm de diametro y 10 cm de altura.
e) Se deja que el gel se compacte durante 1 0 2 h.

En estas condiciones la columna ya esta preparada para ser utilizada.

2. Se reduce y desnaturaliza el PCI disolviendo 15 mg en 3 mL de tampén Tris/ HCI (0.5 M, pH= 8.5) que
contiene DTT (60 mM) durante 90 min a 24 °C.

3. Se equilibra la columna pasando por gravedad, tres veces el volumen de la columna, el tampon Tris/ HCI
(0.1 M, pH= 8.5) previamente saturado de oxigeno.

4. Se pasa la muestray se recogen 15 fracciones de 1 mL cada una.

5. Se lee la absorbancia a 280 nm de cada una de las fracciones recogidas se juntan las fracciones que
contengan PCI reducido.

6. Se procede a la concentracion de la muestra mediante el Speed- Vac hasta una concentracion final de
muestra entre 0.5- 1 mg/ mL.

7. Finalmente se adiciona el mismo volumen de 4 H2O/ 1 CH3CN + 4% TFA.

lll. C. 1. 2. METODOS DE OBTENCION A PARTIR DE CULTIVOS DE E. COLI QUE EXPRESAN
PCI.

El método de obtencién de los intermediarios a partir de cultivos de E. Coli que expresan PCIl se basa en la

purificacion de los intermediarios producidos durante la produccién de PCI recombinante por fermentacion.

ll. C. 1. 2. 1. OBTENCION A PARTIR DEL CRUDO DE FERMENTACION.

Se realiza una fermentacion para la obtencién de PCI recombinante. El protocolo seguido es el mismo que se
describe en el apartado Ill. B. 3. 2.

Una vez obtenido el crudo de fermentacion se procede a la purificacion de los intermediarios de plegamiento y
del PCI recombinante producidos. Para ello se obtiene el medio extracelular y se concentra la muestra.
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lll. Material y Métodos.

El protocolo seguido es el siguiente:

1. Se distribuye el cultivo en tubos de centrifuga de 0.5 L y se centrifugan a 9000 rpm durante 30 minutos a 4°C,
recogiéndose después el sobrenadante.

La centrifuga utilizada es una Sorvall y el rotor empleado es un GS- A.

2. Se adiciona al cultivo TFA hasta obtener un pH= 3.0, aproximadamente 0.1% del cultivo total.

3. Se analiza una alicuota de 100 i por cromatografia (HPLC)* de fase reversa.

Se filtra el sobrenadante a través de filtros de baja retencion de proteinas (Millipore) de 0.8, 0.4 y 0.2 nm
sucesivamente pasando la muestra a través de un kitasatos al vacio.

Se analiza una alicuota de 100 ni del filtrado por cromatografia (HPLC)* de fase reversa.

4. Se realiza la primera purificacion por cromatografia a presion atmosférica en fase reversa. Para ello se
utilizan las minicolumnas preempaquetadas Sep-pak C18 de 35 cc.

El protocolo seguido es el mismo descrito en el apartado IIl. B. 4. 4. 1.

Se analiza una alicuota de 100 i de cada una de las muestras que se van obteniendo de la Sep- pak a partir de
gue se carga la muestra en ella por cromatografia (HPLC)* de fase reversa.

Se localizan e identifican los intermediarios comparando el cromatograma obtenido con un cromatograma patron
de los mismos.

5. Se purifica la fraccion de Sep- pak que contiene los intermediarios de plegamiento por cromatografia liquida
de alta resolucién (FPLC) de intercambio iénico.

La columna utilizada es una TSK-DEAE 5PW Ultrapac de LKB con un diametro de particula de 10 nm, diametro
de poro de 0.1 mm y de medidas de 21.5 °~ 150 mm, protegida con una precolumna empaquetada del mismo
material.

El protocolo seguido es el mismo descrito en el apartado Ill. B. 4. 4. 2.

Se recogen los picos que salen de la columna entre los minutos 50 y 85, tiempo de elucién de los intermediarios
y del PCI.

Se analizan alicuotas de 100 nlL. de cada una de las fracciones recogidas del FPLC por cromatografia (HPLC)* de
fase reversa, identificandose de nuevo los intermediarios comparando el cromatograma obtenido con un
cromatograma patrén de los intermediarios.

6. Posteriormente se purifica cada fraccion de FPLC que contiene los intermediarios por cromatografia (HPLC)*
de fase reversa.

La columna utilizada es una Vydac C4 semipreparativa (modelo 214TP1010) con un diametro de particula de 10
mm, diametro de poro de 30 nm y medidas de 1.0 x 25 cm, protegida con una precolumna empaquetada con el
mismo material.

El protocolo seguido es el mismo descrito en el apartado Ill. B. 4. 4. 3.

7. Se analiza la pureza de cada una de las muestras purificadas inyectando alicuotas de 100 ni al HPLC de
fase reversa.

8. Finalmente se determina la concentracion de las muestras de los intermediarios por métodos
espectroscoépicos (lll. B. 4. 5.).

*Para el andlisis de todas las alicuotas de los diferentes pasos de separacién y purificacion descritos se utiliza la
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de fase reversa.

La columna analitica utilizada de fase reversa es una Nova- Pak C18 (Waters) tiene un diametro de particula de
4 nm, un diametro de poro de 60 A; un diametro de 3.9 mm y una longitud de 150 mm.

El protocolo seguido para el andlisis cromatografico es el mismo que describe en el apartado Ill. C. 2. 2.
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lll. Material y Métodos.

lll. C. 2. PURIFICACION Y SEPARACION DE LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO
DEL PCI POR CROMATOGRAFIA (HPLC) DE FASE REVERSA.

En esta parte del trabajo la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) se ha utilizado como método de
purificacion y separacion de los intermediarios de plegamiento; como método analitico para comprobar que en la
fraccién eluida de las columnas de gel- filtracién y fase reversa se encuentran los intermediarios; y para valorar el
grado de pureza de los intermediarios una vez ya purificados.

Las cantidades de muestra (ng- mg) inyectadas a la columna dependeran del tipo de andlisis que se realice. Si
se realiza una purificacion y separacion inyectaremos como maximo unos 5 mg en las columnas semipreparativas y
unos 500 ng en las columnas analiticas. Si se realiza un andlisis de identificacion de las especies scrambled en
fracciones eluidas de otras columnas o determinaciones de pureza inyectaremos una cantidad minima observable,
unos 10- 15 ng de muestra.

El equipo de cromatografia liquida de alta presion utilizado es un Beckman y se describe detalladamente en el
apartado Ill. B. 4. 4. 3.

El tipo de cromatografia utilizada en el HPLC es de fase reversa y las diferentes columnas utilizadas se
describen en cada apartado.

El protocolo general para una purificacion por cromatografia (HPLC) de fase reversa es la siguiente:

1. Se preparan los disolventes con agua destilada y desionizada a través de un equipo Milli- Q. Posteriormente

han sido desgasificados en un bafio de ultrasonidos durante 10 min.

Fases moviles Ay B.
Fase movil A: H2O con 0.1% TFA

Fase movil B: CH3CN con 0.1% TFA

2. Se equilibra la columna con la composicion de fases mdviles que se va a iniciar la cromatografia y a un flujo
de constante (mL/ min) al menos durante 15 minutos.

3. Se disuelve la muestra liofilizada en un volumen de fase moévil A y se inyecta manualmente o
automéaticamente al HPLC.

4. Seinicia el gradiente cromatografico predeterminado para el ensayo.

5. Alfinal de la cromatografia la columna se guarda en acetonitrilo sin TFA a temperatura ambiente.
lll. C. 2. 1. UTILIZACION DE UNA COLUMNA C4 (VYDAC) SEMIPREPARATIVA.

Para purificar los intermediarios de plegamiento obtenidos a niveles semipreparativos (Ill. C. 1. 1. 2.) se ha
utilizado una columna Vydac C4 semipreparativa (modelo 214TP1010). Tiene un didmetro de particula de 10 mm,
diametro de poro de 300 Ay medidas de 1.0 x 25 cm. Esta columna se utilizo también para la purificacion de PCl y
de especies scrambled a partir del sobrenadante del crudo de fermentacién (lll. B. 4. 4. 3.). El tipo de muestra a
inyectar y el gradiente utilizado en este ensayo son diferentes a los utilizados en los anteriores casos.

El protocolo cromatografico general se describe el apartado Ill. C. 2. y a continuacién detallamos el gradiente

utilizado para la purificacion y separacién de los intermediarios:
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lll. Material y Métodos.

1. Se equilibra la columna con una mezcla de 78% Ay 22% B a un flujo de 1.4 mL/ min al menos durante 15
minutos.
2. Se disuelve la muestra liofilizada en 2 mL de fase movil A y se inyecta manualmente al HPLC.

Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 78 22
5 78 22
50 67.5 32.5
50 10 90
60 10 90
65 80 20

El flujo de elucion es constante a 1.4 mL/ min.

Se sigue la elucién de los intermediarios por absorcién a 280 nm.
lll. C. 2. 2. UTILIZACION DE UNA COLUMNA C18 (NOVA- PAK) ANALITICA.

Para analizar los intermediarios de plegamiento obtenidos a niveles semipreparativos, a partir del sobrenadante
del crudo de fermentacién (Ill. C. 2. 1.), o a niveles analiticos (lll. C. 1. 1. 1) se han utilizado una columna C18
(Nova- pak) analitica. Esta columna (Waters) tiene un diametro de particula de 4 mm, un diametro de poro de 60 A;

un didmetro de 3.9 mm y una longitud de 150 mm.

El protocolo cromatografico general se describe el apartado Ill. C. 2. y a continuaciéon detallamos el gradiente

utilizado para el andlisis de la pureza de los intermediarios:

1. Se equilibra la columna con una mezcla de 78% Ay 22% B a un flujo de 1 mL/ min al menos durante 15
minutos.
2. Se disuelve la muestra liofilizada en 2 mL de fase movil A y se inyecta manualmente al HPLC.

Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 78 22
15 78 22
60 67.5 32.5
65 20 80
75 20 80
78 78 22

El flujo de elucién es constante a 1 mL/ min.

Se sigue la elucidn de los intermediarios por absorcion a 214 nm.

lll. C. 2. 3. UTILIZACION DE UNA COLUMNA C18 (VYDAC) ANALITICA.
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Para analizar los intermediarios de plegamiento obtenidos a niveles semipreparativos (lll. C. 1. 1. 2.) o a niveles
analiticos (lll. C. 1. 1. 1) también se ha utilizado una columna C18 (Vydac) analitica. Esta columna (Waters) tiene un
diametro de poro de 300 A; un diametro de particula de 5 nm y un didmetro de 4.6 mm y una longitud de 150 mm.

El protocolo cromatografico general se describe el apartado Ill. C. 2. y a continuacion detallamos el gradiente

utilizado para el andlisis de la pureza de los intermediarios:

1. Se equilibra la columna con una mezcla de 76% Ay 24% B a un flujo de 1 mL/ min al menos durante 15
minutos.
2. Sedisuelve la muestra liofilizada en 2 mL de fase mdvil Ay se inyecta manualmente al HPLC.

Gradiente cromatogréfico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 76 24
15 76 24
60 55 45
65 20 80
75 20 80
78 76 24

El flujo de elucién es constante a 1 mL/ min.

Se sigue la elucién de los intermediarios por absorciéon a 214 nm.
lll. C. 2. 4. UTILIZACION DE UNA COLUMNA C3 (ZORBAX) ANALITICA.

Para analizar la pureza de los intermediarios de plegamiento obtenidos a niveles semipreparativos (Ill. C. 1. 1. 2.)
o0 a niveles analiticos (lll. C. 1. 1. 1) también se ha utilizado una columna Zorbax, modelo 300SB- C3. Esta columna
es de fase reversa (Rockland Technologies, Inc.) tiene una dimensiones de 4.6 mm ~ 150 mm, un diametro de
particula de 5 mm y un didametro de poro de 300 A. Esta columna esta recubierta por una monocapa de triisopropil
silano enlazada quimicamente a la superficie de silica, por esta razon esta columna presenta una mayor estabilidad
a bajos pHs y a elevadas temperaturas; ademas cromatograficamente presenta mayor reproducibilidad, resolucion y
puede trabajar con menor tiempo de equilibrado inicial.

El protocolo cromatografico general se describe el apartado Ill. C. 2. y a continuacion detallamos el gradiente

utilizado para el andlisis de la pureza de los intermediarios:

1. Se equilibra la columna con una mezcla de 80% Ay 20% B a un flujo de 1 mL/ min al menos durante 5
minutos.

2. Se disuelve la muestra liofilizada en 2 mL de fase movil A y se inyecta manualmente al HPLC.

Gradiente cromatografico utilizado:
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Tiempo (min) % A % B
0 80 20
10 80 20
55 60 40
55 5 95
65 5 95
85 80 20

El flujo de elucion es constante a 1 mL/ min.

Se sigue la elucion de los intermediarios por absorcion a 214 nm.
lll. C. 2. 5. ANALISIS CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DE LOS INTERMEDIARIOS AISLADOS.

Una vez se ha colectado y separado cada intermediario de plegamiento, para analizar la cantidad final obtenida y
Su pureza, se reinyecta en el HPLC una pequefia parte (del orden de pg) de cada una de las muestras colectadas.

Para un analisis cuantitativo, se toma como patrén una cantidad conocida de PCI, que de la misma manera, se
inyecta en el HPLC. Mediante la comparacion del area cromatografica de la pequefia fraccion reinyectada y el area
cromatografica de la cantidad conocida de PCI se calcula la cantidad total de cada una de las fracciones colectadas.

La cantidad del patrén adecuada para el andlisis es de 5 pg.

lll. D. CARACTERIZACION DE LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO DE
PCI PURIFICADOS.

Debido a la complejidad de las muestras de origen biolégico muchas veces se utilizan dos o mas técnicas
diferentes pero complementarias para confirmar los resultados de ensayos cualitativos y cuantitativos. En el
presente experimento se han utilizado tres técnicas: Cromatografia (FPLC) de intercambio idnico, Cromatografia
(HPLC) de fase reversa y Electroforesis Capilar (EC).

lll. D. 1. ANALISIS DE LA PUREZA DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES SCRAMBLED.

lIIl. D. 1. 1. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION (HPLC) DE FASE
REVERSA.

Se analiz6 la pureza de cada una de las fracciones scrambled purificadas previamente, por cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) de fase reversa. En este ensayo se variaron las siguientes condiciones de andlisis: las
columnas de separacion cromatografica (Ill. C. 2.) y los gradientes de separacion.

Tras efectuar diversos ensayos que se describen detalladamente en resultados y discusién (V. B. 1.) la mejor
separacion se obtuvo con una columna C18 (Vydac) analitica de fase reversa. El protocolo detallado de la

separacion cromatografica se describe el apartado Ill. C. 2. 3.
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ll. D. 1. 2. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (FPLC) DE
INTERCAMBIO IONICO.

Se han realizado diferentes analisis por cromatografia (FPLC) de intercambio i6énico con los intermediarios de
plegamiento del PCI obtenidos por cromatografia (HPLC) de fase reversa y posteriormente liofilizados.

Los experimentos realizados son los siguientes:

a) Cromatografia analitica de la mezcla de intermediarios.
Se inyecta una muestra (50 pg) de la mezcla de intermediarios obtenidos en ausencia y en presencia de
desnaturalizante (lll. C. 1. 1. 1.).

b) Obtencién de los cromatogramas de cada uno de los intermediarios aislado y separado previamente por
HPLC de fase reversa.
Se inyecta una muestra (50 pg) de cada intermediario anteriormente aislado por HPLC (lll. C. 2. 1.).

¢) Cromatografia preparativa de las fracciones de intermediarios inyectando un la mezcla de ellos.
Se inyecta la mezcla de intermediarios (500 pg) obtenida a niveles semipreparativos (Ill. C. 1. 1. 2.). Se
recoge cada una de las fracciones separadas.
Posteriormente se analizan por cromatografia (HPLC) de fase reversa, en condiciones idénticas a las

descritas en el apartado lll. C. 2. 3.

Todos los disolventes utilizados en el FPLC han sido preparados con agua destilada y desionizada a través de
un equipo Milli- Q. Posteriormente han sido filtrados a través de membranas de 0.22 nm y desgasificados en un
bafio de ultrasonidos durante 10 min.

El fraccionamiento cromatografico en la purificacion de la proteina se realiza en una columna de intercambio
anionico y su elucion se sigue por absorcion a 280 nm.

La columna utilizada ha sido una TSK- 5PW analitica con un diametro de particula de 10 mm y de medidas de 7.5
mm~ 7.5 cm.

El protocolo seguido y las condiciones cromatogréficas utilizadas son las siguientes:

Fases moviles Ay B:
Fase movil A: TrisAcOH 20 mM pH=8.5
(Se ajusta el pH con Acético Glacial)
Fase movil B: TrisAcOH 20 mM
NH4AC 0.8M pH= 8.5
(Se ajusta el pH con Amoniaco)

1. Se equilibra la columna con fase movil A a un flujo de 0.4 mL/ min durante 30 minutos como minimo.

Al final del equilibrado, el pH y la conductividad a la salida de la columna deben ser similares a los de la fase
movil A.

2. Se disuelve la muestra en 500 ni de fase mévil A, se mide su conductividad y su pH. Su conductividad no
debe ser mayor de 1500 pS. Si esto sucede, se debe diluir con méas fase movil A. En cuanto al pH, si es menor de
8.25, se debe aumentar con NaOH (1 M).

Gradiente cromatografico utilizado:
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Tiempo (min) % A % B
0 100 0
15 100 0

85 70 30

90 0 100

100 0 100
105 100 0

El flujo es de 0.4 mL/ min.

3. Se sigue el curso de la cromatografia detectando la absorbancia a 214nm o 280 nm segun la cantidad de
muestra inyectada. Se recogen los picos que salen de la columna entre los 15 y 60 minutos.

4. Finalmente se identifican los intermediarios por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) de fase reversa
de las fracciones obtenidas (lll. C. 2. 3.).

Al final de la cromatografia la columna se guarda en metanol 20% a 4°C.
ll. D. 1. 3. ANALISIS POR ELECTROFORESIS CAPILAR (EC).

A diferencia de las cromatografias, la electroforesis capilar permite la separacion de las muestras segun la
relacion carga- masa de éstas.

En el presente trabajo se han realizado experimentos de pureza similares al anterior utilizando técnicas
electroforéticas de separacion, en concreto se ha ensayado la electroforesis capilar de zona (CZE).

Se ha utilizado un capilar de silica fundida sin recubrir (Beckman) de 50 cm y 75 pm de didmetro interno. El
aparato de electroforesis capilar utilizado es una CE Beckman P/ ACE System 2210.

Los experimentos realizados son los siguientes:

a) Separacion de los intermediarios de plegamiento mediante electroforesis capilar.
Inyectamos una muestra (5 pg) de la mezcla de intermediarios obtenida en ausencia y en presencia de
desnaturalizante (lll. C. 1. 1. 1.).

b) Obtencién de los electroferogramas de cada uno de los intermediarios aislado y separado previamente.
Inyectamos una muestra (5 pg) de cada intermediario anteriormente aislado por cromatografia (HPLC) de
fase reversa (lll. C. 2. 2.).

Las condiciones de separacion son las siguientes:

1. Inicialmente se limpia y se regenera el capilar pasando una disolucion de NaOH (0.1M ) durante 20 min y
posteriormente H2O durante 10 min.
2. Se equilibra el capilar con el tampén de separacion durante 20 min.
Tampén de separacion: 20 mM Tricina/ 10 mM Borato
0.5 mM 1, 4- Diaminobutano (DAB) pH=8.3

Se disuelve la muestra en 50 pL de tampdn de separacion.

Se inyecta la muestra por voltaje durante 5 seg.

o M~ w

Se inicia la separacién a una diferencia de potencial de separacion de 15 KV y a una intensidad de 90 pA.
6. Se obtiene el electroferograma de las muestras inyectadas después de 20 min de separacién en las
condiciones dadas.
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7. Seregeneray limpia el capilar con una disolucion de NaOH (0.1 M) durante 20 min.

. D. 2. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE INHIBICION DE LA
CARBOXIPEPTIDASA DE LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO DEL PCI.

lll. D. 2. 1. ECUACION DE LA CONSTANTE DE INHIBICION (Ki).

Para la inhibicion competitiva de un inhibidor (I) por un enzima (E) tenemos el equilibrio:
E+1< El

B
L

Siendo Ki la constante de disociacion del complejo enzima- inhibidor [EI].

En nuestro caso el PCI es un inhibidor competitivo [I] y la Carboxipeptidasa A (CPA) es el enzima de analisis [E].

Para tener una primera idea del orden de magnitud de la Ki de los diferentes intermediarios se realizaron
determinaciones de la actividad inhibidora de Carboxipeptidasa A de diferentes volimenes de las disoluciones
purificadas de las mismas, hasta encontrar alguna que diera un porcentaje de inhibicién entre un 30 y 60 %.

Los resultados obtenidos de esta estimacion inicial indican que las Ki de los intermediarios esta bastante por

encima de 10 nM. Consecuentemente se puede utilizar el método de Lineweaver y Burk para el calculo de las Ki.
lll. D. 2. 2. INHIBICION A DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION.

1. Se preparan las disoluciones de enzima, sustrato e inhibidor:

Disolucién de CPA (Enzima): Se prepara 1 mL de una disolucién de CPA bovina 4.25 nmM disolviendo 6 ni
de CPA bovina 25 mg/ mL (Boehringer Mannheim, RFA) en 1 mL de tampén de actividad de la CPA (TrisClI
20 mMy CINa 0.5 M a pH= 5.0).

Disolucién de hipuril- L- fenilalanina (Sustrato): Se preparan 50 mL de una disolucion 1mM disolviendo
16.32 mg de hipuril- L- fenilalanina (Serva, RFA) en 50 mL de tampdn de actividad de la CPA.

Disolucién de la especie scrambled a ensayar (Xd): Se preparan 100 nlL de una disolucion 0.11 mM de

Xd disolviendo 50 ng en 100 ni. de H20 milli- Q.

2. Se preincuban 10 nL de disolucion de enzima con 10 nl de disolucién de inhibidor y se deja evolucionar la
reaccion durante 1, 5, 15 y 30 minutos a 25°C.

3. Se hace el cero del espectrometro a la absorbancia de medicion (254 nm), para ello se utiliza 1 mL de
sustrato en cada cubeta.

4. Se hace el blanco del espectrometro mezclando en la cubeta de cuarzo 1 mL de disolucién de sustrato y 10
nL de disolucién de enzima. Se sigue el incremento lineal de la absorbancia a 254 nm de la mezcla.

5. Se mezcla en la cubeta de cuarzo 1 mL de disolucién de sustrato con 10 ni de disolucion de enzima y con la

disolucion de inhibidor. Inmediatamente se sigue el incremento lineal de la absorbancia a 254 nm de la mezcla.
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6. Se mezcla en la cubeta de cuarzo 1 mL de disolucion de sustrato con los 20 nL de cada una de las
disoluciones de enzima- inhibidor previamente preincubadas a diferentes tiempos. Inmediatamente se sigue el
incremento lineal de la absorbancia a 254 nm de la mezcla.

7. De esta forma se obtiene la pendiente del incremento linear en absorbancia de Xd sin preincubacién y

preincubado a diferentes tiempos.

lIl. D. 2. 3. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE INHIBICION DEL INTERMEDIARIO Xb POR
EL METODO DE LINEWEAVER- BURK.

1. Se preparan las disoluciones de enzima, sustrato e inhibidor:

Disolucién de CPA (Enzima): Se prepara 1 mL de una disolucion de CPA bovina 4.25 nmM disolviendo 6 L
de CPA bovina 25 mg/ mL (Boehringer Mannheim, RFA) en 1 mL de tampdn de actividad de la CPA (TrisCl
20 mMy CINa 0.5 M a pH= 5.0).

Disolucién de hipuril- L- fenilalanina (Sustrato): Se preparan 50 mL de una disolucion 1mM disolviendo
16.32 mg de hipuril- L- fenilalanina (Serva, RFA) en 100 mL de tamp6n de actividad de la CPA.

A partir de esta disolucién se preparan 10 mL de las siguientes disoluciones: 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 mM. Para ello
se mezclan las cantidades adecuadas de disolucion 1 mM y tampén de actividad.

Disolucién de la especie scrambled (Inhibidor): Se preparan las siguientes disoluciones de Xb: 1.86, 1.39,
0.93 y 0.46 mM a partir de un stock 14.55 mM.

2. Inicialmente se hace el cero del espectrémetro a la absorbancia de medicién (254 nm), para ello se utiliza 1
mL de sustrato en cada cubeta.

3. Seguidamente es preciso hacer el blanco, para ello se mezcla en la cubeta de cuarzo de 1 mL de disolucion
de sustrato y 10 nL de disolucion de enzima. Inmediatamente se sigue el incremento lineal de la absorbancia a 254
nm de la mezcla.

4. Para los ensayos cinéticos se mezcla en una cubeta de cuarzo 1 mL de disolucion de sustrato con 10 niL de
disolucién de enzima y con disolucién de inhibidor, Inmediatamente se sigue el incremento lineal de a absorbancia a
254 nm de la mezcla. De esta forma se obtienen las velocidades iniciales, expresadas como la pendiente del
incremento linear en absorbancia de las muestras.

Para cada concentracion de sustrato se ensayan las diferentes concentraciones de inhibidor preparadas.

Las concentraciones finales de la especie scrambled ensayada fueron: 18.3, 13.9, 9.6, 4.6 y 0 nM.

Se representan las inversas de las velocidades iniciales (1/ vi) frente a las inversas de la concentracion de
sustrato (1/ [S]), obteniéndose una familia de rectas, una para cada concentracion de inhibidor.

A continuacion se representan las pendientes de dichas rectas frente a la concentracién de inhibidor, el punto de

corte de dicha recta con el eje X nos da la Ki.

lIl. D. 2. 4. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE INHIBICION A PARTIR DE LAS ICsp.

1. Inicialmente se preparan las disoluciones de enzima, sustrato e inhibidor:
Disolucién de CPA (Enzima): Se prepara 1 mL de una disolucion de CPA bovina 4.25 nM disolviendo 6 nL

de CPA bovina 25 mg/ mL (Boehringer Mannheim, RFA) en 1 mL de tampon de actividad de la CPA.
El tampdn para determinar la actividad de la CPA utilizado es: TrisCl (20 mM) y CINa (0.5 M) a pH=5.0.

71



lll. Material y Métodos.

Disolucién de hipuril- L- fenilalanina (Sustrato): Se preparan 50 mL de una disolucion 1mM disolviendo
16.32 mg de hipuril- L- fenilalanina (Serva, RFA) en 50 mL de tampén de actividad de la CPA.

Disolucién de los intermediarios (Inhibidor): Para el primer ensayo se prepara una disoluciéon 1.16 mM
disolviendo 100 ng de muestra en 20 nL en H20 milli- Q.

2. Se hace el cero del espectrometro a la absorbancia de medicion (254 nm), para ello se utiliza 1 mL de
sustrato en cada cubeta de cuarzo.

El espectrometro utilizado es un espectrémetro de UV- Visible Cary (El).

3. Seguidamente es preciso hacer el blanco, para ello se mezcla en la cubeta de medicion 1 mL de disolucion
de sustrato y 10 nL de disolucion de enzima. Inmediatamente se sigue el incremento lineal de la absorbancia a 254
nm de la mezcla. Se determina la pendiente del incremento lineal en absorbancia causado por la hidrélisis del
sustrato.

4. Para los ensayos cinéticos se mezcla en una cubeta de cuarzo 1 mL de disolucion de sustrato con 10 ni de
disolucion de enzima y con 10 niL de disolucion de inhibidor, Inmediatamente se sigue el aumento lineal de la
absorbancia a 254 nm de la mezcla.

En el caso particular de Xb se adicionaron 15 ni de disolucién de enzima.

Los ng adicionados de los intermediarios en el primer ensayo y las concentraciones finales de las mismas fueron:

Muestra ug adicionados Concentracion final (uM)
Xa 50 11.6
Xb 25 5.4
Xc 50 11.6
Xd 5 1.1

5. Una vez conocidas las concentraciones que nos dan entre un 30 y un 60 % de inhibicion, se prepara una
disolucion stock 2.32 mM de cada especie scrambled. Para ello se disuelven 400 ng de muestra en 40 niL en H20
milli- Q.

6. A partir de esta disolucion stock se preparan diferentes diluciones dependiendo de la inhibicion que
presenta cada especie scrambled. Mezclandose las cantidades adecuadas de disolucién 2.32 mM y tampon de
actividad.

Las concentraciones finales de los intermediarios preparados y empleados en los ensayos son:

[Xa] uM [Xb] uM [Xc] uM [Xd]uM
17.4 - 232 11.6
11.6 11.6 17.4 4.6
8.7 5.8 11.6 3.4
34 3.0 5.8 2.3
0.00 0.00 0.00 0.00

7. Se realizan ensayos de inhibicion de la actividad de CPA en la forma descrita, utilizando 10 nL de cada

dilucién del inhibidor.

72



lll. Material y Métodos.

. D. 3. DETERMINACION DE LAS CISTEINAS IMPLICADAS EN LOS PUENTES
DISULFURO DE LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO DEL PCI.

Los siguientes experimentos se realizaron con el fin de determinar cuales son las cisteinas implicadas en cada
uno de los puentes disulfuro de los intermediarios de plegamiento del PCIl. Para ello se han utilizado dos
metodologias diferentes: la digestién enzimatica de los intermediarios y una nueva técnica (Wu & Watson, 1997)

basada en la reduccién quimica parcial de un puente disulfuro de los intermediarios.

. D. 3. 1. DETERMINACION DE LOS PUENTES DISULFURO POR DIGESTION CON
PROTEASAS.

Para caracterizar estructuralmente los intermediarios de plegamiento del PCI se han realizado digestiones con
diferentes proteasas: Tripsina, Quimotripsina, Elastasa, Subtilisina, Termolisina 'y Lys- C.

Los primeros ensayos de digestion a nivel analitico se han realizado sobre la primera fraccion de la mezcla de
intermediarios (Xa), aislada y separada por cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. C. 2.).

Se ha experimentado la digestion sobre esta fraccion con diferentes proteasas y con diferentes medios con la
finalidad de encontrar la mejor digestion y sus condiciones 6ptimas.

Los enzimas utilizados en cada uno de los ensayos provienen de la casa comercial SIGMA.

lIl. D. 3. 1. 1. DIGESTION CON TRIPSINA Y/ O QUIMOTRIPSINA.

1. Se prepara una disolucion stock de 1 mg/ mL de enzima en HCI (0.001 M). Esta disolucién asi preparada es
estable durante varias semanas a 5 °C.

2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucién stock con HCI
(0.001 M) a una concentracion final de 1 pg de enzima por 100 pL de disolucion.

En cada uno de estos ensayos hemos tratado la muestra con un 1% w/ w de proteasa.

Se han realizado tres experimentos de digestion simultaneos:

a) Se tratan 2 pug de muestra con 2 pL de una disolucién de Tripsina 0.01 pg/ puL en 100 pL de tampédn Tris/
CaCl2 (0.08 M/ 50 mM, pH= 8.0).

b) Se tratan 2 pg de muestra con 2 pL de una disoluciéon de Quimotripsina 0.01 pg/ pL en 100 pL de tampdn
Tris/ CaCl2 (0.08 M/ 50 mM, pH= 8.0).

c) Se tratan 4 pug de muestra con 2 L de cada una de las disoluciones de Tripsina y Quimotripsina (0.01 pg/ pL)
preparadas anteriormente, en 100 pL de tampon Tris/ CaClo (0.08 M/ 50 mM, pH= 8.0).

3. Se deja que las reacciones de digestion tengan lugar durante 4h a 37 °C.

4. Se paran las reacciones de digestion afiadiendo 100 pL de H2O Milli- Q conteniendo un 0.1% de TFA.

5. Se inyecta la muestra (200 pL) asi digerida y se observan los péptidos de digestion obtenidos por
cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).
ll. D. 3. 1. 2. DIGESTION CON ELASTASA.

1. Se prepara una disolucion stock 1 mg/ mL de Elastasa en Tris (0.2 M, pH= 8.8).
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2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucién antes preparada
con el mismo tampon de digestion a una concentracion de 1 pg de enzima por 10 pL de disolucion.

3. En el ensayo hemos tratado la muestra con un 2% w/ w de enzima.

4. Se tratan 10 pg de muestra con 2 pL de la disolucién de Elastasa 0.1 pg/ pL en 20 pL de tampdn Tris. HCI
(0.2 M, pH=8.8).

5. Se deja que la reaccion de digestion tenga lugar durante 2h a 37 °C.

6. Se para la digestion afiadiendo 80 pL de H20 Milli- Q con 0.1% de TFA.

7. Se separa una alicuota de 50 pL de muestra digerida (5 ng) y se observan los péptidos de digestion

obtenidos por cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).
ll. D. 3. 1. 3. DIGESTION CON SUBTILISINA.

Para la digestion enzimatica con Subtilisina se utilizaron dos tampones diferentes: Tris/ CaCly (pH= 8.1) y N-

Etilmorfolina (pH= 6.5).

ll. D. 3. 1. 3. 1. Digestion con Subtilisina en Tris/ CaCl,,

1. Se prepara una disolucién stock de 1 mg/ mL de Subtilisina en Tris/ CaClp (0.046 M/ 0.0115 M, pH= 8.1).

Esta disolucion asi preparada es estable durante varias semanas a 5 °C.

2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucion stock con el
mismo tampoén de digestién a una concentracion final de 1 pg de enzima por 10 pL de disolucion.

En el ensayo hemos tratado la muestra con un 2% w/ w de enzima.

3. Se tratan 10 pg de muestra con 2 pL de la disolucion de Subtilisina 0.1 pg/ pL en 20 pL de tampon Tris/
CaCly (0.046 M/ 0.0115 M, pH=8.1).

4. Se deja que la reaccion de digestion tenga lugar durante 2h a 37 °C.

5. Se para la digestion con 80 pL de H20 Milli- Q con 0.1% de TFA.

6. Se separan 50 pL de muestra digerida (5 ug) y se observan los péptidos de digestion obtenidos por
cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).

lll. D. 3. 1. 3. 2. Digestién con Subtilisina en N- Etilmorfolina.

1. Se prepara una disolucion stock de 1 mg/ mL de Subtilisina en H20 Milli- Q.

2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestién, se diluye una alicuota de la solucién stock con el
tampon de digestion que se va a utilizar ( N- Etilmorfolina/ acetato). Obteniendo una nueva disolucién que contiene 1
Mg de enzima por 10 uL de disolucién.

En el ensayo hemos tratado la muestra con un 5% w/ w de enzima.

3. Se tratan 40 pg de muestra con 20 pL de la disolucion preparada de Subtilisina (0.1 pg/ pL) en 80 pL de
tampon N- Etilmorfolina/ acetato (50 mM, pH= 6.5).

4. Se deja que la reaccion de digestion tenga lugar 16h a 25 °C.

5. Se para la digestion con 20 pL de la disolucion: 9 HoO/ 1 CH3CN con un 0.4% de TFA.

6. Se separan 20 puL de muestra digerida (6.6 pg) y se observan los péptidos de digestion obtenidos por
cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).
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lll. D. 3. 1. 4. DIGESTION CON TERMOLISINA.

Para la digestion enzimatica con Termolisina se utilzaron tres tampones diferentes: NH4HCOg3/ CaClp, Tris/

CaClz y N- Etilmorfolina.

ll. D. 3. 1. 4. 1. Digestion con Termolisina en NH,HCO,/ CaCl,,.

1. Se prepara una disolucién stock de 1 mg/ mL de Termolisina en NH4HCO3/ CaClp (0.1 M/ 1 mM, pH= 7.0-

9.0). Esta disolucion es estable durante varias semanas a 5 °C.

2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucion stock con el
mismo tampon de digestidon a una concentraciéon de 1 pug de enzima por 10 pL de disolucion.

En el ensayo hemos tratado la muestra con un 2% w/ w de enzima.

3. Se tratan 10 pg de muestra con 2 pL de la disolucion de Termolisina 0.1 pg/ pL en 20 pL de tampon
NH4HCO3/ CaCly (0.1 M/ 1 mM, pH= 7.0- 9.0).

4. Se deja que la reaccion de digestion tenga lugar durante 2h a 37 °C.

5. Se para la digestion con 80 pL de H2O Milli- Q con 0.1% de TFA.

6. Se separan 50 pL de muestra digerida (5 pg) y se observan los péptidos de digestion obtenidos por
cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).

ll. D. 3. 1. 4. 2. Digestion con Subtilisinay Termolisina en Tris/ CaCl,,.

1. Se prepara una disolucion stock de 1 mg/ mL de Termolisina y otra de Subtilisna en Tris/ CaCla (0.05 M/
0.01 M, pH= 8.0)

Esta disolucion es estable durante varias semanas a 5 °C.

2. Antes de utilizar los enzimas para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucion stock con el
mismo tampoén de digestién a una concentracion de 1 pug de enzima por 10 pL de disolucion.

3. Se tratan 20 pg de muestra con 4 uL de cada una de las disoluciones (0.1 pg/ pL) en 20 uL de tampén Tris/
CaCly (0.05 M/ 0.01 M, pH= 8.0).

4. Se deja que la digestion tenga lugar durante 2h a 37 °C.

5. Se para la reaccion de digestion con 180 pL de H20 Milli- Q con 0.1% de TFA.

6. Se separan 50 pL de muestra digerida (5 pg) y se observan los péptidos de digestion obtenidos por
cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).

7. Como la digestion obtenida contenia péptidos interesantes de analizar, se inyecto el resto de la muestra (15
pg) en el HPLC de fase reversa y se colecté cada uno de los péptidos de digestion obtenidos.

8. Posteriormente se liofilizan para andlisis por espectrometria de masas MALDI- TOF (lll. D. 3. 1. 7) y
secuenciacion automatica (lll. D. 3. 1. 8).

lll. D. 3. 1. 4. 3. Digestién con Termolisina en N- Etilmorfolina.
1. Se prepara una disolucién stock de 1 mg/ mL de Termolisina en H20 Milli- Q.
2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucién stock con el

tampon de digestion que se va a utilizar ( N- Etilmorfolina/ acetato). Obteniendo una nueva disolucién que contiene 1

Mg de enzima por 10 uL de disolucién.
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En el ensayo hemos tratado la muestra con un 5% w/ w de enzima.

3. Se tratan 40 pg de muestra con 20 pL de la disolucion preparada de Termolisina (0.1 pg/ pL) en 80 pL de
tampon N- Etilmorfolina/ acetato (50 mM, pH= 6.5).

4. Se deja que la reaccion de digestion tenga lugar 16h a 25 °C.

5. Se para la digestiéon con 20 pL de la disolucion: 9 HoO/ 1 CH3CN con un 0.4% de TFA.

6. Se separan 20 pL de muestra digerida (6.6 pg) y se observan los péptidos de digestion obtenidos por
cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).

7. Como la digestion obtenida contenia péptidos interesantes de analizar, se inyecto el resto de la muestra (33.4
pg) en el HPLC y se colect6 cada uno de los péptidos de digestion obtenidos.

8. Posteriormente se liofilizan para analisis por espectrometria de masas MALDI- TOF (lll. D. 3. 1. 7) y

secuenciaciéon automatica (lll. D. 3. 1. 8).

lll. D. 3. 1. 5. DIGESTION CON LYS- C.

1. Se prepara una disolucion stock de 1 mg/ mL de Lisil Endopeptidasa de Achromobacter Lyticus (Lys- C) en
NH4ACO.

2. Antes de utilizar el enzima para el ensayo de digestion, se diluye una alicuota de la solucion stock con el
tampoén de digestion que se va ha utilizar (NH4AcO) a una concentracion de 1 pug de enzima por 10 pL de disolucion.

En el ensayo hemos tratado la muestra con un 5% w/ w de enzima.

3. Se tratan los péptidos provenientes de la digestion con Termolisina, con 20 uL de la disolucion preparada de
Lys- C (0.1 pg/ pL) en 80 pL de tampdn AcNH4 (50 mM, pH= 8.0).

4. Se deja que la reaccion de digestion tenga lugar 16h a 25 °C.

5. Se para la digestiéon con 20 pL de la disolucion: 9 H20/ 1 CH3CN con un 0.4% de TFA.

6. Se separan 20 pL de muestra digerida y se observan los péptidos de digestién obtenidos por cromatografia
(HPLC) de fase reversa (lll. D. 3. 1. 6.).

7. Se inyecta el resto de la muestra en el HPLC y se colecta cada uno de los péptidos de digestion nuevamente
obtenidos.

8. Posteriormente se liofilizan para analisis por espectrometria de masas MALDI- TOF (lll. D. 3. 1. 7) y
secuenciacion automatica (lll. D. 3. 1. 8).

. D. 3. 1. 6. SEPARACION Y RECOLECCION DE LAS FRACCIONES DIGERIDAS POR
CROMATOGRAFIA (HPLC) DE FASE REVERSA.

La columna utilizada para este andlisis es una columna C18 (Vydac) analitica (diametro de poro de 300 A; un
diametro de particula de 5 nm y un diametro de 4.6 mm y una longitud de 150 mm) y el aparato de cromatografia
liquida de alta presion utilizado en este caso es un Waters.

El protocolo cromatogréafico general se describe el apartado Ill. C. 2., a continuacion detallamos el gradiente
utilizado para la separacion y coleccién de los péptidos de digestion obtenidos:

1. Se equilibra la columna con una mezcla del 99% de fase moévil A y del 1% de fase movil B a un flujo de 0.2

mL/ min al menos durante 15 minutos.

2. Sedisuelve la muestra liofilizada en 2 mL de fase mdvil A y se inyecta manualmente al HPLC.
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Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 99
15 99
80 30 70
90 30 70
95 99 1
105 99

El flujo de elucion es constante a 0.2 mL/ min.

Se sigue la elucion de los péptidos de digestion por absorcion a 214 nm.

. D. 3. 1. 7. ANALISIS DE LOS PEPTIDOS DE DIGESTION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS
MALDI.

Los péptidos anteriormente aislados se analizaron en un Espectrometro de Masas MALDI 1700 (Novartis), en el
Laboratorio de Investigacion Farmacéutica de Ciba- Geigy (Basel, Suiza).
Este analisis nos ha dado informacién sobre la pureza de los péptidos separados por cromatografia (HPLC) de

fase reversa y su peso molecular.
ll. D. 3. 1. 8. SECUENCIACION AUTOMATICA N- TERMINAL DE PEPTIDOS.

Para poder conocer la posicion de los puentes disulfuro de los intermediarios de plegamiento de PCI, es
necesario analizar cual es la secuencia de aminoacidos de los péptidos de digestion obtenidos.

Por esta razén, se han analizando cada uno de ellos por secuenciacion automatica en el Laboratorio de
Investigacion Farmacéutica de Ciba- Geigy (Basel, Suiza) y en el Servicio de Secuenciacion Automatica del Instituto
de Biologia Fundamental (IBF) de la Universidad Autbnoma de Barcelona. El laboratorio de Ciba- Geigy dispone de
un Secuenciador Automatico Applied Biosystems 470 A conectado a un Analizador de PTH, Hewlett- Pakard 1090.
En el laboratorio de del Instituto de Biologai Fundamental se dispone de un Secuenciador Automatico Beckman
modelo LF3000 Protein Sequencer.

Los secuenciadores automaticos utilizan el método de degradacion de Edman (Edman, 1950; 1956) con
fenilisotiocianato (PITC). En primer lugar el PITC se acopla al grupo amino terminal de la proteina; seguidamente el
enlace N- terminal se rompe en un medio acido anhidro, y se libera una anilina tiazolina (ATZ- aminoacido); esta es
transformada en medio acido acuoso en una feniltiohidantoina (PTH- aminoacido) estable y capaz de ser identificada

cromatograficamente.

ll. D. 3. 2. DETERMINACION DE LOS PUENTES DISULFURO POR REDUCCION QUIMICA
PARCIAL.

En resultados y discusion (V. B. 3. 3.) se explica detalladamente el principio de esta metodologia utilizada para

la caracterizacion de los intermediarios.

El protocolo seguido se describe a continuacion:
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1. Inicialmente se desnaturalizan cada uno de los intermediarios de plegamiento del PCI disolviendo 50 ngy
(20nmol) de muestra en 10 ni. de tamp6n citrato (0.1 M, pH= 3.0) que contiene Cloruro de Guanidinio (GdmClI) (6 M),
(Boehringer- Mannheim Biochemicals) durante 30 minutos a 25°C.

2. Se reducen parcialmente las muestras adicionando 10 m (90 nmol) de una dilucién 1/ 10 de una disolucién
stock 0.1 M de Tris (2- carboxietil) fosfina (TCEP). La reaccion tiene lugar durante 15 minutos a 25°C, una vez
evacuado el O, mediante una pequefia corriente de Na.

La disolucion stock 0.1 M de TCEP (Pierce Chemical Co.) se prepara en tampoén citrato 0.1 M a pH= 3.0 en el
momento de la reaccion.

3. Las muestras parcialmente reducidas se cianilan adicionando 6 nlL de una disoluciéon stock 0.1 M de
Tetrafluoroborato de 1- ciano-4 dimetilamino- piridinio (CDAP). La reaccion tiene lugar durante 15 minutos a 25°C,
una vez evacuado el O, mediante una pequefia corriente de Na.

La disolucion stock 0.1 M de CDAP (Sigma) se prepara en tampoén citrato 0.1 M a pH= 3.0 en el momento de la
reaccion.

4. Las muestras parcialmente reducidas y cianiladas se separan mediante cromatografia (HPLC) de fase
reversa.

La columna utilizada para este andlisis es una Vydac C18 analitica (lll. C. 2. 3.) y el aparato de cromatografia
liquida de alta presion es un Beckman (lll. B. 4. 4. 3.).

El protocolo cromatografico general se describe el apartado Ill. C. 2. y a continuaciéon detallamos el gradiente

utilizado para la separacion y coleccién de los péptidos de digestion obtenidos:

a) Se equilibra la columna con una mezcla del 80% de fase movil A y del 20% de fase movil B a un flujo de 1
mL/ min al menos durante 15 minutos.
b) Se disuelve la muestra en 1 mL de fase movil A y se inyecta manualmente al HPLC.

Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) % A % B
0 80 20

5 80 20

95 5 95

105 5 95

95 80 20

El flujo de elucién es constante a 1 mL/ min.
Se sigue la elucidn de los péptidos de digestion por absorcion a 214 nm.

5. Las fracciones del HPLC separadas se colectan manualmente y se determina su masa molecular por
espectrometria de masas MALDI- TOF (lll. D. 3. 2. 1.).

6. Posteriormente se evaporan las muestras en el Speed- Vac.

7. Se adiciona a las fracciones colectadas del HPLC 2 niL de una disolucion acuosa 1 M NH,OH que contiene
GdmcCl (6 M) para disolver las muestras proteicas evaporadas.

8. Posteriormente se fragmentan especificamente adicionando 5 ni. de NH,OH (1 M, pH= 12.0). La reaccion
tiene lugar durante 1h a 25°C.

9. Se diluyen 0.5 niL de las muestras en 100 nL de una disolucion 50% (v/ v) acetonitrilo/ agua al 0.1% TFA
para ser analizadas. Se observan los productos de fragmentacién por espectrometria de masas MALDI- TOF (lll. D.
3.2.1).
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10. Cada uno de los péptidos obtenidos se reduce completamente adicionando a las muestras 2 nlL de la
disolucion stock de TCEP (0.1 M) en tamp6n citrato (0.1 M, pH= 3.0). La reaccion tiene lugar durante 30 minutos a
37°C, una vez evacuado el O, mediante una pequefia corriente de Na.

11. Se diluyen las muestras en 100 nlL de una disolucién 50% (v/ v) acetonitrilo/ agua al 0.1% TFA para ser
analizadas.

12. Finalmente se analizan los fracciones totalmente reducidas por espectrometria de masas MALDI- TOF de

las muestras (lll. D. 3. 2. 1.).

ll. D. 3. 2. 1. ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI- TOF.

En el presente experimento, se determina la masa molecular de cada uno de los intermediarios parcialmente
reducidos y cianilados; de los productos de fragmentacion y de los péptidos totalmente reducidos utilizando un
espectrometro de masas MALDI- TOF .

El espectrometro de masas MALDI-TOF utilizado es de la casa Bruker (Alemania), modelo BIFLEX provisto de
un laser de N2 (337nm).

Una de las principales ventajas de este método es la aplicacion de sélo 0.5 nL. de muestra conteniendo de 0.1 a
10 pmoles de proteina/ péptido.

La aplicacién se realiza en unas placas metalicas que contienen 10 pocillos donde se colocan tanto las muestras
como proteinas de masa molecular conocida que sirven de estandares para calibrar el espectrometro. En el
presente trabajo se han utilizado como patrones proteicos: el fragmento 18- 39 de la hormona Adrenocorticotropica
(AcTH) y Angiotensina Il (All) de masas moleculares 2465 y 1047 Da respectivamente. Y se han realizado
calibraciones externas y/ o internas.

Las matrices utilizadas son: a— ciano- 4 acido hidroxicinamico (CCA) (Aldrich) o acido sinapinico (Aldrich).

El protocolo de analisis seguido es:

1. Se prepara una solucién de matriz saturada en una disolucién acetonitrilo/ agua (50% v/ v) y 0.1% TFA.

2. Se mezclan volumenes iguales de muestra y matriz, y se aplican sobre cada uno de los pocillos de las placas
metélicas

3. Se deja secar la muestra aplicada y se introduce en el MALDI-TOF.

4. Se utilizan los siguientes parametros de medida:

Polaridad: positiva
Modo de adquisicion: lineal
Voltaje de aceleracion (Uis 1): 19.00 (kV)
Voltaje secundario de la fuente de ionizacion (Uis 2): 17.5 (kV)
Voltaje de la lente (Ulens): 9.40 (kV)
Voltaje del detector lineal (UdelL): 1.45 (kV)
Voltaje del deflector (Udefl): 2.00 (kV)
Frecuencia de adquisicion: 5.00 (Hz)
Atenuacion del laser: 50- 60
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lll. D. 4. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

lll. D. 4. 1. ESTUDIOS DE DICROISMO CIRCULAR (CD).

El Dicroismo Circular (CD) es un método espectroscopico que se basa en que ciertas moléculas interaccionan
diferente con la luz polarizada circular. La luz polarizada circular es quiral, y como consecuencia tiene lugar en dos
formas no superponibles que son imagenes especulares una de la otra. La molécula para poder discriminar entre las
dos formas quirales debe de ser también quiral, hecho que ocurre en la mayoria de moléculas biolégicas.

El Dicroismo Circular puede detectar pequefias diferencias entre dos formas no superponibles que son imagenes
especulares una de la otra (enantiomeros), por lo tanto es un método muy sensible a la estructura tridimensional que
presentan las moléculas, es decir a su conformacién. Por ejemplo el espectro de CD de una cadena polipeptidica
difiere dependiendo si el polipéptido presenta en su estructura hélices a, ldminas b o es una estructura en “random
coil”.

En el presente experimento comparamos los espectros de CD de nuestra proteina nativa (PCl) y de su forma
reducida con los espectros de CD de los intermediarios de plegamiento para observar la diferencia estructural entre
ellos. También compararemos los espectros obtenidos de someter la proteina nativa a diferentes concentraciones de

urea y a diferentes pH.

lll. D. 4. 1. 1. COMPARACION DE LOS ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DE PCI NATIVO,
PCI REDUCIDO Y LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO.

1. Se preparan alicuotas de 50 ng de PCI nativo, PCI reducido y de cada una de los intermediarios liofilizados
para los andlisis.

2. Se preparan los siguientes tampones:

Tampdn A: Se preparan 25 mL de H20 milli- Q con 0.1% TFA y se ajusta el pH a 3.0 con 0.1 M NaOH.
Tampodn B: Se preparan 25 mL de una disolucion 25 mM de glicina (pH= 3.0) disolviendo 47 mg en 25 mL de
agua milli- Q.

Tampoén C: Se preparan 25 mL de una disolucion 50 mM de fosfato sédico (pH= 7.0) disolviendo 253 mg en
25 mL de agua milli- Q.

El aparato de Dicroismo Circular utilizado es un Jasco, modelo J- 715.
3. Se utilizan los siguientes parametros de medida:

Rango del espectro: 195 —250 nm

Amplitud de banda: 2.0 nm

Resolucion: 0.5nm
Sensibilidad: 20 mdeg
Respuesta: 1 segundo

Velocidad: 20 nm/ min

Acumulacion: 6

4. Se ajusta el Termostato acoplado a 25 °C.
5. Se hacen los blancos de cada uno de los tampones preparados adicionando 600 nL de cada uno de ellos a

una cubeta de cuarzo.
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a)

b)

c)

caso.

Se realizan las siguientes series de experimentos:

Se disuelven las muestras de PCI nativo, PCI reducido y cada uno de los intermediarios en 600 nlL de
tampon Ay se realiza el espectro dicroico de cada una de ellas.
Se disuelven las muestras de PCI nativo, PCI reducido y cada uno de los intermediarios en 600 niL de
tampon By se realiza el espectro dicroico de cada una de ellas.
Se disuelven las muestras de PCI nativo, PCI reducido y cada uno de los intermediarios en 600 L de

tampon C y se realiza el espectro dicroico de cada una de ellas.

Se resta el blanco del espectro dicroico de cada muestra teniendo en cuenta el tampon utilizado en cada

D. 4. 1. 2. COMPARACION DE LOS ESPECTROS DE DICROISMO CIRCULAR DE PCI NATIVO

A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE UREA Y A DIFERENTE pH.

4.
5.

Se preparan alicuotas de 50 ng de PCI nativo liofilizadas para los andlisis.

Se preparan los siguientes tampones:

Tampdn A: Se preparan 25 mL de una disolucion 25 mM de glicina (pH= 3.0) que contiene urea (8 M)
disolviendo 47 mg de glicina'y 16 g de urea en agua milli- Q.

La urea utilizada es Aldrich de baja absorbancia en UV.

Se preparan 10 mL de las disoluciones 25 mM de glicina (pH= 3.0) que contienen urea6 M, 4 M, 2 My 0 M
diluyendo las cantidades adecuadas de tampén A en glicina (25 mM, pH= 3.0).

Tampdn B: Se preparan 25 mL de una disolucién 50 mM de fosfato sédico (pH= 7.0) que contiene urea (8M)
disolviendo 253 mg de fosfato sddico y 16 g de urea en agua milli- Q.

Se preparan 10 mL de las disoluciones 50 mM de fosfato sédico (pH= 7.0) que contienen urea6 M, 4 M, 2 M

y 0 M diluyendo las cantidades adecuadas de tampo6n B en fosfato sodico (50 mM, pH= 7.0).

Se utilizan los siguientes parametros de medida:
Rango del espectro: 210-250 nm
Amplitud de banda: 2.0 nm

Resolucion: 0.5nm
Sensibilidad: 20 mdeg
Respuesta: 1 segundo
Velocidad: 20 nm/ min
Acumulacion: 6

Se ajusta el Termostato acoplado a 25°C.

Se hacen los blancos de cada uno de los tampones preparados adicionando 600 i de cada uno de ellos a

una cubeta de cuarzo de 600 ni.

6.

Se realizan las siguientes series de experimentos:

a) Se disuelven 50 ng PCI nativo en 600 nL de tampén A y en cada una de las diluciones de tampén A

preparadas. Posteriormente se realiza el espectro dicroico de cada una de ellas.
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b) Se disuelven 50 ng PCI nativo en 600 nL de tampdén B y en cada una de las diluciones de tampén B

preparadas. Posteriormente se realiza el espectro dicroico de cada una de ellas.

7. Se resta el blanco del espectro dicroico de cada muestra teniendo en cuenta el tampén utilizado en cada

caso.

IV. D. 4. 2. ESTUDIOS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

Los estudios de Resonancia Magnética Nuclear fueron realizados en colaboracién con el grupo del Dr. Manuel
Rico, del Instituto de Estructura de la Materia del CSIC por el Dr. Carlos Gonzalez.
Se utiliz6 un espectrometro BRUKER de 600 MHz.

[ll. D. 5. ESTUDIO DEL PROCESO DE REORDENAMIENTO (“*RESHUFFLING”) DE LOS
PUENTES DISULFURO DEL PCI.

lll. D. 5. 1. ESTUDIO DEL EQUILIBRIO ENTRE LOS INTERMEDIARIOS DE PLEGAMIENTO DEL
PCly EL PCI NATIVO EN PRESENCIA DE AGENTES DESNATURALIZANTES.

Estudio del equilibrio entre los intermediarios de plegamiento del PCl y la estructura nativa, en presencia de dos
agentes desnaturalizantes distintos: urea 'y GdmCl.
El protocolo seguido en el experimento es el siguiente:

1. Se preparan alicuotas de 40 ug de PCI nativo liofilizado.

2. Se preparan ocho disoluciones de tampoén Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) que contengan - Mercaptoetanol (13-
ME) (0.2 mM) y urea a diferentes concentraciones: 1 M,2M,3M,4M,5M,6 M, 7 M,y 8 M.

3. Se preparan ocho disoluciones de tampoén Tris/ HCI (0.1 M, pH= 8.5) que contengan - ME (0.2 mM) y GdmCl
a diferentes concentraciones: 1 M, 2M,3M,4M,5M,6 M, 7 M,y 8 M.

4. Se disuelven ocho alicuotas de 40 ug de PCI liofilizado en 80 pL de cada una de las disoluciones de urea
preparada anteriormente.

5. Se disuelven ocho alicuotas de 40 ug de PCI liofilizado en 80 pL de cada una de las disoluciones de GdmClI
preparada anteriormente.

6. Se dejan las muestras equilibrarse durante 5h a 24 °C.

7. Se paran la reacciones afiadiendo 160 pL de 4 HoO/ 1 CH3CN 4% TFA.

8. Se analizan 10 pg cada una de las reacciones por cromatografia (HPLC) de fase reversa en las condiciones

descritas en el apartado lll. C. 2. 3.

lll. D. 5. 2. EXPERIMENTOS DE "STOP/ GO" DE LA MEZCLA DE INTERMEDIARIOS DE
PLEGAMIENTO DEL PCI'Y DE CADA UNO DE ELLOS AISLADO.

1. Se dispone de alicuotas de 40 ug y 100 ug de la mezcla de intermediarios de PCI liofilizados y de cada uno
de ellos aislados (apartado I1l. C. 1. 1. 1).

2. Se prepara la siguiente disolucion (disolucién A): Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) que contenga - ME (0.25 mM).

3. Se prepara la siguiente disolucién (disolucion B): Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) que contenga Cys (1 mM).
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lll. Material y Métodos.

4. Se prepara la siguiente disolucién (disolucion C): Tris. HCI (0.1 M, pH= 8.5) que contenga Cys (0.5 mM).

5. Se disuelve una alicuota de 100 pg de la mezcla de intermediarios y una alicuota de 100 pg de cada uno de
ellos en 200 pL de la disolucion A .

6. Se disuelve una alicuota de 100 pg de la mezcla de intermediarios y una alicuota de 100 pug de cada uno de
ellos en 200 L de la disolucion B .

7. Se disuelve una alicuota de 100 pg de cada uno de los intermediarios en 200 i de la disolucién C.

8. Se toman alicuotas de 20 pL de cada una de las disoluciones A, B y C a los siguientes tiempos de reaccion:
15 y 30 segundos;1, 2, 3, 5y 15 minutos; 1, 2, 4, 8. y 24 horas. Las reacciones se paran adicionando 90 pL de 4
H20/ 1 CH3CN 4% TFA.

9. Se analizan 10 pg de cada una de las reacciones por cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. C. 2. 3).

ll. E. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE AGENTES REDOX EN LA PRODUCCION
DE PCI RECOMBINANTE.

Se estudia la diferente produccién de PCI segin la influencia de diferentes agentes redox afiadidos al medio de
cultivo, durante el crecimiento bacteriano y al sobrenadante una vez finalizado el crecimiento y separadas las
células. Para ello se ensayan los siguientes agentes redox: cistina (Cys), el par cistina/ cisteina (Cys/ Cys-Cys),
glutatién reducido (GSH) y el par glutation reducido/ oxidado (GSH/ GSSG) .

lll. E. 1. ESTUDIOS EN CULTIVOS DE E. COLI A PEQUENA ESCALA.

Inicialmente se ensay¢ la influencia de diferentes agentes redox en la produccién de PCI recombinante en
cultivos de E. Coli pequefios, del orden de 50 mL. Se ensayaron diferentes concentraciones de los agentes redox y
tiempos de reaccion con la finalidad de optimizar los resultados obtenidos. Finalmente se aplicaron las mejores
condiciones para hacer un escalado del cultivo a 500 mL y posteriormente a fermentador; y para la produccion de
otras proteinas recombinantes del grupo.

lll. E. 1. 1. INFLUENCIA DE LOS AGENTES REDOX EN LA PRODUCCION DE rePClI.
lll. E. 1. 1. 1. CULTIVO DE 50ML.

ll. E. 1. 1. 1. 1. ENSAYOS DE ADICION DE AGENTES REDOX DURANTE EL CULTIVO.

Las condiciones de crecimiento de los cultivos de cepa bacteriana E. Coli MC1061 (lll. B. 2. 1.) con el plasmido

recombinante pIMAMS (lll. B. 2. 2.) se resumen a continuacion:

1. Se prepara un inéculo adicionando 2- 3 nL de un cultivo stock glicerinado a 2- 3 mL de medio LB que
contiene Amp (50 ng/ mL) en un tubo estéril de 10 mL.

2. Se deja crecer durante el dia (over/ day, “o/ d”) a 37°C y 300- 350 rpm hasta una densidad 6ptica (DO)
aproximada de 1.

El protocolo seguido queda esquematizado en la siguiente figura:
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lll. Material y Métodos.

Inéculo
MC1061 pIMAM3
2- 3 L cultivo stock glicerinado
+2- 3 mL medio LB
+ 2- 3 nL Amp (50 mg/ mL)
inéculo
MC1061 pINII-ompA3
crecimiento
“of d”
37°C
300- 350 rpm
hasta DO =1

Cultivo
1- 1.5 mL in6culo
+ 50 mL medio M9 CAS
+ 50 nL Amp (50 mg/ mL)
+0.5mL IPTG (2 mM)

Blanco Control +1mL Cys + 1 mL Cys (4 mM)* +1mL GSH + 1 mL GSH (4 mM)*
(4 mM)* + 1 mL Cys-Cys (2 mM)* (4 mMm)* + 1 mL GSSG (2 mM)*
Cultivo A-1 Cultivo A- 2 Cultivo A-3 Cultivo A- 4 Cultivo A-5 Cultivo A- 6

Cultivos A
crecimiento
“o/ n”
37°C
¢ 300- 350 rpm
Se centrifugan
4000 rpm

25 min
4°C

Cultivos A
alicuotas 5 mL
+ 0.1%TFA

Analisis
HPLC

* Las concentraciones indicadas corresponden a la concentracion final del agente redox.

3. Con lafinalidad de observar la diferente produccién de PCI segun la influencia de diferentes agentes redox en
el medio de cultivo se preparan a la vez 6 cultivos afiadiendo 0.5 mL del in6culo a 50 mL de medio M9 CAS, Amp
(50 mg/ mL) y IPTG (2 mM) la concentracion indicada de cistina, cistina /cisteina, glutation reducido y glutation

reducido/ glutation oxidado segun el caso, en un erlenmeyer estéril de 250 mL.

Nomenclatura utilizada:

Nombre del cultivo Adicion del agente redox
Cultivo A- 1* Blanco

Cultivo A- 2** Control

Cultivo A- 3 Cys (4 mM)

Cultivo A- 4 Cys (4 mM)/ Cys-Cys (2mM)
Cultivo A-5 GSH (4 mM)

Cultivo A- 6 GSH (4 mM)/ GSSG (2 mM)

Cultivo A- 1*: Contiene el vector pIN- I1I OmpA- 3 (lll. B. 2. 2.) sin inserto.
Cultivo A- 2**: No se adiciona ningin agente redox al medio de cultivo.
4. Se dejan crecer los cultivos “o/ n” a 37°C y 300- 350 rpm.
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lll. Material y Métodos.

5. Después de 18 horas de crecimiento celular aproximadamente (“o/ n”) se sacan los cultivos del incubador y
se mira la DO de estos a una absorbancia de 550 nm.

6. Se centrifugan las células a 4000 rpm durante 25 minutos a 4°C. Se separan y se guardan unos 20 mL del
sobrenadante.

La centrifuga utilizada es una Heraeus modelo Sepatech Megafuge 2.0R.

7. Se separan 5 mL del sobrenadante cada uno de los cultivos y se adiciona 0.1% de TFA.

Estas alicuotas se rotulan como Muestras A (A- 1, A- 2, A- 3, A- 4, A-5y A- 6).

Se centrifugan las muestras durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga de eppendorfs. Se
recupera el sobrenadante y se elimina el precipitado celular.

La centrifuga utilizada es la microcentrifuga de Eppendorfs, modelo 5415C (USA).

9. Se analizan cada uno de los cultivos por cromatografia (HPLC) de fase reversa.

La columna analitica utilizada de fase reversa es una Nova- pak C18 (Waters) con un didmetro de poro de 60A,
un didmetro de 3.9 mm y una longitud de 150 mm.

Las condiciones cromatogréaficas generales se describen en el apartado Il. C. 2. y a continuacion detallamos el
gradiente utilizado para este analisis:

Se equilibra la columna con fase mévil B al 21% a un flujo de elucion de 1 mL/ min al menos durante 15 minutos.

Posteriormente se inyectan 100 nlL del sobrenadante de cada uno de las muestras por inyeccion automéatica al
HPLC.

Gradiente cromatografico utilizado:

Tiempo (min) Flujo (mL/ min) % A % B
0 0.5 79 21
5 0.5 79 21
50 0.5 71 29
50 1 5 95
60 1 5 95
62 1 79 21
75 0.5 79 21

El flujo de elucién es 0.5 mL/ min durante la elucion de la proteina 'y 1 mL/ min durante el lavado y equilibrado de
la columna.

Se sigue la elucién de la proteina por absorcién a 214 nm.

ll. E. 1. 1. 1. 2. EVOLUCION DE LOS SOBRENADANTES DE CULTIVOS EN PRESENCIA DE
AGENTES REDOX TRAS AJUSTAR EL pH A 8.5.

1. Se separa otra alicuota de 5 mL del sobrenadante de cada uno de los cultivos anteriores y se ajusta el pH a
8.5 con NaOH (5 mM).

Se dejan evolucionar las muestras durante 8 horas a 25°C. Posteriormente se adiciona 0.1%TFA.

Estas alicuotas se rotulan como Muestras B (B- 1, B- 2, B- 3, B- 4, B- 5y B- 6).

Se centrifugan las muestras durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga de eppendorfs. Se
recupera el sobrenadante y se elimina el precipitado celular.

2. Se analizan cada uno de los cultivos por cromatografia (HPLC) de fase reversa (IIl. E. 1. 1. 1. 1.).

ll. E. 1. 1. 1. 3. ENSAYOS DE ADICION DE AGENTES REDOX DESPUES DEL CULTIVO.
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lll. Material y Métodos.

1. Del cultivo A- 2 (muestra control que no contiene ningin agente redox en el medio de cultivo) se separan
cuatro alicuotas de 5 mL cada una y se ajusta el pH a 8.5.

Se adicionan los siguientes agentes redox y las alicuotas se rotulan como:

Nombre de las alicuotas Adicién del agente redox
Muestra C- 3 Cys (4 mM)

Muestra C- 4 Cys (4 mM)/ Cys-Cys (2 mM)
Muestra C- 5 GSH (4 mM)

Muestra C- 6 GSH (4 mM)/ GSSG (2 mM)

Se dejan evolucionar las muestras durante 8 horas a 25°C. Y posteriormente se adiciona 0.1%TFA.

Se centrifugan las muestras durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga de eppendorfs. Se
recupera el sobrenadante y se elimina el precipitado celular.

2. Se analizan cada uno de los cultivos por cromatografia de alta presion (HPLC) de fase reversa (lll. E. 1. 1. 1.
1).

lll. E. 1. 1. 2. CULTIVOS DE 500 ML Y PURIFICACION DEL PCI OBTENIDO.

El protocolo seguido queda esquematizado en la siguiente figura:

Inéculo
7- 8 L cultivo stock glicerinado
+ 10 mL medio LB
+ 10 k. Amp (50 mg/ mL)

crecimiento

“of/ d”
37°C
300- 350 rpm
hasta DO= 1

2 Cultivos
5 mL in6culo
+ 500 mL medio M9 CAS
+ 500 L Amp (50 mg/ mL)
+5mL IPTG (2 mM)

crecimiento
“of n"
37°C

300- 350 rpm

se centrifugan
9000 rpm
25 min
4°C
Sobrenadante
pH=8.5

-
+ 1 mL Cys (4 mM)* +1 mL GSH (4 mM)*
+ 1 mL Cys-Cys (2 mM)* + 1mL GSSG (2 mM)*
Sobrenadante C Sobrenadante G

\ Sobrenadantes C- G /

Purificacién y cuantificaciéon

* Las concentraciones indicadas corresponden a la concentracion final del agente redox.

Las condiciones de crecimiento de los cultivos de la cepa bacteriana E. Coli MC1061 (lll. B. 2. 1.) con el plasmido
recombinante pIMAMS (lll. B. 2. 2.) se resumen a continuacion:
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lll. Material y Métodos.

1. Se prepara un inéculo adicionando 7- 8 nL de un cultivo stock glicerinado a 10 mL de medio LB que contiene
Amp (50 ng/ mL) en dos tubos estériles de 50 mL.

2. Se dejan crecer “o/ d” a 37°C y 300- 350 rpm hasta una densidad éptica (DO) aproximada de 1.

3. Se preparan dos cultivo adicionando 5 mL del in6culo a 500 mL de medio M9 CAS que contiene Amp (50 ng/
mL) y IPTG (2mM) en dos erlenmeyers estériles de 2 L respectivamente.

4. Después de 18 horas de crecimiento celular aproximadamente (“o/ n”) se sacan los cultivos del incubador,
se juntan y se mira la DO de éstos a una absorbancia de 550 nm.

5. Se centrifugan las células a 9000 rpm durante 25 minutos a 4°C. Se separan y se guarda el sobrenadante.

La centrifuga utilizada es una Sorvall y el rotor empleado es un GS- 3.

6. Se separan cuatro alicuotas de 5 mL cada una y se analizan las siguientes condiciones.

Nomenclatura Ajuste de pH Tiempo de reaccion T=
Muestra 1 - 8h 25°C
Muestra 2 - 72h 25°C
Muestra 3 8.5 8h 25°C
Muestra 4 8.5 72h 25°C

Posteriormente se adiciona 0.1% de TFA a cada una de las muestras y se congelan a —20°C para posterior
andlisis.

7. Se ajusta el pH del resto del medio de cultivo a 8.5 con NaOH y se adiciona 500 mL del mismo Cys (4 mM)/
Cys-Cys (2 mM) (Sobrenadante C) y los 500 mL restantes GSH (4 mM)/ GSSG (2 mM) (Sobrenadante G).

8. Se separa una alicuota de 5 mL de los sobrenadantes C y G después de 8 y 72 horas de evolucion y se
acidifican adicionando 0.1% TFA (Muestras 5y 6, 7 y 8 respectivamente). Se congelan a —20°C para posterior
andlisis.

9. Alresto de los sobrenadantes C y G, tras 72 horas de evolucion, se adiciona 0.1% de TFA (Sobrenadantes
CyG).

10. Se centrifugan las muestras durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga de eppendorfs. Se
recupera el sobrenadante y se elimina el precipitado celular.

11. Se analizan cada una de las muestras (Muestras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8) por cromatografia de alta presién
(HPLC) de fase reversa.

La columna analitica utilizada de fase reversa es una Nova- pak C18 y el protocolo seguido para el analisis
cromatografico es el mismo que describe en el apartado Ill. E. 1.1 .1. 1.

12. Una vez analizadas todas las muestras obtenidas de cada sobrenadante se procede a la purificacion y
cuantificacién de PCI producido en los sobrenadantes Cy G:

a) El primer paso de purificacion del PCI a partir del sobrenadante se realiza por cromatografia convencional a
presion atmosférica utilizando columnas de fase reversa.

Para ello se han utilizado las minicolumnas preempaquetadas Sep- pak C18 de 35 cc (Waters) de fase reversa.

El protocolo seguido para la purificacion de los cultivos en estas minicolumnas es el mismo que se describe en el
apartado lll. B. 4. 4. 1.

b) A continuaciéon se purifican por cromatografia liquida de alta resolucion (FPLC) utilizando columnas de
intercambio anionico.
La columna utilizada ha sido una TSK- DEAE 5PW Ultrapac de LKB con un diametro de particula de 10 nm,

diametro de poro de 0.1 nmy de medidas de 21.5" 150 mm.
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lll. Material y Métodos.

El protocolo seguido para la purificacion de los cultivos por cromatografia de intercambio aniénico es el mismo

gue se describe en el apartado lIl. B. 4. 4. 2.

c) Finalmente se determina la concentracion de PCI purificado por métodos espectroscopicos como se describe

en el apartado lll. B. 4. 5.

. E. 1. 1. 3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y DEL TIEMPO DE REACCION
OPTIMOS DEL AGENTE REDOX.

Las condiciones de crecimiento de los cultivos de la cepa bacteriana E. Coli MC1061 con el plasmido

recombinante pIMAM3 se resumen a continuacion:

1. Se prepara un in6culo adicionando 2- 3 nL de un cultivo stock glicerinado a 2- 3 mL de medio LB que
contiene Amp (50 ng/ mL) en un tubo estéril de 10 mL.

2. Se deja crecer “o/ d” a 37°C y 300- 350 rpm hasta una densidad 6ptica (DO) aproximada de 1.

3. Se prepara el cultivo adicionando 0.5 mL del inéculo a 50 mL de medio M9 CAS que contiene Amp (50
ng/mL) y IPTG (2 mM) en un erlenmeyer estéril de 250 mL.

4. Se deja crecer el cultivo “o/ n” a 37°C y 300- 350 rpm.

5. Después de 18 horas de crecimiento celular aproximadamente (“o/ n”) se sacan los cultivos del incubador y
se mira la DO de éstos a una absorbancia de 550 nm.

6. Se centrifugan las células a 4000 rpm durante 25 minutos a 4°C. Se recupera el sobrenadante y se elimina

el precipitado celular.

7. Se separan 4 alicuotas de 5 mL cada unay de adicionan las siguientes concentraciones de Cys:

Rotulacion de la alicuota

Concentraciéon de Cys

Muestra C- 2 2 mM
Muestra C- 4 4 mM
Muestra C- 8 8 mM
Muestra C- 16 16 mM

8. Se separan 4 alicuotas mas de 5 mL cada una y de adicionan las siguientes concentraciones del par redox

Cys/ Cys-Cys:

Rotulacion de la alicuota

Concentracion de Cys/ Cys-Cys

Muestra C/ C- 2/ 2

2 mM/ 2 mM

Muestra C/ C- 2/ 4 2 mM/ 4 mM
Muestra C/ C- 2/ 8 2 mM/ 8 mM
Muestra C/ C- 2/ 16 2 mM/ 16 mM

9. Se paran cada una de las reacciones separando alicuotas de 1 mL a las 2, 4, 8, y 16 horas y adicionando
0.1 % de TFA respectivamente.

Se centrifugan las muestras durante 10 min a temperatura ambiente en una centrifuga de eppendorfs. Se
recupera el sobrenadante y se elimina el precipitado celular.

10. Se analizan cada una de las muestras por cromatografia (HPLC) de fase reversa (lll. E. 1. 1. 1. 1.).
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