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RESUMEN

La deficiencia o alteracion de una proteina homopolimérica o heteropolimérica en
el organismo puede causar una de cientos de enfermedades monogénicas
conocidas. Las N-acetilhexosaminidasas, lisosomales, son un grupo de enzimas
poliméricas formadas por subunidades codificadas por genes diferentes HEXA y
HEXB formando tres isoenzimas diferentes: un heteropolimero HexA (aB), y dos
homopolimeros HexB y HexS (BB y aa respectivamente). Tay Sachs y Sandhoff, o
gangliosidosis GM2, son producidas por la alteracion en la actividad de Hex-A o
Hex-B respectivamente. Hasta el momento estos trastornos lisosomales no tienen
una terapia aprobada, sin embargo, la terapia de reemplazo enzimatico (TRE) se
ha venido estudiando como una posible alternativa viable para este tipo de
enfermedades. A la fecha las enzimas aprobadas para TRE han sido enzimas
coexpresadas a partir de un solo gen, y han sido obtenidas generalmente en
células de mamifero. Sistemas de expresidbn como los microorganismos han sido
evaluados debido a su facilidad de cultivo, su mayor rendimiento de produccion y
su costo relativamente menor al que genera la produccidn de enzimas
recombinantes en células de mamifero con fines terapéuticos. Las levaduras
tienen la capacidad de realizar modificaciones postraduccionales semejantes a las
humanas, una ventaja que se debe tener en cuenta para cumplir con los
requerimientos minimos necesarios de pureza y funcionalidad bioldgica de una
enzima nativa. En este estudio las enzimas Hex-A, Hex-B y Hex-S fueron
producidas en la levadura metilotrofica Pichia pastoris, empleando genes
optimizados para su expresion. El péptido sefal nativo fue retirado, y se mantuvo
la sefal de secrecidn (a-Factor) de Saccharomyces cerevisiae. Los genes se sub-
clonaron en el plasmido pPIC9K independientemente. La producciéon de las
enzimas recombinantes se evaludé en muestras extracelulares. En cultivos a 1,65 L
las actividades especificas mas altas fueron 12.624 U mg'1 para rhHex-A; 10.343
U mg'1 para rhHex-B y 14.606 U mg'1 para rhHex-S. Estas enzimas recombinantes
mostraron estabilidad al ser incubadas a 4 y 37°C durante 48 horas, a pH entre 4,0
y 5,0 y a incubacion en suero humano. Todas las proteinas recombinantes fueron
internalizadas por lineas celulares HEK293 y fibroblastos normales en cultivo,
posiblemente mediada por diferentes vias endociticas y por receptores de manosa
y manosa-6-fosfato. Fue posible visualizar el trafico intracelular mediante
microscopia confocal. Estos resultados mostraron el potencial tanto de P. pastoris
GS115 para la produccién de proteinas diméricas recombinantes como de las
hexosaminidasas lisosomales recombinantes obtenidas en este trabajo como
posibles herramientas terapéuticas para ser usadas en TRE.



ABSTRACT

Deficiency or alteration of homopolymeric or heteropolymeric proteins in the body
can cause one of hundreds of monogenic diseases known. The lysosomal,N-
acetylhexosaminidases,are a group of proteins encoded by two different genes
HEXA and HEXB forming three different polymeric isoenzymes, one heteropolymer
HexA (ap), and two homopolymers Hex-B and Hex-S (aa and BB respectively). Tay
Sachs and Sandhoff, or GM2 gangliosidoses, are caused by alteration in the
activity of Hex-A or B respectively. At this moment these lysosomal disorders have
not approved therapy, however, enzyme replacement therapy (ERT) could be an
available alternative that has been studied for these diseases. To date enzymes
approved for TRE have been co-expressed from a single gene, and have generally
been obtained in mammalian cells. Other expression systems such as
microorganisms have been evaluated because are easy to manipulate and growth,
have higher production yields, and are relatively cheaper than mammalian cells
production of therapeutic proteins. Yeasts have the ability to perform
postranslational human-like modifications, which are an advantageous to meet the
minimum requirements of purity and biological function of the native enzyme. In
this study, Hex-A, Hex -B and Hex-S enzymes were produced in the
methylotrophic yeast Pichia pastoris using optimized expression genes. The native
signal peptide was removed, and had secretion signal (a-factor) of Saccharomyces
cerevisiae. The genes were sub-cloned into plasmid pPICO9K independently. The
production of recombinant enzymes was evaluated in extracellular samples. The
highest specific activities obtained from cultures at 1.65 L were 12,624 U mg'1
rhHex-A; 10,343 U mg™” rhHex-B and 14,606 U mg™' rhHex-S. These recombinant
enzymes showed stability at 4 and 37°C during 48 h of incubation, at pH between
40 and 5,0 and incubation in human serum. All recombinant proteins were
internalized by cultured cells, HEK293 and normal fibroblasts, possibly mediated
by endocytic pathways and different mannose and mannose 6-phosphate
receptors. It was possible to visualize intracellular trafficking by confocal
microscopy. These results show the potential of P. pastoris GS115 for producing
recombinant dimeric proteins and the potential of recombinanr hexosaminidases as
therapeutic tools for use in ERT.



1. INTRODUCCION

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son enfermedades monogénicas
causadas por un defecto 0 mutacién en un gen que codifica para una proteina
especifica. Estas mutaciones generan pérdida de actividad bioldégica de las
enzimas haciendo que se acumulen a nivel celular metabolitos que causan
cambios fisicos en los pacientes. Tay Sachs y Sandhoff son dos desoérdenes de
depdsito lisosomal, en los cuales la mutacidén de uno de los genes (HEXA o HEXB)
que codifica para las subunidades a o 3 de las hexosaminidasas lisosomales Hex-
A y Hex-B, causa la acumulacion de gangliosidos en los lisosomas de las células
principalmente del sistema nervioso central. Los sintomas relacionados con estas
enfermedades incluyen distonia progresiva, degeneracion espinocerebral, afeccion
neuromotora o psicosis. El resultado del mal funcionamiento neuronal vy
degeneracion conduce a convulsiones, ceguera, pérdida de todas las habilidades
intelectuales y cognitivas entre otras. Para el tratamiento de este tipo de
enfermedades se ha considerado el uso de la Terapia de Reemplazo Enzimatico
(TRE) como alternativa terapéutica. La TRE ya ha sido aprobada y empleada en
desérdenes como Gaucher, Hunter, Hurler, Fabry, entre otros. Sin embargo, las
proteinas utilizadas para la mayoria de estas enfermedades han sido producidas
en células de mamifero como sistema de expresion, debido a que las
caracteristicas de la proteina producida son similares a las humanas, siendo una
herramienta importante para su uso como proteinas terapéuticas. Sin embargo, en
la ultima década se han venido estudiando y evaluando otros sistemas de
expresion como microorganismos, células vegetales y animales, que permitan
obtener dichas proteinas heterdlogas con niveles de produccion mas altos, y de
ser posible con menores costos de bioproceso. En este trabajo se produjeron de
forma recombinante tres enzimas lisosomales humanas rhHex-A, rhHex-B, y
rhHex-S, usando la levadura metilotréfica Pichia pastoris GS115 como sistema de
expresion. Los genes HEXA y HEXB fueron optimizados para su expresion en la
levadura; su gen nativo fue removido y reemplazado por la sefal de secrecion (a-
Factor) de Saccharmyces cerevisiae, para obtenerla en el medio extracelular. Los
genes fueron subclonados independientemente y/o simultdneamente en el
plasmido pPIC9K y coexpresados bajo el promotor AOX1 inducible con metanol.
La expresion de estos genes permitid la obtencion de las tres enzimas lisosomales
con actividad enzimatica entre 20 a 30 veces superior respecto a los valores de
individuos normales medidos en leucocitos. La obtencion de estas isoenzimas
permitié realizar la caracterizacion bioquimica y la evaluacion de la estabilidad de
las enzimas a diferentes condiciones de pH, temperatura y suero humano.
Adicionalmente, estas enzimas se usaron para ser evaluadas en procesos de



captura celular usando lineas celulares como HEK293 y fibroblastos humanos. Los
resultados mostraron la capacidad de estas enzimas recombinantes de entrar a
las células de mamifero, aun cuando es bien sabido que existen diferencias en los
patrones de glicosilacion con respecto a las humanas. Este proyecto es la primera
evidencia de caracterizacion y evaluacion a nivel celular de hexosaminidasas
recombinantes producidas en levadura, mostrando el potencial de P. pastoris
GS115 para la produccién de enzimas recombinantes con posibles usos
terapéuticos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. GANGLIOSIDOSIS GM2

Las gangliosidosis GM2 pertenecen al grupo de enfermedades lisosomales de
deposito de lipidos 6 esfingolipidosis. La incidencia general de las esfingolipidosis
se encuentra entre 1 en 7000 a 8000 nacidos vivos, lo cual las cataloga como
enfermedades raras [1]. Las gangliosidosis GM2 son desérdenes autosémicos
recesivos, causados por defectos en la actividad catabdlica de la enzima
encargada de la degradacion del gangliésido GM2 (Figura 1) o glicolipidos
asociados, produciendo su acumulacion en el lisosoma principalmente de las
células del sistema nervioso [2].

Figura 1. Estructura del gangliésido GM2. Glicoesfingolipidos que constan de una cadena
hidrofébica de ceramida, y una cadena hidrofilica de oligosacaridos (Glc: glucosa, Gal: galactosa,
GalNAc: N-acetylgalactosamina), unida a una serie de residuos de acido N-acetilneuraminico
(acido sialico NANA).

Tres enzimas lisosomales conocidas como p-N-acetilhexosaminidasas (E.C.
3.2.1.52) estan relacionadas con el proceso de degradacion del gangliosido GM2,
las cuales requieren de la presencia de un cofactor conocido como Activador de
GM2 [3]. Las hexosaminidasas son enzimas poliméricas formadas por
subunidades a y/o p, las cuales son codificadas por los genes HEXA 6 HEXB,
respectivamente. La isoforma heterodimérica p-hexosaminidasa A (Hex-A) esta
formada por las subunidades ay p, y se encarga de degradar el gangliésido GM2
con ayuda del activador GM2. Hex-A remueve el residuo p-N-acetil-D-glucosamina
(GIcNAc) y p-N-acetilgalactosamina (GalNAc) del extremo terminal de
glicopéptidos, glicosaminoglicanos vy glicolipidos [4]. La isoforma Hex-B,
homodimero formado por dos subunidades p, actia sobre sustratos no cargados
como el glicolipido GA2 y oligosacéaridos con residuos de N-acetilhexosamina [3].

—_—
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La hexosaminidasa S (Hex-S), homodimero de dos subunidades a, tiene actividad
catalitica secundaria en la degradacion de GM2, pero también contribuye en la
degradacion de glicosaminoglicanos y glicolipidos sulfatados [5, 6]. El activador de
gangliésido GM2, codificado por el gen GM2A, es un cofactor no enzimatico de 17
a 22 kDa, el cual actda formando un complejo con el gangliésido GM2 y la enzima
Hex-A, dando lugar a la hidrdlisis del gangliésido GM2. Este activador funciona
como una proteina de union al sustrato solubilizando los mondémeros del
gangliésido en la membrana (in vivo) o en micelas (in vitro) y exponiéndolos para
la correspondiente accion de la hexosaminidasa (Figura 2) [7].

NeuAc

GaHX1-3HJaWAc-G¢-Clc-Cer Gatiil-3 HlaNAc-Gal-Gle-Cer
GUI GAl

GMi-Gangtosdosts H  » pIrtrtEw GMi-Ganghoedoe* GMI-Q-plactosidu*
Actjv»dor-<3M2,$ap-B

NeuAc
I
GalNAC-0(1-Al-Gal-Glc-Cer G»NAct«l-4 HG*Wifc-Cef GaINAC-W - 3)-Gal-Gal-Glc-Cet
G GAS Globdsido
Hex-A Hex-A; Hex-B .
Tay-Sach». SarxAw# Activador-GM2 Sarxtwd Activador-GM2 Hex-A; Hex-B
\
a2 3)NeuAc G- ML- 4-Gfic-Cer Fabry Gaki(1-4)-GaK>Ic-Cef
GW sulidau Ladtcsioerarica O-GIIKEMIdIS» Clobatriecsikeranica
SapB SapB

Figura 2. Cadena de degradacion de algunos esfingolipidos en el lisosoma de la célula. En el
recuadro se sefialan los puntos en los cuales actlan las p-hexosaminidasas. Adaptado de Schulze,
2011 [3].

Mutaciones en alguno de estos genes HEXA, HEXB o GM2A, producen las
enfermedades de Tay Sachs (variante B), Sandhoff (variante 0), o deficiencia del
activador (variante AB) respectivamente (Tabla 1), las cuales pertenecen a un
grupo de desérdenes conocidos como Gangliosidosis GM2. La patologia de los
tres desordenes es bastante similar, son enfermedades progresivas que
rdpidamente pueden culminar en la muerte del paciente, usualmente antes de los
cuatro afios de edad. La neurodegeneracion progresiva y el retraso en el
desarrollo son causados por la acumulacion del gangliésido GM2 en los lisosomas
de las neuronas agrandandolas y formando corpusculos conocidos como cuerpos
membranosos citoplasmaticos (CMC) [8]. Estos CMCs también contienen
colesterol y fosfolipidos, y su acumulacion conlleva a la muerte celular.

—_—
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Tabla 1. Caracteristicas genéticas de Gangliosidosis GM2 y las p-hexosaminidasas.

Gen HEXA HEXB GM2A
Localizacion 15q923-q24 5913 5031.3-q33.1
Subunidad alfa de Hex-A Subunidad beta de .
Producto y Hex-S Hex-A y Hex-B Activator GM2
Sensibilidad al Labil al calor. Acida Estable al calor. Basica Establg . al
calor, pH calor. Acida
Tay Sachs (TS) 6 Fenotipo mas, severo los
. dos alelos estan ausentes
Variante B
0 mutados
TS - pseudovariante Niveles deficientes de Normal Normal
AB Hex-A
TS clasica infantil Niveles aumentados de
aguda Hex-B
Mutante
TS 6 variante Bl Normal Normal
Niveles de Hex-A casi
normales
Pseudodeficiencia,
o mutante
TS Adulto crénico Normal Normal
Mutacion en por lo menos
un alelo
Ambos alelos ausentes
o0 mutados
Sandh.off (SD) 6 Normal Heg-A y Hex-B Normal
variante 0 deficientes
Actividad residual de
Hex-S
. | Normal Normal
Variante AB 0O
.. . Ausente o]
deficiencia del mutada
activador Cantidades Cantidades
incrementadas de las incrementadas de las
enzimas enzimas
Mutacpnes 163 82 6
conocidas

Existen diferentes formas de presentacién de estas enfermedades en cuanto a la
edad de aparicién y severidad de los sintomas, desde la aguda hasta la crénica.
La forma crénica de las enfermedades es la mas heterogénea clinicamente,
incluye fenotipos severos, donde predominan las alteraciones sobre el sistema
nervioso central, incluyendo distonia progresiva, degeneracion espinocerebral,
afeccion neuromotora o psicosis. Estos pacientes también presentan
convulsiones, ceguera, pérdida de todas las habilidades intelectuales y cognitivas
y la muerte temprana [8].

—_—
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Hasta la fecha se han reportado 163 mutaciones en el gen HEXA, 82 para HEXB y
seis para el activador GM2 (http://www.hgmd.cf.ac.uk). En general, las mutaciones
que causan pérdida completa de la actividad de las enzimas dan lugar a una
enfermedad devastadora, mientras aquellas que permiten que se presente
actividad residual dan lugar a una enfermedad de presentaciéon tardia y un curso
mas leve, en ocasiones es posible que se dé un estado asintomatico. La severidad
de la enfermedad puede estar correlacionada con el nivel de la actividad residual,
siempre que ésta Ultima se mida bajo condiciones que se aproximen a la hidrélisis
in vivo del gangliésido GM2 [2, 9].

2.1.1. Enfermedad de Tay Sachs

La enfermedad de Tay Sachs (TS, OMIM 272800) o variante B, fue descrita por el
oftalmoélogo BritAnico Warren Tay en 1881; y el neurélogo americano Bernard
Sachs en 1886. Tay, observé la cldsica mancha rojo cereza en la retina de un nifio
de 1 afio de edad con retardo fisico y mental, mientras Sachs observé el
citoplasma distendido de neuronas en sus pacientes, que describi6 como una
enfermedad letal que involucraba retardo y ceguera, la cual denominé "ldiotez
amaurdtica familiar”. Sin embargo, no fue hasta 1930 que el bioquimico Aleman
Ernst Klenk identificé el material acumulado en el cerebro de estos pacientes
describiéndolo como un grupo de glucoesfingolipidos acidos [2, 9].

Debido al dafio o mutaciones encontradas en el gen HEXA, los pacientes con la
enfermedad de TS presentan valores minimos o ausentes de actividad enzimética
de Hex-A y valores normales o aumentados en la actividad enzimética de Hex-B

[2]

La nomenclatura para esta enfermedad, basada en los diferentes fenotipos
clinicos y la dominancia de la encefalopatia, fue sugerido por Gravel et. al. (2001).

> Aguda (infantil): los pacientes con esta variante presentan un desarrollo
normal entre los tres a seis meses de edad. Las primeras manifestaciones
observadas son debilidad muscular, hipotonia, pobre sostén cefalico disminucion
en la atencion, y reaccion de sobresalto exagerado al sonido, con estiramiento
subito de las extremidades. Entre los 10 - 12 meses se ve la pérdida total del
movimiento y una disminucion considerable de la vision, palidez macular y
aparicion de la mancha rojo cereza en el fondo de ojo. A los 18 meses se
presentan convulsiones, mayor deterioro neuronal, pérdida de la capacidad de
deglucion y masticacion, terminando en un completo estado vegetativo. Los nifios
no superan generalmente los cuatro afios de edad.
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> Subaguda (infantil tardia y juvenil): la presentacién de esta variante
comienza hacia los dos a seis afios de edad con ataxia motora, y anormalidades
en el gateo y la postura. Psicosis tipo esquizofrenia, con episodios de depresion,
son comunes en algunos casos. Su presentacion es heterogénea entre los
individuos. Los pacientes mueren entre los 10 a 15 afios de edad.

> Croénica (adulta y crdnica): el inicio de los sintomas se puede dar a
cualquier edad desde la infancia hasta la adultez. Esta variante es de evolucion
neurologica lenta y los pacientes tienen una mayor expectativa de vida con poco o
ningun efecto sobre el intelecto.

2.1.2. Enfermedad de Sandhoff.

La enfermedad de Sandhoff (SD, OMIM 268800) o variante O, fue descrita por
Sandhoff et. al.. (1968). SD es causada por mutaciones en el gen HEXB, lo cual
hace que la deficiencia enzimatica se vea reflejada tanto en Hex-A como en Hex-
B. Se caracteriza por la acumulacion de glicolipidos cargados negativamente
(gangliésido GM2), y glicolipidos no cargados (glicolipido GA2) en cerebro asi
como globdsidos en 6rganos viscerales [3]. Al igual que TS, ésta es una
enfermedad neurodegenerativa, presenta debilidad desde los 6 meses de vida,
reacciones de sobresalto, ceguera temprana, deterioro motor y mental progresivo,
cara de mufieco, mancha rojo cereza, macrocefalia y compromiso cardiaco. La
muerte de estos pacientes ocurre hacia los 3 afios de vida [8].

> Infantil o clasica: es la forma de presentacién més severa. Los sintomas
se manifiestan en pacientes entre los 2 y 9 meses de edad, cuando el
desarrollo normal comienza a deteriorarse y los musculos se debilitan,
perdiendo la habilidad de girar, gatear o sentarse. Progresivamente
presentan convulsiones, pérdida de audicion y vision, presencia de mancha
rojo cereza en el fondo de ojo, demencia y pardlisis. La organomegalia y
alteraciones éseas aunque no son sintomas frecuentes, pueden llegar a
presentarse en algunos pacientes con SD [1] Se ha descrito la presencia de
actividad enzimatica de Hex-S (dimeros de subunidades a) en tejidos de
pacientes con esta forma de la enfermedad [2].

> Juvenil: es menos severa que la forma infantil. Los sintomas se
manifiestan entre los 3 y 10 afios de edad y pueden llegar a vivir hasta los
15 afios. Pacientes con esta variante presentan autismo, ataxia, regresion
de habilidades motoras, pérdida de coordinacion, espasticidad, problemas
de habla y deso6rdenes de aprendizaje. La visibn puede ser normal. La



expectativa de vida podria llegar a ser mayor si los pacientes cuentan con
un cuidado constante [1].

> Adulta: los sintomas de esta variante se observan en pacientes de edad
avanzada. La sintomatologia clinica es similar a la variante cronica de TS,
presentando principalmente afeccién en la funcién motora de los pacientes

[1].

2.1.3. Deficiencia del activador GM2 o variante AB

La variante AB (AB, OMIM 272750) esta relacionada con la presencia de
mutaciones en el gen GM2A, el cual codifica para la proteina activadora de GM2.
En esta variante los pacientes presentan niveles normales o aumentados de
actividad enzimatica de Hex-A y Hex-B. Sin embargo, al no expresar
correctamente el activador no es posible formar el complejo GM2A/gangliésido
GM2, el cual es necesario para que la enzima Hex-A actie en la degradaciéon del
gangliésido, lo cual hace que éste se acumule en la célula. La clinica de esta
enfermedad es similar a la descrita para TS y SD [8].

Figura 3. Manifestaciones y principales sintomas de gangliosiosis GM2. A. Manifestaciones
clinicas de pacientes con gangliosidosis GM2 (http://denisewilbon.blogspot.com.co) B. Microscopia
electrénica de cuerpos membranosos citoplasmaticos de una célula neuronal de un paciente GM2
[9]. C. Cuerpos citoplasmaticos membranosos (MCB) neuronales (1 “m) [2]. D. Fondo de ojo de un
paciente Tay-Sachs, mancha “Rojo cereza” [2].

21


http://denisewilbon.blogspot.com.co/

2.1.4. Terapias

Una de las ventajas en el desarrollo de terapias para pacientes con enfermedades
de depdsito lisosomal es que se trata de enfermedades monogénicas, las cuales
son producidas por mutaciones en un gen especifico. La mayoria de enzimas
lisosomales pueden ser usadas terapéuticamente ya que las células las secretan
naturalmente a bajos niveles y pueden ser recapturadas de forma
autocrina/paracrina a través de un proceso de internalizacién celular mediado por
receptores de membrana [10]. Las terapias que se encuentran en fases preclinicas
y clinicas para el tratamiento de glicoesfingolipidosis se resumen en la Tabla 2.
Especificamente para las gangliosidosis GM2 se han reportado estudios en
diferentes terapéuticas como el trasplante de células neuronales y médula 6sea; el
desarrollo de chaperonas farmacoldgicas disefiadas para rescatar enzimas del
reticulo endoplasmico antes de ser dirigidas a degradacion, mejorando su
actividad y entregandolas al lisosoma para que cumplan su funcién biol6gica [11].
La terapia de inhibicién de sustrato permite reducir la biosintesis de precusores del
gangliésido GM2, la cual ha sido probada en individuos con gangliosidosis GM2 de
presentacion tardia, sin mostrar mejoras en su condicion [12]. Ensayos preclinicos
usando pirimetamina han demostrado mejorar la actividad leucocitaria de Hex-A
en pacientes con presentacion tardia de gangliosidosis GM2 [13].

En el caso de la terapia de reemplazo enzimatico (TRE) una de las limitantes ha
sido el dificil acceso de las proteinas exdgenas a través de la barrera
hematoencefélica (BHE) para alcanzar el sistema nervioso central. Sin embargo,
diferentes investigaciones estan encaminadas a producir nuevas proteinas
recombinantes empleando diferentes sistemas de expresiéon, modificando la
molécula, o buscando alternativas de paso a través de la BHE [14-17]. De igual
forma la terapia génica, dirigida a la correccidn neuronal, también estd siendo
estudiada [18].

Para estudios de patogénesis y evaluacién preclinica de las diferentes terapias, se
han generado modelos animales tales como el modelo murino de Tay Sachs
clasica (deficiencia infantil), un modelo de oveja el cual muestra la acumulacion
progresiva del gangliésido GM2 presentando la patologia y el curso clinico
neurolégico caracteristico de la enfermedad de Tay Sachs [19]. Cabe anotar que
la combinacion de terapias para su aplicacién conjunta es otra de las alternativas
evaluadas para contrarrestar enfermedades de este tipo [10]. De esta forma, la
administracion de TRE junto al transplante de células madre hematopoyéticas
(HSCTs), terapias con drogas no esteroides anti-inflamatorias (NSAIDS)
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especificas para el sistema 6seo, terapia de reduccion de sustrato, terapia de
células madre neuronales, y chaperonas farmacolégicas han mostrado mejores
resultados sobre los pacientes que usarlas de forma independiente [20, 21].

2.1.4.1. Terapia de Reemplazo Enzimético (TRE)

La TRE para enfermedades de depdsito lisosomal (EDL) fue sugerida por Chistian
de Duve en 1964, como una buena alternativa para la reduccién de los metabolitos
toxicos acumulados en la célula a través de la administracion intravenosa de la
enzima exdgena deficiente o disminuida en el organismo de individuos afectados
[20]. Una de las grandes desventajas de este tipo de terapias es el hecho de no
ser efectiva en aquellas enfermedades lisosomales que presentan dafio neuronal
ya que no es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), por lo que
algunos esfuerzos se concentraron en estudiar la TRE mé&s ampliamente en
enfermedades sin implicacién neuronal. Sin embargo, comenzando los afios 70s,
se realizaron estudios clinicos piloto para algunos de estos desérdenes incluyendo
Sandhoff (P-hexosaminidasa), Pompe (a glucosidasa placentaria), Fabry
(galactosidasa A de placenta o bazo), y Gaucher tipo 1 (P-glucosidasa
placentaria), mostrando que el tiempo de vida media de las enzimas en circulacién
era de 10 a 20 minutos, y mediante la medicién de la actividad residual en tejido
demostraron el catabolismo de la enzima exdégena administrada. En cada caso la
enzima habia mostrado previamente in vitro su capacidad de hidrolizar el sustrato
natural correspondiente [20, 22].

En algunos casos se encontr6 que la administracion de estas enzimas en el
organismo generaba anticuerpos tipo IgG (neutralizantes) como respuesta a un
estimulo externo del sistema inmune. Sin embargo, esto se manej6é disminuyendo
la velocidad de infusibn de la proteina junto con la incorporacién de anti-
histaminas o corticoesteroides. Asi mismo, la presencia de IgE o de efectos
anafilacticos se ha presentado en menos del 1% de los pacientes tratados.
Aquellos que presenten estos efectos son sometidos a procesos especiales como
la desensibilizacién y protocolos de incremento de infusion de dosis, para retomar
la terapia. Pacientes con la enfermedad de Gaucher que han recibido la terapia
por cerca de 20 afos, no han reportado eventos adversos severos [20, 23].



Tabla 2. Opciones de terapia para diferentes glicoesfingolipidosis. Adaptado de Jeyakumar
et.al. 2005 [10] y Schultz et.al. 2011 [24].

Terapia

Terapia de Reemplazo Enzimatico

(TRE)

Transplante de médula 6sea
(TMO)

Moléculas pequefias

Células madre neuronales

Terapia Génica (TG)

Chaperonas moleculares

Reduccién de sustrato (RS)

Terapia anti inflamatoria

Terapia anti-oxidante
Homeostasis de Calcio
TMO + RS
RS + Anti-inflamatoria

Anti-inflamatoria + Antioxidante

Neuroesteroides

Ensayos preclinicos*

Varios desérdenes

SD [25]
Gangliosidosis GM1

Gauchertipo Il y Il

GM1 [26]
TS [27]
Fabry [28]
TS
SD [29]

TS [30, 31]
Krabbe
MPS VII [32]

Leucodistrofia Metacroméatica

Fabry
TS
SD
Gangliosidosis GM1 [33]
Gaucher tipo I

TS [34]

SD [35, 36]
Niemann - Pick tipo C1 [37]
Gangliosidosis GM1 [38]
Fabry
Prueba del principio en SD
Farmaco no esteroide en SD
SD
Teorica
SD
SD
SD
Niemann - Pick tipo C

Ensayos clinicos

Gauchertipo Il y Il
(Aprobada)

Fabry (Aprobada)
MPS | (Aprobada)
Gaucher tipo | (fase 2)
MPS Il (fase 1y 2)

Resultado mixto en
varios desérdenes

Gauchertipo Iy Il
(Aprobada)

TS (Fase 3)
Fabry (Fase 2)

Gaucher tipo Il 'y 1l
(Fase 2y 3)
Gaucher tipo | (fase 3)
TS (Fase 2y 3)
MPS VIl (Fase 2)

MPS | (Fase 2)

Fabry

TS (presentacion
tardia)

SD
Gaucher tipo Il

Niemann -Pick tipo C

MPS: mucopolisacaridosis. SD: Sandhoff. TS: Tay Sachs. TRE: terapia de reemplazo enzimético.
TMO: transplante de médula 6sea. TG: terapia génica. RS: reduccién de sustrato. *Ensayos

realizados en modelos animales o células en cultivo.
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La TRE ha presentado varios obstaculos dentro de los cuales se encuentra la
inhabilidad para producir suficientes cantidades de enzima lisosomal exégena que
incluya todas las caracteristicas necesarias para una buena accion celular como
sus glicosilaciones, no lograr que la enzima exdgena administrada llegue a tejidos
y sitios celulares especificos de la patologia como el sistema nervioso central, la
carencia de modelos animales eficientes que semejen en un gran porcentaje los
sintomas de las enfermedades y de esta manera permitan una evaluacién
completa de la farmacocinética y farmacodindmica de la enzima administrada [22].

Sin embargo, se estan realizando investigaciones para la modificacion y mejora de
las enzimas producidas con fines terapéuticos como: 1) el uso de enzimas
guiméricas fusionadas con moléculas que permitan la entrega de la enzima a
receptores adecuados; 2) el uso de 11 aminoéacidos del dominio TAT del virus de
inmunodeficiencia humana (HIV) para mediar la endocitosis a la célula receptora
mediante su interaccién con el heparan sulfato de la superficie celular y entregarla
a lisosoma; 3) crear una enzima quimérica fusionada con la porcion Fc de un
anticuerpo IgG humano para que sea transportada desde la circulaciéon materna a
través de la placenta a sitios de acumulacion de sustrato en el tejido del feto; 4)
tratamiento de la enzima con periodato para eliminar su interaccion con receptores
de carbohidratos, creando una enzima con mayor vida media en plasma,
resultando en un transporte a través de la BHE y una accién catalitica en neuronas
[39]. Asi mismo se estadn realizando procesos de evaluacién y modificacién de
diferentes hospederos para la obtencién de enzimas heter6logas recombinantes
que sean Utiles en la aplicacion de una TRE [40].

A la fecha la TRE ha sido aprobada para enfermedades como Gaucher, Fabry,
Hurler, Hunter, Morquio A, Maroteaux-Lamy y Pompe las cuales han mostrado
resultados importantes en las manifestaciones clinicas de los pacientes y por ende
en su calidad de vida [23, 41]. Actualmente, se encuentran en estudios clinicos la
enzima para leucodistrofia metacromatica y Sly.

2.2. p-D-N-acetilhexosaminidasas

Las p-hexosaminidasas (P-N-acetilhexosaminidasas, E.C. 3.2.1.52) son enzimas
capaces de catalizar el rompimiento de los residuos p-D-N-acetilglucosamina
(GIcNAc) y p-D-N-acetilgalactosamina (GalNAc) del extremo no reductor de las
cadenas de oligosacaridos de glicoproteinas, glicolipidos y glicoproteinas [42].
Pertenecen a la familia de las glicosilhidrolasas y se encuentran en organismos
tanto procariotas como eucariotas. Han sido clasificadas por el sistema CAZy
(Carbohydrate Active Enzymes, http://www.cazy.org/) en tres grupos
funcionalmente relacionados: GH3, GH20 y GH84. Aunque las enzimas
pertenecientes a estos grupos no tienen secuencias homoélogas, comparten
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algunas caracteristicas basicas en su estructura y mecanismo catalitico [43]. Las
enzimas de los grupos GH20 y GH84 utilizan la via clasica, en la cual el oxigeno
del carbono 2 del grupo acetamida del sustrato actiGa como grupo nucledfilo
catalitico formando un intermediario oxazolinio. Por su parte, las enzimas del
grupo GH3 involucran completamente al sustrato y utilizan un carboxilato
enzimatico en lugar del nucledfilo (Figura 4). Estudios bioinformaticos sobre las
enzimas de la familia GH20 han revelado que estas presentan el motivo His/Asn-
Xaa-Gly-Ala/Cys/Gly/Met-Asp-Glu-Ala/lle/Leu/Val, el cual es altamente
conservado entre ellas. El sitio activo de estas enzimas contiene dos residuos
Asp/Glu, que parecen tener importancia en el mecanismo catalitico [43].

Figura 4. Mecanismo catalitico de las N-acetilhexosaminidasas. A. Mecanismo de la familia
GH3 B. Mecanismo de las familias GH20 y GH84. Tomado de Slamova, et. al. (2010) [43]

En mamiferos se han identificado diferentes enzimas de la familia p-N-
acetilhexosaminidasas las cuales difieren en funcion y estructura: Hex-A, Hex-B y
Hex-S localizadas en lisosoma, y N-acetilglucosaminidasa (O-GlcNAcasa), Hex-C
y Hex-D localizadas en nucleo y citoplasma [43, 44].

Las enzimas O-GIcNAcasas (OGA) pertenecen a la familia GH84 y participan en
reversar la accién del péptido N-acetilglucosaminiltransferasa (OGT) en el
citoplasma celular. La enzima Hex-D no ha sido estudiada totalmente, pero se ha
caracterizado por tener preferencia por sustratos como la N-acetilgalactosamina.
La enzima Hex-C fue reportada inicialmente en cerebro pero ha sido encontrada
en otros tejidos, asi como en fluidos corporales y fibroblastos [44].



2.2.1. Hexosaminidasas Lisosomales
2.2.1.1. Genes

Las p-N-acetilhexosaminidasas lisosomales (Hex-A, Hex-B, Hex-S) pertenecen al
grupo GH20 de las glicosilhidrolasas. Han sido extraidas de tejidos como placenta,
higado, rifion y cerebro. Estdn formadas por las subunidades a y/o p y son
codificadas por los genes HEXA y HEXB (Figura 5) [45-47]. Los genes han sido
mapeados en 15924.1 para HEXA y 5q13.3 para HEXB. El gen HEXA codifica
para una proteina de 529 aminoacidos, tiene 14 exones con una longitud de 35
Kb, mientras que el gen HEXB posee una longitud de 45 Kb, 14 exones y codifica
para una proteina de 556 aminoacidos. Cerca de 1600 pares de bases, ubicadas
en las regiones codificantes, muestran una identidad del 60%, tanto en su
secuencia de nucled6tidos como en la cadena de aminoacidos codificada, lo cual
sugiere que estos genes estdn relacionados entre si y podrian compartir un
ancestro comun [5, 48].

Mutaciones en uno de estos genes causa la acumulacion de esfingolipidos en la
célula y tejidos produciendo un grupo de enfermedades conocidas como
Gangliosidosis GM2. A la fecha se han identificado cerca de 163 mutaciones para
el gen HEXA dentro de las cuales se incluyen 93 con cambio de sentido/sin
sentido, 32 alteraciones de corte y empalme (splicing), 28 deleciones pequeiias, 7
inserciones pequefias, 2 insercién/delecién pequefias y 1 deleciéon grande. Para el
gen HEXB, se han reportado 82 mutaciones: 39 de cambio de sentido/sin sentido,
17 alteraciones de corte y empalme (splicing), 18 deleciones pequefias, 2
insercién pequefia y 6 deleciones grandes (The Human Gene Mutation Database,
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).
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Figura 5. p-Hexosaminidasas. Tres genes diferentes codifican para las subunidades a y p de las
hexosaminidasas y para la proteina activadora de GM2. Mutaciones en alguno de estos genes
causan la acumulacion de metabolitos en la célula generando las Gangliosidosis GM2. GM2
(gangliésido GM2), GAG (glucosaminoglicano), GP (glicoproteinas), GL (glicolipidos). Adaptado de
Gravel et.al. (2001) [2].

2.2.1.2. Sintesis y estructura

La sintesis de estas subunidades comienza con la formacion de prepolipéptidos
(pre-precursor) de gran tamafio que sufren glicosilaciones y procesamientos
proteoliticos hasta generar oligopéptidos maduros de aproximadamente 55 kDa
para la subunidad a y dos polipéptidos, pa y pb, de aproximadamente 26 y 28 kDa,
respectivamente, para la subunidad p [49].

Los prepolipéptidos de las subunidades a y p sufren inicialmente la remocion de
22 y 42 aminoéacidos correspondientes al péptido sefial en el reticulo
endopldsmico, dando lugar a las proteinas precursoras. Posteriormente, bajo la
accién de la enzima oligosacariltransferasa, los residuos de asparagina (Asp)
reciben oligosacéaridos ricos en manosa (tres en la subunidad a y cuatro en la
subunidad p). La adicion de estas cadenas de azucares (N-glicosilacién) es
requerida para la union a receptores de fosfomanosil para la entrega de la enzima
al lisosoma [5] (Figura 6). La pérdida de un sitio de N-glicosilacion en las
subunidades no afecta considerablemente la actividad biolégica de la proteina. Sin
embargo, la pérdida de los tres sitios en la subunidad a puede causar un mal




plegamiento de la proteina haciendo que ésta quede atrapada en el reticulo
endoplasmatico [2].

En estudios cristalograficos de la Hex-A se ha demostrado que las N-
glicosilaciones se dan en los residuos aAsnll5, aAsnl57 y aAsn295 de la
subunidad a y en los residuos pAsn84, pAsnl42, pAsnl90 y pAsn327 de la
subunidad p. Posteriormente durante la maduracién de los carbohidratos en el
Aparato de Golgi, las N-glicosilaciones de los residuos aAsnl15, aAsn295 and
pAsn84 son fosforiladas, lo que permite su reconocimiento por el receptor de
manosa-6-fosfato y su direccionamiento al lisosoma [49, 50]. Otras modificaciones,
como la disposicién de los enlaces disulfuro aun no han sido establecida.

El direccionamiento lisosomal de las p-hexosaminidasas es altamente dependiente
de la sefial de reconocimiento de manosa-6-fosfato. En el lisosoma, las proteinas
precursoras sufren una serie de cortes proteoliticos dentro de su secuencia como
parte del proceso de maduracién. La subunidad a es cortada en dos fragmentos
uno de 56 kDa (am) y otro de 6 kDa (ap) unidos por puentes disulfuro; ésta
fragmentacion ocurre en los aminoacidos aLys23-aGly74 y aThr89-aGIn528.

Por su parte, la subunidad p se divide en tres fragmentos que permanecen unidos
por puentes disulfuro. Los fragmentos pa (315 amino&cidos, 28 kDa), y pb (122
aminoacidos, 19 a 26 kDa) han sido identificados en enzima purificada de
placenta, mientras la tercera fracciéon pp (48 aminoacidos - 11 kDa) solamente ha
sido identificada en cultivos de fibroblastos. Estos cortes ocurren en los
aminoacidos pAla50 a pGly107, pThrl22 a pSer31l, y pLeu316 a pMet556 [51].
Estudios han demostrado que las subunidades presentan una pequefia
heterogeneidad en la carga: pa tiene un punto isoeléctrico que varia entre 4,5 a
50, y pb presenta punto isoeléctrico entre 5,3 y 6,0. La ausencia de estas
modificaciones proteoliticas no afecta la actividad catalitica de la enzima siempre y
cuando se encuentren en forma de precursor [49, 51, 52].

La dimerizacidon es un paso esencial en la actividad bioldgica de estas enzimas, ya
gue los mondémeros por si solos no son biolégicamente activos. Luego del
ensamblaje en el reticulo endoplasmico, se forman las tres isoenzimas asi: dos
homodimeros, Hex-B (pp) y Hex-S (aa); y un heterodimero Hex-A (ap) [43]. Sin
embargo, han sido reportadas otras isoformas poco abundantes como las
isoformas I1e 12, obtenidas a partir de higado y placenta, las cuales se pueden ver
incrementadas en pacientes con leucemia; y la isoforma P, la cual se encuentra
aumentada en circulacion durante el embarazo. Las isoformas | son
particularmente dos formas parcialmente procesadas de Hex-A, contienen las
subunidades a y p pero una de ellas pierde dos residuos Ala y Arg en el extremo
N-terminal, mientras que la otra sufre procesamientos adicionales [47, 51].




Figura 6. Procesamiento de las subunidades a y p. A lo largo de su paso por RE y AG hasta
llegar a lisosoma las proteinas sufren una serie de cortes proteoliticos, adicion y maduracion de
oligosacaridos hasta obtener una proteina madura que es dirigida a lisosoma. Glicosiacién
madura. Glicosilacion fosforilada. am- ap: Fragmentos subunidad a. pa- pb- Pp: Fragmentos
subunidad p. SIS: puentes disulfuro. Adaptado de Neufeld, E.F. 1989 [5] y Mahuran, D.J. 1995 [53].

Se ha reportado que la sintesis de las dos subunidades en cultivo celular se da en
cantidades iguales pero a diferentes velocidades. La dimerizacion de las
subunidades p se da en 1 hora y ocurre en el reticulo endoplasmético; mientras la
dimerizacion de las subunidades a toma entre 6 a 10 veces mas tiempo y su sitio
no ha sido totalmente establecido [5]. Se cree que parte de estas subunidades a
no ensambladas son retenidas en el reticulo endopldsmico y participan de esta
forma en la asociacién de subunidades ap para la formacién del heterodimero
Hex-A [2]. Sin embargo, este proceso es mucho més lento y ha sido atribuido al
Aparato de Golgi, dado que ocurre después de la incorporacién de fosfato para
formar la manosa-6-P. Una vez sintetizados los dimeros son direccionados al
lisosoma.

Aunque la dimerizacion es indispensable para la accién plena de las p-
hexosaminidasas sobre sus diferentes sustratos, cada subunidad posee su sitio
activo individual. El sitio activo de la subunidad p hidroliza sustratos neutros,
mientras que la subunidad a hidroliza ademés sustratos cargados negativamente
[54]. Esto incluye sustratos artificiales, el 4-Metilumbeliferil-N-acetil-p-D-
glucosaminida (MUG, sustrato neutro) y el 4-Metilumbeliferil-6-sulfo-N-acetil-p-D-
glucosaminida (MUGS, sustrato cargado). Mientras que Hex-B solo actua sobre el
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sustrato neutro MUG, Hex-A y Hex-S son capaces de actuar sobre los dos. Hex-A
es aproximadamente 100 veces mas activa a través de MUGS que Hex-B [2].

Se han realizado algunos estudios cristalograficos acerca de la estructura de Hex-
A y Hex-B a partir de enzimas humanas obtenidas de placenta y de células de
insecto de forma recombinante [50, 55, 56]. En Hex-B, cada subunidad beta tiene
forma de rifion, y esta formada por dos dominios. El dominio | (residuos 50 a 201)
consta de seis hebras de ldminas p anti-paralelas ancladas a dos a hélices
paralelas contra el dominio Il. El dominio Il (residuos 202 a 556) es una estructura
de barras (p, a)8 que alberga al sitio activo dentro de bucles que se extienden
desde el C-terminal de las hebras que constituyen la barra p [56] (Figura 7A). Las
subunidades p de Hex-B dimerizan enfrentando los sitios activos de cada
subunidad entre si, creando un espacio en forma de U entre los dos sitios activos
proporcionando a cada uno un acceso libre de interaccién. La interface formada
entre los dominios cataliticos hace que se cubra una parte del mondmero
adyacente al sitio activo de cada subunidad, asi como varios residuos de una
subunidad estructuralmente completa; ademas estabiliza los residuos del sitio
activo de la otra subunidad. El bolsillo del sitio activo esta formado por Glu491 y
Tyrd92, Glu491 estabiliza galacto-azucares. Adicionalmente, Tyrd456 y Tyr457 y
sus residuos vecinos forman un bolsillo complementario al sitio activo. Tyr456
participa activamente en el proceso de dimerizacion y forma fuertes interacciones
hidrofébicas con lle454 y Tyr492 de la otra subunidad. Hex-B es N-glicosilada en
Asn84, Asn190, Asn327, y Asn142 [55].

La estructura general de Hex-A fue descrita por Lemieux et. al. en 2006. Las dos
subunidades a y p son modificadas postraduccionalmente. Para la subunidad a se
describe la formacion de dos cadenas polipeptidicas aLys23 a aGly74 y aThr98 a
aGIn528. Para la subunidad p se describen tres polipéptidos pAla50 a pGly107,
pThrl22 a pSer31l, y pLeu316 a pMet556. La estructura de rayos X concuerda
con los dominios descritos anteriormente para la subunidad p de Hex-B. Para la
subunidad a el dominio | consta de los residuos aLeu23 a aProl68, la funcion de
este dominio en Hex-A es aun desconocida. El dominio Il por su parte, esta
relacionado con los residuos al65 a a529 con una insercion en aThr327 a
aAsp347 asi como una extension en el C terminal. Los sitios activos estan
localizados en la interfase de las subunidades en el dominio Il. La unién a sustrato
via puentes de hidrégeno se da en la subunidad a en los residuos aArgl78,
aGlu462, aAsn423, aTyr42l1l, y aAsp322; en la subunidad p con pArg211,
pGlu49l, pAsp452, pTyrd50, and pAsp354. Se encontraron residuos que se
comparten entre los sitios activos de las dos subunidades como pTyr456 en la
subunidad a, estabilizando los residuos aGlu462 y aAsn423 que participan en la
unién de puentes de hidrogeno con el sustrato (Figura 8). Y el residuo aTyr427 en
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el sitio activo de la subunidad p estabilizando los residuos pGlu491 y pAsp452
[50].

Figura 7. Estructura de la Hexosaminidasa B (Hex-B). A. Diagrama de cintas de Hex-B.
Dominio | en verde, Dominio Il en azul. Los enlaces disulfuro Cys91-Cys137, Cys309-Cys360 y
Cys534-Cys551 en café, magenta, y amarillo respectivamente Tomado de Mark et. al. 2003 [55]. B.
Mecanismo catalitico de Hex-B. Es un mecanismo de doble desplazamiento, en el primer paso
(la y 1b) el ataque nucleofilico mediado por sustrato en el C1 es asistido por la catalisis acido-base
de GIlu355 liberando el carbohidrato residual R a través de un intermediario oxazolinio. El segundo
paso (2a y 2b) una molécula de agua activada por Glu355 lleva a cabo un ataque nucleofilico en
Cl para abrir el anillo oxazolinio reteniendo la configuraciéon inicial en C1. Los pasos del
mecanismo son ilustrados por estructuras rayos X. Tomado de Maier et.al 2003 [56].



El mecanismo catalitico es el mismo descrito anteriormente para las
glicohidrolasas del grupo GH20. Los residuos aGlu323 y pGlu355 de la subunidad
a, son los residuos acido/base encargados de la protonacion del &tomo de oxigeno
glicosidico; aAsp322 y pAsp354 proveen los grupos carboxilados cargados
negativamente que estabilizan la carga positiva del &tomo de nitrdgeno durante el
atague nucleofilico del ion oxazolinio del oxigeno N-acetamido del carbono 10 del
sustrato. Los anillos aromaticos de aTrp373, aTrp392, y aTrp460 en la subunidad
ay pTyrd50 en la subunidad p ayudan a ubicar el atomo de oxigeno carbonilico y
el ion oxazolinio intermediario. En el sitio activo los residuos aAsn423 y aArg424
son los encargados de interactuar con el residuo de acido sialico del gangliésido
GM2. Los residuos correspondientes en la subunidad p, el pAsp452 y pLeu453 por
el contrario repelen dicho residuo cargado negativamente [50].

2.2.1.3. Hexosaminidasas recombinantes

La mayoria de estudios inmunoldgicos, biolégicos y de caracterizacién bioquimica,
asi como ensayos de degradacién del gangliésido GM2 in vivo e in vitro de las p-
hexosaminidasas lisosomales humanas se han realizado a partir de enzimas
nativas purificadas de tejidos como higado [45, 47, 57-59], rifdon [46], placenta [49,
50, 55, 60] y cerebro [45]. En los ultimos afios la produccion de estas enzimas de
forma recombinante ha sido realizada utilizando sistemas de expresion como
protozoos modificados derivados de Leishmania o Trypanosoma [41], sin
embargo, se han usado principalmente sistemas de expresion eucariotas como
células CHO [17], HelLa [61], NG141 y NG125 [62], células de insecto
transfectadas con baculovirus [54, 63], levaduras como Ogataea minuta [14, 15] y
Saccharomyces cerevisiae [64].

2.3. SISTEMAS DE EXPRESION

El uso y desarrollo de sistemas de expresion para la produccion de proteinas
recombinantes con diferentes aplicaciones en investigacion, terapia, o industria se
ha llevado a cabo por mas de tres décadas. Hospederos como bacterias,
levaduras, hongos filamentosos, células de insecto, mamifero, o plantas, asi como
animales transgénicos han sido empleados para este fin [65]. La seleccién del tipo
de sistema de expresion depende principalmente de la finalidad de la proteina
heterdloga que se quiera producir. Sin embargo, aspectos inherentes al hospedero
como la estabilidad genética, la facilidad en su manipulacion, los rendimientos en
la produccion y la habilidad de realizar modificaciones postraduccionales en la
proteina de interés, deben ser tenidos en cuenta (Tabla 3) [40]. Algunas
estrategias para mejorar la productividad y eficiencia en la secrecion de la proteina
de interés incluye el mejoramiento en las velocidades de expresién génica,
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optimizacion de las secuencias, coexpresion de chaperonas, creacion de cepas
mutantes deficientes de proteasas, entre otros [66].
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Figura 8. Estructura de la Hexosaminidasa A (Hex-A). A. Diagrama de cintas de Hex-A. El
extremo N-terminal de la subunidad a comienza en color azul oscuro y continla a azul claro y
termina en verde en su extremo C-terminal. El extremo N-terminal de la subunidad p con un color
amarillo verdoso cambiando a naranja y terminando en rojo en el extremo C-terminal B.
Mecanismo catalitico de Hex-A. Reacciéon de catdlisis sustrato asisitida (ver descripcién en el
texto) [50].

Los sistemas eucarioticos como levaduras, hongos filamentosos, células de
mamifero, y plantas, se prefieren para la produccién de proteinas de interés




terapéutico ya que ellos secretan las proteinas al medio de cultivo, y las
modificaciones pos-traduccionales son similares a las encontradas en las
proteinas humanas [67]. Sin embargo, las levaduras cuentan con caracteristicas
adicionales como su répido crecimiento, su facil manipulacion, incluyendo la
aplicacion de ingenieria glicobmica en la levadura para obtener proteinas con
glicosilaciones mas cercanas a las humanas [68].

Saccharomyces cerevisiae una levadura ampliamente utilizada en la industria
alimenticia (cerveza, vino y pan), fue desarrollada y caracterizada como el primer
sistema de expresion en levaduras hacia 1980. Sin embargo, la inestabilidad de
los pldsmidos, los bajos rendimientos de produccion y la hiperglicosilacion
(residuos manosa 1,3) llevé al desarrollo de nuevos sistemas de expresibn como
Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis,
Schizosaccharomyces pombe, Arxula adenovirans y Yarowia lipolytica entre otros
[69].

Tabla 3. Comparacioén entre diferentes sistemas de expresion.

SISTEMA DE GLICOSILACION NIVEL DE  ESCALA DE COSTO DE CAPADC;DAD
EXPRESION EXPRESION PRODUCCION PRODUCCION ESCALADO
Bacteria Niguna Alto Corto Bajo Alto
Levadura Manosa Bajo- Alto Medio Medio Alto
Células insecto Manosa Bajo- Alto Medio Alto Medio
Células
planta/plantas Fucosa y xilosa Medio - Alto  Corto -Largo Bajo Alto
transgénicas
Células mamifero Similar a humana Bajo Largo Alto Bajo

Adaptado de Espejo et. al.(2015) [40].
2.3.1. Levaduras metilotréficas

En la década de los 70's Koichi Ogata describié un grupo de levaduras que tenian
la capacidad de crecer haciendo uso de una sola fuente de carbono y energia, el
metanol. Los géneros Hansenula, Candida, Pichia y Torulopsis han sido
estudiados por poseer esta caracteristica [70-72]. Se ha demostrado que estos
cuatro géneros estdn muy relacionados taxonémicamente entre si [73]. El interés
industrial por este tipo de levaduras se ha incrementado considerablemente con el
paso de los afios, y en la actualidad son ampliamente utilizadas para la produccién
de proteinas recombinantes de diferentes organismos incluyendo bacterias,
hongos, parasitos y humanos [70, 74]. Adicionalmente, Hansenula polymorpha y
Pichia pastoris, por ejemplo, han sido utilizadas en estudios de biogénesis,
ensamblaje y degradacion de peroxisomas [74, 75].
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Las levaduras metilotréficas bajo la inducciéon con metanol, utilizan enzimas como
alcohol oxidasa (AOX, EC 1.1.3.13), dihidroxiacetona sintasa (DAS, EC 2.2.1.3), y
catalasa (CAT, EC 1.11.6) [72]. La enzima AOX se encuentra en todas las
levaduras metilotréficas, actia en los peroxisomas, y es producida en grandes
cantidades para compensar la baja afinidad de la enzima por el oxigeno [76]. En
los procesos de produccion de proteinas heterélogas, el promotor AOX es de gran
utilidad, ya que es facilmente regulado e inducible por metanol. Buckholz y
Gleeson (1991) reportaron que en Pichia pastoris solamente una copia de estos
genes permite obtener rendimientos similares a los que se obtienen con 50 copias
de genes en S. cerevisiae [66].

2.3.1.1. Metabolismo de las levaduras metilotr6ficas

La via metabdlica de utilizacion del metanol (MUT) es igual en todas las levaduras
metilotréficas, la cual es regulada a nivel transcripcional e involucra un mismo
grupo de enzimas [76] (Figura 9). Una parte de esta via se lleva a cabo en los
peroxisomas, organelos citoplasmaticos membranosos en forma de vesicula que
contienen oxidasas y catalasas encargadas de la detoxificacion celular. Estos
organelos en presencia de fuentes de carbono como glucosa o glicerol son
practicamente inapreciables, sin embargo, en presencia de metanol pueden
aumentar su tamafio ocupando casi el 80% del volumen total de la célula [77]. El
primer paso en esta via es la oxidacion del metanol a formaldehido y peréxido de
hidrégeno (H202, subproducto del proceso) por accion de la enzima alcohol
oxidasa (AOX, EC 1.1.3.13). Este H202 es toxico en grandes cantidades para la
célula por lo cual es descompuesto en oxigeno y agua por accion de la enzima
catalasa (CAT, EC 1.11.1.6). El formaldehido por su parte actla tanto en la via
disimilatoria como asimilatoria del metanol. En la via disimilatoria es oxidado fuera
del peroxisoma a formato y diéxido de carbono, por dos deshidrogenasas
citoplasmaticas. En la asimilatoria es condensado con xilulosa 5 monofosfato
(XubP), reaccion catalizada por la enzima dihidroxiacetona sintasa (DAS, EC
2.2.1.3) formando constituyentes celulares de tres carbonos como Ila
dihidroxiacetona (DHA) y gliceraldehido 3 fosfato (GAP) (Figura 9), [76, 78, 79].

2.3.2. Pichia pastoris
2.3.2.1. Caracteristicas generales

El género Pichia (Komagataella) pertenece a la familia Saccharomycetaceae,
orden Saccharomycetales, clase Saccharomycetes, phylum Ascomycota, reino
Fungi. El género Pichia se caracteriza por gemacion multilateral, homotalica,
presencia o ausencia de pseudohifas/hifas septadas, y por ascosporas que
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pueden ser en forma de sombrero, hemisferoidales, o esféricas con o sin un
reborde, es haploide a menos que sea sometida a limitaciones de nitrégeno [80].

Es un organismo eucaridtico, unicelular, su crecimiento en medio soélido
(macroscépico) se caracteriza por formar colonias cremosas, blancas, y definidas.
Microscépicamente, son células gram positivas, redondas con pequefias yemas
desprendiéndose de la célula principal. Tienen una fuerte preferencia por el
metabolismo respiratorio, por lo cual no producen grandes cantidades de etanol y
pueden de esta forma crecer a altas densidades celulares en medios econémicos.
El genoma de Pichia pastoris posee un tamafo aproximado de 9,4 a 9,8 Mpb,
organizado en cuatro cromosomas. Contiene 5313 genes codificantes de
proteinas con un contenido G-C de 41,6%. El uso de codones es similar al de
Saccharomyces cerevisiae, y estd demostrado que P. pastoris carece del gen
MNN1 que codifica para la a-1,3-manosiltransferasa [81,82].

Figura 9. Metabolismo del metanol. 1. Alcohol oxidasa; 2 Catalasa; 3 Dihidroxiacetona sintasa; 4.
Formaldehido deshidrogenasa; 5. Formato deshidrogenasa; 6. Dihidroxiacetona kinasa, Glutation
(GSH), xilulosa 5 fosfato (Xu5P), fructosa 1,6 bifosfato (FBP). Adaptado de Gellisen et.al 2005 [79].

2.3.2.2. Plegamiento de proteinas en P. pastoris

En los eucariotas, en general, las proteinas nacientes destinadas para ser
secretadas son translocadas en el lumen del reticulo endoplasmético (RE), donde
el plegamiento y las etapas iniciales de los procesos de maduracion
postraduccional como la formacion de puentes disulfuro y la adicién de las
glicosilaciones son realizados [83]. Generalmente las proteinas, especialmente
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aquellas que son secretadas, poseen una pro-regidon necesaria para el correcto
plegamiento de la proteina y en algunos casos en procesos de oligomerizacion. La
expresion de proteinas sin la pro-region puede afectar la velocidad de liberacion
desde el RE haciéndola mas lenta, e incluso puede causar el mal plegamiento de
la misma. Antes de salir del RE la proteina debe ser correctamente plegada, lo
cual ocurre gracias a la accion de chaperonas, co-chaperonas y foldasas, asi
como del complejo sistema de control de calidad del RE [84]. Una vez se asegura
el correcto plegamiento de las proteinas, estas son empacadas en vesiculas COP-
Il'y transportadas al aparato de Golgi donde ocurren dos eventos principalmente: i)
la pro-region es removida por la accion de endopeptidasas dibasicas como kex2p,
furina, o amino peptidasas, y ii) la continuacion del proceso de glicosilacion.
Desde Golgi las proteinas recombinantes son empacadas en vesiculas secretoras
y luego son dirigidas a la superficie celular [85].

2.3.2.3. Glicosilaciones en Pichia pastoris

Una de las principales modificaciones pos-traduccionales que sufren las proteinas
eucarioticas es la adicion de oligosacaridos. Se ha demostrado que este tipo de
modificaciones pos-traduccionales juegan un papel importante en la funcién de
muchas proteinas usadas con fines terapéuticos, por tanto, controlar o monitorear
su correcta formacion puede ser utili para mejorar la funcion de la proteina
recombinante en el hospedero evitando de esta forma reacciones no deseadas
[67]. Las glicosilaciones son especificas de tejido, especie, y tipo celular. Se
pueden presentar dos tipos de glicosilaciones, i) a través de un enlace N-
glicosidico al grupo R de una asparragina en una secuencia Asn-X-Ser/Thr; o (i) a
través de un enlace O-glicosidico en el grupo R de una serina, treonina,
hidroxiprolina o hidroxilisina [86].

La heterogeneidad que se presenta en las glicoproteinas puede deberse a
pequefias diferencias en la longitud, el tipo y la identidad del oligosacarido
adicionado, asi como a la glicosilacion parcial o a la no glicosilacion de la
molécula. Factores como el medio en el cual crecen las células, también puede
afectar la naturaleza de la glicosilacion [86]. Para las N-glicosilaciones el
aminoacido X que se encuentra en la secuencia consenso es bastante importante,
ya que si es una prolina, o un aminoacido cargado negativamente como el &cido
glutAmico o aspartico, 6 un residuo hidrofébico como triptéfano o fenilalanina el
proceso de N-glicosilacion puede ser inhibido. Sin embargo, si el aminoacido
sustituido es una lisina, histidina o arginina (residuos cargados positivamente) el
proceso de glicosilacién puede ser incrementado [85]. Las glicosilaciones en una
proteina pueden afectar la cinética de reaccidon (enzimas), su solubilidad, la vida
media en suero, la estabilidad a diferentes temperaturas, la actividad in vivo, la
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inmunogenicidad, la unién a receptores, y el tiempo de supervivencia in vivo
(farmacocinética).

En levaduras y eucariotas superiores utilizan la via de N-glicosilacion més
conservada, en la cual la formacibn de wun precursor ligado a lipido
Glc3Man9GIcNAc2 es transferida cotranslacionalmente en el RE a residuos Asn
sobre el péptido naciente a través de la enzima UDP-GIcNAc:dolichol PGIcNAc-
transferasa. P. pastoris forma aproximadamente 8-20 residuos de manosa a
diferencia de S. cerevisiae que forma entre 50 y 150 [87]. Este proceso de
biosintesis de las N-glicosilaciones inicia en el lumen del RE en un proceso que
involucra el ensamblaje y localizacion del oligosacarido en la proteina. La
glucosidasa | remueve la glucosa terminal a-1,2, y la glucosidasa Il remueve los
residuos a-1,3, mientras la enzima a-1,2 manosidasa remueve un residuo de
manosa dando lugar a la formacién del glicano intermediario MansGIcNAc. Esta
parte del proceso es similar tanto en células de mamifero como en levaduras [85,
88]. Una vez la proteina es transportada al aparato de Golgi, el proceso entre
células de mamifero y levaduras varia. Mientras las células de mamifero recortan
residuos de manosa, enzimas del aparato de Golgi (fucosiltransferasa, N-
acetilglucosaminiltransferasa, galactosiltransferasa y sialiltransferasa) se encargan
de adicionar residuos de fucosa (fuc), galactosa (gal), &cido N-acetil-neuraminico
(NeuAc), acido N-glicolilneuraminico (NeuGc), N-acetyl-galactosamina (Gal-NAc),
N-acetyl-glucosamina (GIcNAc) y &cido sialico. Por su parte, en las levaduras se
adicionan residuos de manosa usando una serie de reacciones catalizadas por la
enzima manosiltransferasa, los cuales pueden ser unidos por enlaces a-1,6 6 a-
1,3 (Figura 10). P. pastoris no forma residuos a-1,3 manosa, los cuales son
causantes de la reaccion antigénica en el hospedero tratados con proteinas
terapéuticas [87, 89].

La produccion de proteinas recombinantes que son N-glicosiladas en su estado
nativo, son en su mayoria expresadas en hospederos que tengan la habilidad de
generar las glicosilaciones humanas. Para la TRE en enfermedades lisosomales,
es de gran importancia que las proteinas cuenten con las modificaciones
necesarias para ser reconocidas por los receptores de manosa-6-fosfato en el
Aparato de Golgi y ser dirigidas en vesiculas recubiertas de clatrina al endosoma
temprano en donde la enzima es liberada por una disminucién en el pH y es
procesada proteoliticamente, principalmente en el extremo N-terminal [90].

Enzimas recombinantes como la glucocerebrosidasa para el tratamiento por TRE
en la enfermedad de Gaucher es producida en células de mamifero, ya que
hospederos como E. coli no cuentan con la maquinaria para producir proteinas
glicosiladas, lo cual hace que proteinas de este tipo tiendan a ser mal plegadas,
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en algunos casos biolégicamente inactivas y de baja estabilidad en circulacion, y
hospederos como las levaduras generan proteinas con glicosilaciones que aunque
similares en estructura a las humanas, sus diferencias las hacen mas facilmente
reconocibles por células del sistema inmune humano y por tanto mas facilmente
eliminadas [67]. Dado que las células de mamifero tienen la propiedad de producir
modificaciones pos-traduccionales, éstas se hacen mas atractivas al momento de
ser utilizadas como herramientas terapéuticas en terapias como la de reemplazo
enzimatico para enfermedades lisosomales. Muchas de las proteinas aprobadas
en este momento para el tratamiento de estas enfermedades han sido producidas
en este tipo de células. Sin embargo, muchos estudios han logrado demostrar que
es posible producir formas activas de las proteinas de interés en otros sistemas de
expresién como plantas y microorganismos (bacterias y levaduras), ya que éstos
producen proteinas que presentan caracteristicas similares a las producidas en
células de mamifero, tales como especificidad de sustrato, y estabilidad en su
actividad enzimatica al ser sometidas a diferentes temperaturas y pH.
Adicionalmente, se ha probado que las enzimas recombinantes lisosomales
producidas en microorganismos son capturadas por diferentes células y son
capaces de reducir los sustratos acumulados dentro del lisosoma [40].

Teniendo en cuenta que los microorganismos son sistemas de expresion mas
versatiles que las células de mamifero y que han presentado caracteristicas muy
similares a las recombinantes obtenidas de lineas celulares de mamifero, la
produccién de enzimas recombinantes para el tratamiento de enfermedades
lisosomales en microorganismos podria llegar a ser comercialmente ventajosa,
mas aun teniendo en cuenta que en los Ultimos afios se ha venido utilizando el
disefio e ingenieria de estos microorganismos, encaminados al mejoramiento de
los procesos de glicosilacion, logrando la "humanizacion” de dichas modificaciones
postraduccionales [89]. La humanizacion de las vias de N-glicosilaciéon en
levaduras estd siendo aplicada de diferentes formas: 1) la delecion de genes
especificos de levadura involucrados en la hipermanosilacion y de genes
especificos de especie responsables de la modificacion de las cadenas de
azlcares en el extremo no reductor [91]; 2) Introduccion de genes que catalizan la
sintesis, transporte, y adicion de azlcares humanos; 3) producciéon en Pichia
pastoris de cadenas de azUcar tipo mamifero, usando librerias combinatorias de
dominios de proteinas de transmembrana localizadas en el aparato de Golgi y el
RE, y dominios cataliticos de varias glicosiltransferasas y glicosidasas de muchas
especies [92], hacer proteinas que contengan cadenas de azUcares bicatenarios
sialilados mediante la introduccibn de muchas enzimas requeridas para la
biosintesis del acido sialico y la sialiltransferasa dentro de una cepa de levadura
disefiada previamente [93].
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Figura 10. Vias de glicosilacion en humanos y levaduras Mns, a-1,2-manosidasa; Mnsill,
manosidasa Il; GnT1, p-1,2-N-acetylglucosamirnltransferasal; GnTII, p-1,2-N-
acetylglucosaminiltransferasa Il; GalT, p-1,4-galactosiltransferasa; ST, sialiltransferasa; MnT,
manosiltransferasa. Adaptado de Gerngross (2004) [67]
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2.3.2.4. P. pastoris como sistema de expresion

Después de ser descrita en 1969 por Koichi Ogata, y debido a las caracteristicas
como su capacidad de crecimiento a pH bajo, Pichia pastoris fue inicialmente
utilizada bajo el concepto de produccién SCP (single cell protein) para la
produccién de fuente de proteina o alimento utilizable de piensos para el consumo
animal y para el aprovechamiento o reutilizacién de residuos industriales como el
metano para la obtencion de metanol. Hacia 1986, cientificos de la compafia
Phillips Petroleum investigaron y establecieron medios y protocolos para el
aislamiento y cultivo de esta levadura a partir del metanol, y obtener asi grandes
cantidades de biomasa por litro de cultivo para ser utilizados en la dieta animal.
Sin embargo, hacia los 90's, debido a la crisis petrolera, Phillips Petroleum
Company contactd al Salk Institute Biotechnology/Industrial Associates, Inc (SIBIA)
para realizar estudios que permitieran usar esta levadura como una plataforma de
expresion de proteinas heterélogas que fueran de interés humano e industrial. En
1993 la compafiia petrolera vendié la patente a Research Corporation
Technologies (Tucson, AZ) y licencié a Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA) para
vender los componentes del sistema [78]

Actualmente Pichia pastoris es una de las levaduras metilotréficas mas
ampliamente utilizada en la produccion de proteinas recombinantes de diferentes
organismos desde bacterias hasta humanos [87, 94]. Proteinas como a-amilasas
(Bacillus licheniformes), fragmentos o dominios de toxinas (Clostridium botulinum,
Vibrio cholerae), p-lactamasas y p-galactosidasas (Escherichia coli), invertasa
(Saccharomyces cerevisiae), lipasas (Rhizopus oryzae Candida rugosa) proteinas
de parasitos a-manosidasa de Trypanosoma cruzi, alérgenos de plantas, han sido
expresadas en Pichia pastoris [95]. Niveles de produccién de algunas proteinas
humanas expresadas en esta levadura se presentan a continuacion: precursor de
insulina (1.5 g/L), interlucina intracelular (4 g/L), albumina sérica humana (4 a 10
g/L), factor de necrosis tumoral (6 a 10 g/L). En términos generales se ha descrito
que en promedio Pichia pastoris puede producir entre 10 a 30 g/L de proteina
recombinante [86].

Las razones del amplio uso de P. pastoris como sistema de expresién de
proteinas recombinantes incluyen: 1) las técnicas requeridas para su manipulacion
genética son sencillas y ampliamente conocidas, 2) posee uno de los promotores
mas fuertes utilizados para el control de la expresion de proteinas heterélogas, el
promotor AOX1, 3) su metabolismo favorece un crecimiento netamente
respiratorio en lugar del fermentativo, lo que le permite obtener mayores
densidades celulares y disminuir la formacién de intermediarios metabdlicos como
el etanol, acetaldehido y acidos organicos, 4) presenta altos niveles de produccién
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de la proteina recombinante producida (dependiendo de la proteina a expresar), 5)
es capaz de realizar diversos procesamientos postraduccionales, como
metilaciones, acilaciones, ajustes proteoliticos, puentes  disulfuro, N-
glicosilaciones, lo cual permite obtener proteinas biolégicamente activas,
caracteristica importante en la produccién de proteinas terapéuticas dadas las
implicaciones de estas modificaciones en procesos de sefializacion vy
reconocimiento celular, 6) dado que esta levadura no secreta cantidades altas de
proteinas enddgenas, hace maés facil la purificacién de la proteina de interés, 7)
elimina contaminacion por bacteriofagos y endotoxinas; y 8) la disponibilidad
comercial para adquirir el sistema de expresion [76, 78, 86, 87, 95].

2.3.2.4.1. Promotores

Pichia pastoris cuenta con diferentes promotores tanto inducibles como
constitutivos para ser usados en la produccidon de proteinas heterélogas. Dentro
de los promotores inducibles se encuentra el promotor AOX1, uno de los mas
ampliamente utilizados en la produccion de proteinas recombinantes. Este
promotor es reprimido cuando P. pastoris esta creciendo en glucosa, glicerol o
etanol, y es activado cuando la Unica fuente de carbono en el medio de cultivo es
metanol. Sin embargo, debido a que el metanol es una sustancia altamente
inflamable, clasificada como téxica y de manejo peligroso, no es deseable para el
manejo de producciones a gran escala, de proteinas para uso alimentario o
farmacéutico [96]. Para ello se han utilizado promotores inducibles como el FLD1
(formaldehido deshidrogenasa), DAS (Dihidroxiacetona sintasa), ICL1 (isocitrato
liasa), PHO89 (Putative Na+/phosphate symporter), THI11 (Gen de biosintesis de
la Tiamina), los cuales utilizan otro tipo de agentes inductores y otras estrategias
para la produccion de la proteina recombinante sin el uso de metanol [96].

Otra alternativa es el uso de promotores constitutivos como el promotor GAP
(gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa), TEF1 (Factor de elongacion
traduccional 1), PGK1 (3-fosfoglicerao kinasa), PEX8 (proteina de matriz
peroxisomal), YPT1 (GTPasa) [87, 97], los cuales pueden llegar a producir
proteinas recombinantes en niveles similares y comparables a los obtenidos con el
promotor AOX, como es el caso del promotor GAP [78]. Adicionalmente, se ha
reportado que el uso de dos promotores, inducible y constitutivo (AOX y GAP)
simultdneamente, puede llegar a duplicar la produccién de una proteina heterdloga
en P. pastoris (Tabla 4) [98]
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Tabla 4. Algunos promotores

produccién de proteinas recombinantes.

inducibles y constitutivos de Pichia pastoris para la

Gen Producto Regulacion Nivel de expresién
AOX1 Alcohol oxidasa 1 Inducida por metanol Fuerte
AOX2 Alcohol oxidasa 2 Inducida por metanol -5-10% de Piox
DAS Dihidroxiacetona sintasa Inducida por metanol Fuerte (similar a Puox)
FLD1 Formaldehido deshidrogenasa Inducida por metanol y metilamina Fuerte (similar a Puoxi)
. . ., . No comparable con
IcL1 Isocitrato liasa Induccién y desrepresion por etanol Bow o g
PEX8 Proteina de matriz peroxisomal Inducida por metanol u oleato Débil
PHO89 o Cotrapsportador de fosfato acoplado Inducida por limitacion de fosfato Fuerte (similara Psae)
NSP asodio
GAP Gllce.raldehldo 3fosfato Constitutiva Fuerte (similar a Puox)
deshidrogenasa
AOD Oxidasa alternativa Expresion en glucosa -40% de Psar
ENO1 Enolasa Constitutiva -20-70% de Psar
GPM1 Fosfoglicerato mutasa Constitutiva -15-40% de P...
HSP82 Chaperona citoplasmatica (Familia Constitutiva -10-40% de Psar
Hsp90)
ILVS Acetohidroxi isomeroreductasa acida Constitutiva -15% de Psar
KAR?2 Chaperona ,rQSIden.te de reficuio Constitutiva -10-70% de Psar
endoplasméatico (Bip)
Endopeptidasa involucrada en €l
KEX2 procesamiento de proteinas Constitutiva 10%de P...
secretadas
Transportados de ADP/ATP de la - 0
PETS membrana intema de la mitocondria  COnSttuMa -10-1700% e P..,
PGK1 Fosfoglicerato kinasa Constitutiva -10% de P. ..
SSA4 Proteina de chogue térmico Constitutiva -10-25% de P...
TerL Factor a!pha de elongacion Oon.stlt.utlva yfuerte asociacion a Fuerte (similara Poxs)
translacional crecimiento
Proteina involucrada en la . - -70% de Psaren
THI11 L S Completamente reprimida por tiamina S
biosintesis de tiamina medio sin tiamina
TPIL Triosa fosfato isomerasa Constitutiva -10-80% de P...
YPT1 GTPasa involucrada en la secrecién ~ Constitutiva Débil

Adaptado de Vogl et. al. (2013), [97].

2.3.2.4.1.1. PromotorAOX (Paox)

Pichia pastoris tiene dos genes que codifican para la enzima alcohol oxidasa,
AOX1 y AOX2, siendo AOX1 el mas fuerte y el responsable de aproximadamente
el 90% de su produccion en la célula. La regulacion transcripcional de este gen
involucra dos mecanismos uno de represion/desrepresion y uno de induccién [99].
La represion catabdlica suprime la expresion del gen cuando hay una fuente de
carbono como glucosa, etanol o glicerol presente en el medio, haciendo que los
niveles de alcohol oxidasa en la célula sean indetectables. Incluso si se adiciona
metanol al medio aun en presencia de otras fuentes de carbono, el promotor
permanece reprimido. Una vez las otras fuentes de carbono son agotadas o
permanecen a muy baja concentracion en los procesos de alimentacion en lote, el




promotor alcanza el estado de desrepresion. Sin embargo, en P. pastoris, AOX
alcanza niveles entre 2 - 4%, y solamente al adicionar el metanol se conduce
realmente a la induccién completa del gen [78, 97]. En el caso de la expresion de
genes foradneos, si éstos se encuentran asociados a PAOX en el momento de la
adicion de metanol se inducird igualmente su expresion. Se ha demostrado que
los niveles de metanol necesarios en un cultivo a nivel de bioreactor pueden llegar
a ser mayores del 30% del total de la proteina soluble [95].

2.3.2.4.2. Vectores de expresion bajo PAOX y fenotipo Mut

Para la produccion de una proteina heteréloga en P. pastoris o en cualquier
microorganismo utilizado para este fin, es necesario el uso de vectores de
expresion. La estructura general de estos vectores en levaduras consta de un
promotor, un sitio de mdltiple clonacién, una secuencia terminadora 3" propia de P.
pastoris que asegure la transcripcién correcta del gen (la mas utilizada es la del
gen AOX1), un marcador de selecciébn para la levadura y una secuencia de
replicacion y seleccion propias de Escherichia coli [69].

En el caso de Pichia sp., la mayoria de estos vectores son de caracter integrativo,
lo cual indica que deben contener zonas homdlogas al genoma de la levadura que
les permitan recombinarse al momento de la transformaciéon. Este tipo de vectores
no requiere ninguna presion selectiva durante el proceso de produccion de la
proteina recombinante y ademd&s permite tener multiples copias repetidas
integradas al genoma, aproximadamente unas 30 en P. pastoris [69]. Estas zonas
homologas son una region del gen AOX1 o el gen de histidinol deshidrogenasa
(HIS4). Contienen ademas genes de resistencia a antibiéticos como la ampicilina,
o kanamicina (E. coli) el cual le confiere resistencia a la geneticina (G418), 6 el
gen shBle que le confiere resistencia a bleomicina o zeocina. Adicionalmente, si se
espera obtener la proteina de forma extracelular los vectores contienen
secuencias que permiten la secreciéon de la enzima recombinante, como lo son la
secuencia del factor a de Saccharomyces cerevisae o la secuencia del gen de la
fosfatasa acida de P. pastoris PHO1 [87].

Existen numerosas cepas de P. pastoris, con un amplio rango de genotipos y
fenotipos, algunas de ellas con mutaciones en genes que codifican para
proteasas, que inhiben la expresion de las mismas, o en determinados genes que
le confieran cierta auxotrofia o resistencia a la cepa para ser usados como
marcadores de selecciéon. P. pastoris GS115, asi como KM71 y SMD1168, tienen
una mutacion en el gen de la enzima histidin-deshidrogenasa (HIS4) lo cual les
impide sintetizar el aminoéacido histidina. Una vez la cepa con esta deficiencia es
transformada con los vectores de expresion que contienen este gen, se
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complementa el defecto en el hospedero confiriéndole la capacidad de crecer en
un medio sin histidina, a diferencia de un microorganismo no transformado [85].

Para transformar la levadura es necesario linealizar el vector ya sea por el gen
marcador de seleccion HIS4 o por el fragmento del promotor AOX1 que contiene
el vector. Este ADN linelizado es insertado en el microorganismo y el extremo de
ADN libre estimulara la recombinacion homadloga con el sitio del ADN genémico
que le corresponda, haciendo que el cassette de expresion junto con los demas
elementos del vector queden integrados en el genoma de la levadura [79].

P. pastoris puede presentar tres fenotipos distintos dependiendo de la manera
como se haga la recombinacion del gen heterélogo en el genoma, lo cual le
confiere diferente capacidad en el consumo del metanol requerido para su
crecimiento. Cuando la integracion se realiza en el promotor AOX se reporta que
aproximadamente entre el 10 - 20 % de los eventos de integracion son efectivos
haciendo que la cepa transformada presente un fenotipo lento en el cual su
capacidad de crecimiento en metanol es reducida, este fenotipo es conocido como
MutS, permitiendo un mejor manejo del consumo de oxigeno en cultivo. Este tipo
de mutantes son empleados en procesos de obtencibn de productos
recombinantes, ya que demanda concentraciones aceptables de metanol haciendo
que el proceso sea facil de escalar. Por el contario, si la integracién se realiza en
el gen HIS4, la frecuencia de integracion puede darse con una efectividad del 50 a
80%, generando un fenotipo de crecimiento rapido en metanol o Mut+. En este
mutante los dos genes AOX son funcionales por lo cual es muy sensible a altas
concentraciones de metanol, haciendo que el control en cultivo de ésta cepa sea
mas riguroso y posiblemente con rendimientos més bajos que un mutante MutS.
Finalmente, se tiene el mutante Mut- en el cual los dos genes AOX no son
funcionales, por lo que el microorganismo es incapaz de utilizar el metanol para su
crecimiento. Este tipo de mutantes han sido aprovechados por producir a bajas
densidades celulares otro tipo de productos recombinantes [98, 100].

2.3.2.5. Condiciones de cultivo para P. pastoris bajo el promotor AOX

Los procesos de produccidon de proteinas recombinantes pueden realizarse tanto
en cultivos en matraz (100 mL) como en volumenes mayores (biorreactor o
tanques de fermentacion). A escala de biorreactor se deben controlar factores
como composicion del medio de cultivo, tipo de cepa, factores como pH, oxigeno
disuelto, velocidad de agitaciéon y estrategia de fermentacion. Es importante
controlar tanto el pH como la temperatura durante el proceso ya que esto puede
afectar la estabilidad de la proteina recombinante. Los medios de cultivo utilizados
para Pichia pastoris son medios minerales que contienen sales, biotina, elementos
traza y glicerol o metanol dependiendo de la etapa de cultivo en la cual se
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encuentre. La composicion del medio afecta el crecimiento y viabiliad de las
células de la levadura.

Los procesos de produccién generalmente se realizan a través de dos etapas,
crecimiento (batch) e induccion (fed-batch). La primera se realiza en medio de
cultivo con glicerol. En esta etapa el microorganismo se adapta y crece hasta
consumir la totalidad de su fuente de carbono. El glicerol es frecuentemente usado
como fuente de carbono ya que presenta un menor efecto represor sobre el PAOX
gue la glucosa. Es necesario controlar las condiciones del cultivo a nivel de
fermentador ya que es posible llegar a obtener densidades celulares por encima
de 100g/L de peso seco, méas de 400 g/L de peso humedo y densidades O6pticas
mayores a 500 unidades/mL [71,87].

En la segunda etapa se cambia la fuente de carbono por metanol, activando el
PAOX, para dar paso a la expresién de la enzima alcohol oxidasa para el consumo
de metanol y por ende a la expresién del gen de interés clonado bajo el mismo
promotor. El metanol utilizado para la etapa de induccidon es toxico para la célula
en elevadas concentraciones y a su vez genera subproductos téxicos al ser
metabolizado (formaldehido y formato). Por esta razdén, es muy importante
controlar la velocidad de adicién del metanol al cultivo durante la etapa de
induccion, con el fin de asegurar que no se excedan los niveles de metanol en el
medio pero que sean suficientes para expresar adecuadamente la proteina de
interés.

Hay dos criterios bajo los cuales se recomienda ajustar la velocidad de adicion del
metanol al cultivo. ElI primero es tener en cuenta el fenotipo Mut al cual
corresponde la cepa que se esté utilizando, ya que las velocidades de asimilacion
del metanol varian entre una cepa Mut y una cepa MutS. El segundo criterio es
usar la lectura de la presién parcial de oxigeno disuelto en el medio de cultivo
(pO2), como indicador de la disponibilidad o falta de fuente de carbono en el
medio. De esta forma, si los valores de pO2 aumentan durante el proceso,
indicaria que la velocidad de consumo del metanol est4d siendo mayor que la
velocidad de adiciéon del metanol utilizada, por tanto deberian ser ajustadas las
velocidades para cumplir con los requerimientos del microorganismo.

Cabe resaltar que es necesario ajustar las condiciones de los procesos de cultivo
para la producciéon de proteinas recombinantes de forma particular, ya que es muy
importante lograr que el desarrollo del proceso de produccion no afecte ni la
viabilidad celular, ni la obtencion de la proteina de interés de una forma adecuada.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Producir y caracterizar las enzimas p-hexosaminidasas humanas recombinantes,
rhHex-A, rhHex-B y rhHex-S, a partir de la coexpresion de los genes HEXA y
HEXB en la levadura metilotréfica Pichia pastoris como sistema de expresion

3.2. Objetivos especificos

1. Obtener clones de Pichia pastoris GS115 transformados con los genes de la
subunidad a, p, 6 coexpresando los dos genes simultaneamente.

2. Evaluar la produccién de las enzimas recombinantes rhHex-A, rhHex-B y
rhHex-S a diferentes escalas de produccién.

3. Evaluar la estabilidad de las isoenzimas rhHex-A, rhHex-B y rhHex-S a
diferentes condiciones de pH y temperatura.

4. Evaluar in vitro la capacidad de las isoenzimas recombinantes de ser
incorporadas en células HEK293 y fibroblastos.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Cepas y vectores utilizados

Para el desarrollo de este trabajo se utilizd la cepa Escherichia coli DH5a para la
multiplicacion de los plasmidos y constructos generados en el proceso. Para la
produccion de las enzimas recombinantes se empled la cepa Pichia pastoris
GS115 (Life Technologies Corporation). El vector empleado para la elaboracion
del constructo fue pPIC9K (Life Technologies Corporation) (Figura 11). Las cepas
P. pastoris GS115/His+/Muts/HSA y GS115/His+/Mut+/B-Gal (Life Technologies
Corporation) fueron empleadas como control de fenotipo.

Figura 11. Mapa del plasmido pPIC9K. fragmento 5' del promotor AOX1 (1-948 bases); sitio del
cebador 5' AOX1 (855-875 bases); sefial de secrecion a-Factor (949-1218pb); sitio del cebador a-
Factor (1152-1172 bases); Sitio de Mdultiple Clonaje (1192-1241 bases); sitio del cebador 3' AOX1
(1327-1347 bases); sitio de terminacion 3' AOX1 (TT) (1253-1586 bases); ORF HIS4 (4514-1980
bases); Gen de resistencia a Kanamicina (5743-4928 bases); fragmento 3' AOX1 (6122-6879
bases); Origen ColE1l (7961-7288 bases). Gen de resistencia a ampicilina (8966-8106 bases).
Tomado de: Invitrogen Pichia Expression kit.User Manual.
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Objetivo 1: Obtener clones de Pichia pastoris GS115 transformados con los genes
de la subunidad a, p, 6 coexpresando los dos genes simultaneamente.

4.2, Elaboraciéon de constructos
4.2.1. Optimizacion de los genes

Las secuencias de los genes HEXA (GenBank AAH84537) y HEXB (GenBank
AAH17378) que codifican para las subunidades, a y p, de las enzimas p-
hexosaminidasas respectivamente, fueron optimizadas para el uso de codones en
Pichia sp., empleando herramientas disponibles por la compafiia GeneArt® (Life
Technologies Corporation www.mygeneart.com). El proceso de optimizaciéon
incluy6é ajustar el uso de codones, remover secuencias repetidas y estructuras
secundarias de RNA, eliminar motivos de inestabilidad de RNA y motivos
asesinos, remover sitios de corte y empalme en eucariotas superiores, entre otras.
Adicionalmente se realizaron las siguientes modificaciones sobre la secuencia: 1)
remocién de la secuencia péptido sefal nativo; 2) inclusién de una secuencia 5’-
catcatcatcatcaccat-3’ en el extremo 5’, la cual codificaba para un oligopéptido de 6
histidinas (His6tag) en el extremo N-terminal; 3) inclusiéon de las secuencias para
las enzimas de restriccion EcoRI y Notl en los extremos 5’ y 3’, respectivamente,
las cuales fueron eliminadas dentro del marco abierto de lectura de los genes
HEXA y HEXB.

4.2.2. Construccién de los vectores de expresion

Los genes de las subunidades a (1572pb) y p (1593pb) fueron extraidas de los
pldsmidos enviados por el fabricante (Figura 12) mediante digestion enzimatica
con las enzimas de restriccion EcoRI y Notl (FermentasTM que flanquean los
extremos 5’y 3' de cada uno de los genes respectivamente. De igual forma, el
plasmido pPIC9K fue digerido con las mismas enzimas de restriccién. Los
productos de digestion fueron analizados en gel de agarosa al 1%; las bandas
correspondientes a los genes HEXA y HEXB y al vector linealizado fueron
purificadas empleando el estuche Purelink® Quick gel extraction kit (Life
Technologies Corporation).

Las muestras fueron cuantificadas en un espectrofotometro NanoDrop 2000 UV-
Vis (Thermo Scientific). Las ligaciones se realizaron empleando el estuche Rapid
DNA ligation Kit (Fermentas™), bajo las instrucciones del fabricante en una
relacion 1:3 (vector:inserto), (Tabla 5). Los productos de ligacién fueron
transformados en células electrocompetentes de E. coli TOP10. Los constructos
obtenidos fueron denominados pPIC9K-alpha (10848 pb) y pPIC9K-beta (10989

pb).
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Figura 12. Plasmidos enviados por Geneart, contienen los genes para A. subunidad a. B.
subunidad p. Los genes estan flanqueados por dos enzimas de restriccion diferentes en cada
extremo, EcoRIl y Nofi, las cuales fueron usadas para extraer las secuencias de los genes e
insertarlas posteriormente en el plasmidopPIC9K.
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Tabla 5. Ligacion de los genes HEXA o0 HEXB con el vector pPIC9K.

Muestra Cantidad / Concentracion final
Vector - 9,3 kb 50 ng
Inserto (HEXA o HEXB) - ~ 1.6 kb 30 ng
Rapid ligation buffer (5X) 1X
T4 DNA ligasa S5U
H20 c.s.p 20 gL

c.s.p.: cantidad suficiente para
4.2.3. Transformacién de microorganismos
4.2.3.1. Escherichia coli DH5a

Células competentes de la cepa E. coli DH5a fueron transformadas mediante
choque térmico [101] para la amplificacién de los plasmidos que contienen los
genes optimizados y el vector pPIC9K empleando 1gl de cada uno de los
constructos. Las células fueron sembradas en Luria Bertoni (LBA - Extracto de
levadura 0.5% pl/v, Cloruro de sodio 1% p/v, Triptona 1% p/v, agar bacteriolégico
1.5%, pH 7,0) suplementado con amplicilina 100 qg/mL, e incubadas a 37°C
durante 16h. Los ADN plasmidicos fueron extraidos y purificados mediante
protocolo de lisis alcalina (miniprep) y verificados mediante electroforesis de
agarosa y analisis de restriccion [101].

Células electrocompetentes E coli TOP10 (Life Technologies Corporation) fueron
empleadas para la transformacién de los productos de ligacion de los genes de
cada una de las subunidades y el vector linealizado, siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante con 2 gL de los respectivos productos de ligacion.
Las bacterias fueron sembradas en agar LBA e incubadas a 37°C durante 16 h.
Las colonias obtenidas fueron verificadas mediante extraccion de ADN plasmidico
y andlisis de restriccion con la enzima Ncol. (Fermentas™). Los clones portando
los constructos pPIC9k-alpha y pPIC9k-beta fueron almacenados a -80°C en
glicerol al 15%.

4.2.3.2. Pichia pastoris GS115

Para la transformacién de P. pastoris con los vectores de expresion se realizd la
purificacion del ADN plasmidico a partir de cultivos de E. coli TOP10 a escala de
100 mL, transformada con los constructos pPIC9k-alpha o pPIC9k-beta
(maxiprep). El ADN plasmidico obtenido se linealiz6 con las enzimas de restriccion
Sali y Pmel (Fermentas) para los constructos pPIC9k-alpha y pPIC9k-beta,
respectivamente. ElI producto de la linealizacion fue verificado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y las bandas obtenidas se purificaron
empleando el estuche Purelink® Quick gel extraction kit (Life Technologies




Corporation). EI ADN purificado se precipit6 mediante adiciéon de 2 volumenes de
isopropanol y 0,1 volimenes de acetato de potasio 3 M pH 5,5; se resuspendi6 en
10 pL de buffer TE (EDTA 1 mM, Tris HCI 10 mM) y almacenado a -20°C.

Células competentes de P. pastoris GS115, preparadas de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Life Technologies Corporation), fueron transformadas
mediante electroporacién mezclando 40 pL de células competentes y 10 pL del
ADN plasmidico previamente preparado. Tres transformaciones se realizaron de
manera independiente: pPIC9k-alpha, pPIC9k-beta, y pPIC9k-alpha/pPIC9k-beta.
La electroporacién se llevo a cabo empleando un electroporador Gene Pulse
(BIORAD) con un pulso de 1400V y 200Q. Inmediatamente después de la
electroporacion se adiciond 1 mL de sorbitol 1M y las células fueron incubadas sin
agitacién durante 3 h a 30 °C. Posteriormente, 100 pL fueron sembrados de
manera independiente en medio minimo con dextrosa (MD: YNB 1.34%, Biotina
4x10-5%, D-Glucosa 2%) para la seleccién de transformantes, y medio minimo con
histidina (MDH: YNB 1.34%, Biotina 4x10-5%, D-Glucosa 2%, L-Histidina 0.004%)
como control de viabilidad. Las cajas se incubaron a 30°C por 2 a 4 dias o hasta
observar la aparicion de colonias. Los clones obtenidos fueron denominados P.
pastoris GS115/pPIC9k-alpha (rhHex-S), P. pastoris GS115/pPIC9k-beta (rhHex-
B) y P. pastoris GS115/pPIC9k-alpha/beta (rhHex-A). De los clones obtenidos se
seleccionaron de manera aleatoria 5 clones por cada transformacién, a los cuales
se les realizdé un banco primario en 30% glicerol y se almacenaron a -80°C.

4.2.4. Confirmacion por PCR
4.2.4.1. Extraccion de ADN gendmico
4.2.4.1.1. Insercidon de genes

La insercién de los genes en el genoma del microorganismo fue confirmada por
PCR empleando wuna pareja de cebadores para cada subunidad. 5'-
gtttcctectgetgectcaacc-3° y  5’-cggacaacaacaaacactgg-3' para la subunidad a
(amplicon de 241 bp); y 5'-tcatcgactccccaagattc-3' y 5’-tggagtgtaaacgtgggaca-3'
para la subunidad p (amplicon de 155 bp). La reaccion de PCR fue desarrollada
bajo las condiciones descritas en la Tabla 6, con 35 ciclos de 94°C/1 min, 55°C/1
min y 72°C/30 s. Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2%.
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Tabla 6. Componentes PCR confirmacioén insercion de genes alfa y beta

Componentes Cantidad / Concentracién final
Buffer 1x 5 pL
Primer alpha /beta left 0,4 pM
Primer alpha/beta right 0,4 pM
dNTPs 0,2 pM
Mg+ 1,5 mM
Taq polimerasa 1,25 U
ADN 1 pg
H20 c.s.p 50 pL

c.s.p cantidad suficiente para.
4.2.4.2. Determinacion de fenotipo por PCR

Para determinar el fenotipo de los clones obtenidos se emplearon los cebadores
AOX1 FW b5'-gactggttccaattgacaagc-3' y RW 5'-gcaaatggcattctgacatcc-3' (Life
Technologies Corporation) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y
segln lo reportado por Ayra et. al. (1998) [102]. Los productos de PCR fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Los transgenes
tienen un tamafio aproximado de 1,6 kb. Los clones con fenotipo Mut+ deberian
mostrar dos bandas: una de 2,2 kb correspondiente al gen nativo de AOX, y otra
de ~2,1 kb correspondiente a la sumatoria del transgen 1,6 kb (HEXA o HEXB)
mas el fragmento de amplificacion del gen AOX1 500 pb. Para los clones con
fenotipo MutS se debe mostrar solamente la banda de ~2,1kb (transgen 1,6 kb +
amplicon AOX 500 pb). La reaccion de PCR fue desarrollada bajo las condiciones
descritas en la Tabla 7 con 35 ciclos 94°C/1 min, 55°C/1 miny 72°C/2,5 min.

Tabla 7. Componentes PCR determinaciéon de fenotipo

Componentes Cantidad / Concentracion final
Buffer 1x 5pL
Primer AOX 5’ 0,2 pM
Primer AOX 3 0,2 pM
dNTPs 0,2 pM
Mg+ 1,5 mM
Taq polimerasa 1,25 U
ADN 1-10pg
H20 c.s.p 50 pL

c.s.p. cantidad suficiente para.
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Objetivo 2: Evaluar la produccién de las enzimas recombinantes rhHex-A,
rhHex-B y rhHex-S a diferentes escalas de produccion.

4.3. Evaluacién de la expresion de los genes
4.3.1. Escalas de 10y 100 mL. Tamizaje de clones

La seleccion de los clones obtenidos en el proceso de transformacion fue
realizada a escala de 10y 100 mL. Para esto se prepar6 un indculo de los clones
P. pastoris GS115/pPIC9k-alpha (rhHex-S), P. pastoris GS115/pPIC9k-beta
(rhHex-B), y P. pastoris GS115/pPIC9k-alpha/beta (rhHex-A) en medio YPD
(Extracto de levadura 1% plv; Peptona 2% pl/v; D-glucosa 2% p/v) durante 48
horas a 28°C y 250 rpm. Posterior a la incubacién el in6culo fue adicionado al
medio BMG (tampén fosfato de potasio 100 mM pH 6.0; base nitrogenada de
levadura (YNB) 1.34%; biotina 4x10-5 %; glicerol 1%) e incubado por 24 horas a
28°C y 250 rpm. Una vez terminada la incubacion las los cultivos fueron
centrifugados a 3500 rpm por 15 minutos y el pellet se resuspendié en medio BMM
(tampon fosfato de potasio 100 mM pH 6.0; YNB 1.34%; biotina 4x10-59%; metanol
0,5 %) e incubadas durante 144 horas a 28°C y 250 rpm. Cada 24 h se adiciond
metanol para mantener la concentracién final de 0,5% durante el periodo de
induccion evaluado. Como control negativo se utiliz6 un clon de P. pastoris
transformado con el pldsmido pPIC9K, el cual fue cultivado e inducido bajo las
mismas condiciones descritas para los demas clones. Para la evaluacién del
proceso se tomaron alicuotas de 1 mL cada 24 h y se almacenaron a -20°C hasta
su anélisis.

4.3.2. Escala de biorreactor 1,65 L

Los clones que mostraron los mayores valores de actividad a escala de 100mL
fueron evaluados a 1,65 L en un biorreactor Bioengineering KLF2000 de 3.7 L
Para esto se prepard un pre-inéculo 20mL de medio YPD incubado a 28°C durante
48 h a 250 rpm. El in6culo se prepar6 adicionando los 20 mL del pre-in6culo a 180
mL de medio MGIi (YNB 1,34%; glicerol 1%; biotina 4x10-5) y se incub6 durante 24
h a 28°C y 250 rpm. Los 200 mL de in6culo se emplearon para inocular a 1,45 L
de medio salino FM22 modificado, pH 5.0 (Para 1 L: 25.74 g KH2PO4; 3 ¢
(NH4)2S04; 8.58 g K2504; 0.6 g CaS04 2H20; 40 g glicerol; 7.02 g MgS0O4 7H20;
4x10-5 % biotina; 1 mL de trazas minerales; 5 mL silicona) [103, 104].

La produccion de las proteinas recombinantes se realiz6 en tres fases,
manteniendo como condiciones constantes 28°C de temperatura, pH 5,0 vy
condiciones limitadas de oxigeno, asi: i) un cultivo discontinuo hasta alcanzar una
densidad celular de 40 g L4 de biomasa; ii) un lote alimentado con glicerol hasta
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alcanzar una densidad de 60 ¢ L- de biomasa; y iii) un lote alimentado con
metanol para inducir la expresién de los genes de interés. La concentracion de
metanol se mantuvo a una concentracién de 0,5 + 0,005 % usando una sonda
ALCOSENS (Heinrich Frings GmbH & Co. KG) con alimentacién automatica.
Durante el cultivo la temperatura se mantuvo regulada a 28°C y el pH a 5,0 con
hidroxido de amonio 7%. La fase de induccion se desarroll6 bajo condiciones
limitadas de oxigeno (oxigeno disuelto OD <10%). Durante la fase de induccion se
tomaron alicuotas de 5 mL aproximadamente cada 12 hy se almacenaron a -20°C
hasta su posterior andlisis.

4.4. Purificacidon de los extractos crudos de proteina

Las proteinas recombinantes fueron purificadas a partir del medio de cultivo
(extracto crudo) gracias a la presencia de la sefial de secrecion a-factor en el
constructo. Los extractos crudos obtenidos de cada proteina, fueron filtrados
secuencialmente a través de papel filtro Whatman # 1y 42, membranas de 0.45
gmy 0.22 gm (Pellicon XL Filter Module Durapore, Merck Millipore). El permeado
fue ultrafiltrado empleando membranas de 10, 30 y 100 kDa (Ultracel®
ultrafiltration disc, Merck/Millipore) en una celda Stirred Ultrafiltration Cell
(Millipore), de acuerdo a procedimientos realizados en trabajos previos [105]. Los
extractos concentrados por ultrafiltracion fueron sometidos a purificacion mediante
diferentes técnicas cromatograficas:

« Cromatografia de afinidad: para este proceso se utilizé la columna Ni
Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare), con el fin de aprovechar la His6tag
presente en el extremo N-terminal de cada una de las subunidades. La
purificacién se realizé siguiendo instrucciones del fabricante y empleando
un equipo de cromatografia de baja presién Biologic LP (Biorad).

« Cromatografia de intercambio idnico: los procesos de purificacion por
intercambio i6nico se realizaron en el equipo de cromatografia de baja
Presion Biologic LP (Biorad) a un flujo constante de 5 mL/min. Las
proteinas fueron equilibradas en las soluciones tampdn acetato o citrato de
sodio 25 mM pH 5.5 para rhHex-S; acetato de sodio 25 mM pH 5.0 o fosfato
de sodio 10mM pH 6.0 para rhHex-B; fosfato de sodio 10mM pH 6.0 para
rhHex-A. Las columnas se equilibraron previamente con 10 volimenes de
la solucién tampdédn de equilibrio correspondiente. El extracto crudo
concentrado fue adicionado a la columna (~ 5 - 10 mL) y la proteina no
unida (PNU) fue recolectada en una sola fraccion. La elucion de las
proteinas retenidas se realiz6 utilizando un gradiente lineal de NaCl 500
mM en la solucion tampén de equilibrio de cada isoenzima. Los eluidos se
recolectaron en fracciones de 1 mL
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Los procesos de purificacion fueron monitoreados mediante cuantificacion de
proteina, medidas por actividad enzimatica, electroforesis de proteinas SDS-
PAGE, y Western blot.

4.5. Analisis para el seguimiento y caracterizacion de las proteinas
recombinantes

4.5.1. Seguimiento y caracterizacion de las proteinas recombinantes
45.1.1. Determinacion de la densidad celular

La densidad celular de los cultivos se realizd6 mediante mediciéon de la densidad
Optica (DO) a 610 nm en el espectrofotometro HACH DR2700, realizando
diluciones en base 10 en agua desionizada. Como blanco se empled el medio de
cultivo (BMM o FM22, dependiendo de la escala evaluada). El calculo de la
densidad celular (g L4) se realiz6 utilizando la curva de peso seco reportada por
Coérdoba et. a/.(2003) [106].

(°,528 x DOsIOnm)
gL 1= x fd
0,619 '

Donde: DO6i0nmrepresenta la absorbancia a 610 nm y fd el factor de dilucion.

4.5.1.2. Cuantificacion de proteinas por el método de &acido
bicinconinico (BCA)

La cuantificacion de las proteinas obtenidas en los diferentes procesos fue
realizada utilizando el método de acido bicinconinico (Pierce BCA Protein Assay
Kit - Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, en
una placa de 96 pozos se mezclaron 25 pL de proteina o curva patrén con 200 pL
de la solucion de trabajo (1 parte de solucion A y 50 partes de solucion B). La
placa se incubd por 1 hora a 37°C, y se ley6é a 540 nm en un lector de placas
Anthos 20/20. La curva patr?n fue preparada con albumina sérica bovina (BSA) en
un rango entre 0 - 2 mg mL.

45.1.3. Determinacién de Actividad Enzimatica

Para la determinacion de actividad enzimética de las enzimas recombinantes se
emplearon los sustratos 4-Metilumbeliferil-N-acetil-p-D-glucosamina (MUG, Sigma-
Aldrich) 2,5 mM disuelto en solucién tampoén citrato - fosfato 0,01 M pH 4,4; 6 4-
metilumbeliferil-6-sulfo-N-acetil-p-D-glucosamina (MUGS, Calbiochem) 10 mM
disuelto en agua desionizada. La medicién se realiz6 siguiendo el procedimiento
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reportado por Shapira et. al. (1989), [107] para la determinaciéon de p-
hexosaminidasas en leucocitos.

Brevemente, para la medicién con el sustrato MUG, 0,004 a 0,01 mg de proteina
en un volumen de 50 pL fueron mezclados con 200 pL de sustrato. En caso de ser
necesaria la dilucion de la muestra ésta se realiz6 empleando una solucién de
albimina sérica bovina al 0,6%. Para la medicion con el sustrato MUGS, 0,02 -
0,03 mg de proteina en un volumen de 100 pL fueron mezclados con 25 pL de
solucién tampon citrato-fosfato 0,2 M pH 4.4 (Acido citrico 0,1 y Na2HP0O40,2 M) y
25 pL de sustrato MUGS. En caso de ser necesaria la dilucion de la muestra ésta
se realiz6 en agua desionizada. En ambos casos las mezclas se incubaron por 20
minutos a 37°C. La reaccion se detuvo mediante la adicién de 1,3 mL de solucién
tampodn glicina - carbonato 0,17 M pH 9,8 (composicion por litro: - Glicina 12,6 g,
Na2CO3 18 g). La fluorescencia se midi6 empleando un fluorbmetro Turner a
350/450 nm excitacion/emision, empleando un estandar de 4-metilumbeliferona 1
nM (Sigma-Aldrich) diluido 1/5 en buffer glicina - carbonato.

En todos los casos como blanco de reaccién se empledé agua desionizada. Una
unidad (U) de actividad fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
hidrolizar 1 nmol de sustrato por hora. El célculo de la actividad especifica (U mg-1)
y la volumétrica (U mL-]'), se realizd empleando las siguientes ecuaciones:

(ira Fb) x 3 UmL—ﬁ= (ira Ft)y ~ 3

U mg—jl =
("std » *dmx) (Fstd ~ ™Lmx)

Donde: Fmx fluorescencia muestra; Fb: fluorescencia blanco; Fstd fluorescencia
estandar, mgnx: mg de proteina adicionados; y mLmx volumen de muestra en mL.

4.5.1.4. Electroforesis de proteinas SDS-PAGE

Las muestras obtenidas de los procesos de expresion y purificacion fueron
analizadas mediante electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida al 10 y
8% con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE). Las muestras fueron diluidas 1:1 en
solucion de carga con p-mercaptoetanol (condiciones reductoras) y sin p-
mercaptoetanol (condiciones no reductoras). El corrido electroforético se realizé a
120V 60mA en una cdmara Minitprotean3 (BioRad). Los geles obtenidos fueron
teflidos con azul de coomassie o nitrato de plata [108].

4.5.1.5. Evaluacion de interacciones ante diferentes agentes
desnaturalizantes

Aproximadamente 50 pg de cada una de las hexosaminidasas recombinantes
fueron mezclados con diferentes agentes desnaturalizantes: p-mercaptoetanol 5%,

v
| s )



urea 8M, triton X-100 1%, citrato 25 y 50mM, fosfato de sodio pH 7,4. Una vez
mezclados, cada muestra fue resuelta en geles de poliacrilamida al 8% bajo las
condiciones descritas en 4.5.1.4., y teflidas con azul de coomassie.

45.1.6. Western-blot

Western-blot fue realizado para identificar las hexosaminidasas recombinantes
purificadas usando anticuerpos especificos, asi: anticuerpo monoclonal anti-HEXB
(ab140649, Abcam); anticuerpo policlonal de conejo anti-HEXA (sc-134577, Santa
Cruz); anticuerpo policlonal de conejo anti-HEXB cadena-A (sc134580, Santa
Cruz). Brevemente, 10 pg de cada enzima fueron resueltos en un gel de
poliacrilamida al 8%, y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond,
Amersham Biosciences). Las membranas fueron incubadas en solucion de
bloqueo (TBS 20 mM pH 7.5; Tween 20 0.2 %, leche descremada 5 %) por dos
horas a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados con solucién de lavado
(TBS 20mM pH 7.5, Tween 20 0.2%). Luego, los anticuerpos anti-hexosaminidasa
fueron adicionados e incubados 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-mouse IgG-HRP y
el ensayo fue revelado con solucién de diaminobenzidina.

45.1.7. Secuenciacion de aminoacidos

Las proteinas recombinantes fueron separadas por electroforesis de proteinas
SDS-PAGE [108], transferidas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF,
Millipore) [109], y visualizadas por tincion con azul de coomassie. Las bandas
obtenidas fueron cortadas de la membrana y sometidas a secuenciacion de
Edman [110] en un secuenciador de proteinas Procise 492 controlado por Procise
software version 5.1 en el Protein Chemistry Laboratory de la Univesidad Texas
A&M.

4.5.1.8. Analisis de proteinas por digestion de fragmentos tripticos por
MALDI-TOF

Las proteinas recombinantes fueron separadas por electroforesis de proteinas
SDS-PAGE [108] y tefiidas con azul de coomassie. Las bandas obtenidas fueron
cortadas, destefiidas y tratadas como se describié previamente [111]. Los péptidos
digeridos fueron procesados en un espectrbmetro de masas MALDI-TOF
(Shimadzu/Kratos). Los resultados fueron analizados mediante Peptide Mapping
(Thermo Fisher) y ProFound (http://prowl.rockefeller.edu/prowl-cgi/profound.exe).
El analisis por digestion de fragmentos tripticos fue realizado en el Protein
Chemistry Laboratory de la Universidad Texas A&M.
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4.51.9. Cinética enzimética

La cinética de la enzimas recombinantes purificadas fue purificada empleando el
sustrato artificial 4-metilumbeliferil-N-acetil-p-D-glucosamina (MUG, Sigma-
Aldrich). El ensayo se realiz6 evaluando concentraciones de sustrato entre 1,0 y
4,0 mM con 0,004 mg de proteina total (proteina minima requerida para la
determinacién de actividad) [107]. El ensayo se realizé en placa para fluorometria
de 96 pozos empleando un fluorbmetro de placa Twinkle LB 970 (Berthold
Technologies) a 350 y 450nm excitacién/emision. La reaccion se realizdé a 37°C
durante 40 minutos tomando lecturas de fluorescencia cada minuto. Las
fluorescencias se emplearon para calcular la concentracion (mM) del fluoréforo 4-
metilumbeliferona (4MU), empleando un estandar de 1 nM de 4MU. El Km y Vmax
para cada enzima se estimaron empleando la herramienta de Estimacion de
Pardmetros del programa COPASI 4,15 (Build 95). La reaccion 4AMUG ~ 4MU + G
fue introducida en el programa y se cargaron los datos de concentraciéon (mM) de
4AMU (variable dependiente) en funciéon del tiempo y de la concentracion de
sustrato (variables independientes), seleccionando el tipo de experimento como
“Time Course"™ y el método de Levenberg-Marquardt para la estimacion de los
parametros.
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Objetivo 3. Evaluar la estabilidad de las isoenzimas rhHex-A, rhHex-B vy
rhHex-S a diferentes condiciones de pH y temperatura.

4.6. Efecto de pH y temperatura en la estabilidad enziméatica de las
proteinas recombinantes

4.6.1. Efecto del pH

Los pH evaluados fueron 3,5; 4,0; 5,0; 5,5; 6,0; 7,0; y 7,5. Para los pH &cidos se
utilizé solucion tampon citrato de sodio 25 mM y para los basicos se us6 fosfato de
sodio 25 mM. Cada enzima purificada fue disuelta en el buffer correspondiente y
se incubo6 a 37°C por 1 h. Después de la incubacién se midié actividad enzimatica
usando el sustrato MUGS para rhHex-A, y MUG para rhHex-B y rhHex-S.

4.6.2. Efecto de la temperatura

La evaluacion a diferentes temperaturas se realizé al pH en el cual cada enzima
obtuvo su mayor actividad enzimatica asi: pH 5,0 para rhHex-A; pH 4,0 para
rhHex-S, y pH 4,5 para rhHex-B). Las enzimas purificadas fueron incubadas a 4,
37 y 45°C durante 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, y 72 h. Después de la incubacion se
midié actividad enzimatica usando MUGS para rhHex-A, y MUG para rhHex-B y
rhHex-S.

4.6.3. Efecto de incubacién en suero humano

Para evaluar la estabilidad de las enzimas al ser incubadas en suero humano de
voluntarios sanos, 1 pL de cada una de las proteinas fue mezclado con 49 pL de
una mezcla de suero humano de individuos normales, e incubado por 1, 3, 6, y 24
horas a 37°C. Como control se utilizé mezcla de suero humano no enriquecida con
enzima recombinante. Después de la incubacion se midi6 actividad enzimatica
usando MUGS para rhHex-A, y MUG para rhHex-B y rhHex-S.
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Objetivo 4. Evaluar in vitro la capacidad de las isoenzimas recombinantes de
ser incorporadas en células HEK293 y fibroblastos.

4.7. Evaluacion de captura celular utilizando diferentes
concentraciones de las enzimas recombinantes purificadas

Para esta evaluacion se utilizaron las lineas celulares HEK293 (ATCC CRL1573),
y fibroblastos de piel de un voluntario sano (Donados por el Instituto de Genética
Humana de la Pontificia Universidad Javeriana).

Los ensayos de captura celular fueron realizados de acuerdo a procedimientos
previamente reportados por Mosquera et. al. (2012), [112]. Brevemente, 24 horas
antes del ensayo, se cultivaron en placas rrde 12 pozos (TPP - 3.8cm2 (area
crecimiento) x 22.1mm diametro/pozo), 1x105 células por pozo en medio Dulbeco
modificado (DMEM Gibco, Carlsbad, CA), suplementado con suero fetal bovino
15%, penicilina 100 U mL-l1 y estreptomicina 100 U mL-1, a 37 °C en una
incubadora con suministro de CO2 durante 24 horas.

Dos horas antes del ensayo de captura el medio de cultivo fue cambiado por
medio fresco. Cada enzima recombinante fue adicionada en una concentracion
final de 10, 50 y 100 nM [112, 113] Luego de 6 h de incubacién a 37°C se retiro el
medio de cultivo y fue almacenado a 4°C hasta su analisis. Cada pozo fue lavado
con 1 mL de solucién tampén de fosfato pH 7,2 (PBS 1X, composicion por litro 8 g
NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g NaH2PO4, 0,24 g KH2PO4), y las células fueron lisadas con
deoxicolato de sodio 1 % (Sigma-Adrich). Como controles se emplearon células
sin adicién de la enzima recombinante. La actividad enzimatica fue medida tanto
en el medio de cultivo como en el lisado celular usando MUGS para rhHex-A, y
MUG para rhHex-B y rhHex-S.

4.7.1. Evaluacién de endocitosis de las enzimas recombinantes

Para evaluar si la entrada de las enzimas recombinantes era mediada por un
proceso de endocitosis, se siguio el protocolo descrito anteriormente, con 10 nM
de cada enzima recombinante, pero incubando las células a 4 y 37°C posterior a la
adicion de la enzima. Luego de las 6 h de incubacion se procesaron los medios
de cultivo y el lisado celular como se describié en el numeral anterior.

4.7.2. Evaluacién de la entrada por receptores manosa y manosa-6-
fosfato (M6P)

Para evaluar el tipo de receptor empleado por las proteinas recombinantes para su
entrada a la célula se realizaron ensayos de captura celular como se describid
anteriormente con una concentracion final de 50 nM en presencia o ausencia de 5




mM de Mafnosa (Sigma-Aldrich) o Manosa-6-fosfato (M6P) (Sigma-Aldrich). Como
controles se emplearon células con y sin manosa o M6P en ausencia de la enzima
recombinante. Luego de las 6 h de incubacion el medio de cultivo y las células
fueron tratados como se describié previamente.

4.7.3. Evaluacion de trafico intracelular in-vitro

El trafico intracelular para la rhHex-B producida en P. pastoris fue evaluado
empleando células HEK293 y una enzima marcada con un fluorocromo, mediante
microscopia confocal.

Previo al ensayo, la enzima rhHex-B fue marcada con Alexa Fluor® 568 dye
(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las recomendaciones dadas por el fabricante.
La enzima marcada fue almacenada a 4°C hasta su posterior uso.

El ensayo de captura se realiz6 como se describio anteriormente (materiales y
métodos 4.7.), en células HEK293 crecidas sobre laminillas de microscopia
(Fisher Scientific®) pre-adsorbidas con colageno tipo Il (Sigma®) y transferidas a
placas de cultivo de 12 pozos (TPP Techno Plastic Products AG®). La enzima
marcada fue adicionada a cada lamina en una concentracién final de 50 nM.
Pasadas las 6 h del ensayo de captura, los lisosomas de las células fueron
marcados utilizando LysoTracker® Green DND-2 (Thermo Fisher Scientific) en
medio DMEM en una concentraciéon final de 375 nM. Las células se incubaron 1
hora a 37°C. Finalmente, las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% y se
realiz6 el marcaje de los nlcleos celulares con DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride) (Thermo Fisher Scientific). El registro de las
iméagenes se realizé en el microscopio confocal Olympus FV1000 con el apoyo del
programa Fluoview (Olympus®) (Unidad de Ciencias Biomédicas, Facultad de
Ciencias).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Transformacioén de la cepa

Los clones de Escherichia coli portando los constructos pPIC9k-alpha y pPIC9k-
beta (Figura 13) fueron verificados inicialmente mediante extraccion de ADN
plasmidico y analisis de restriccion con la enzima Ncol, la cual realiza cortes en
dos puntos de los constructos obteniéndose bandas de 8088 y 2725 pb para
pPIC9k-alpha, y 8105y 2731 pb para pPIC9k-beta (Figura 14).

(413) PmBI AOX1 promoter

EcoRI (1222)

Ncol (2434)

Nati (2768)

sali (4710)

NCOt (SX65)
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(413) Pmel promotsr

ECORI (1222)
Ncol (2461)
Notl (2789)
Sali (4731)

NCOI (5186)

Figura 13. Constructos. LOs constructos A. pPIC%:-alpha y B pPICO%-beta se realizaron
utilizando € plasmido pPIC9K y los genes HEXA'y HEXB optimizados para su expresion en Pichia
pastoris, tienen un tag de histidinas en N-terminal y la sefial de secrecién a-factor.

Una vez verificada la correcta insercion de las subunidades a y p, se realiz6 la
extraccion y linealizacion del ADN plasmidico empleando las enzimas Pmel y Sall,
con los cuales se transformaron células competentes de la cepa Pichia pastoris
GS115, tal como se describe en materiales y métodos. La insercidon de los genes
en el microorganismo fue confirmada por PCR obteniendo las bandas esperadas
para los amplicones de cada subunidad (Figura 15).
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Figura 14. Verificacion constructos pPIC9k-alpha y pPIC9k-beta por analisis de restriccion.
Carril 1. Peso molecular. Carril 2 - 6: Clones Escherichia coli transformados con pPIC9k-alpha.
Carril 7 - 11: Clones Escherichia coli transformados con pPIC9k-beta.

Dependiendo de como ocurra la recombinacién genética en el genoma de la
levadura es posible causar unCa, dosi 0 ninguna delecion en los genes AOX,
obteniendo los mutantes MutS Mut™ o Mut- respectivamente. Estos mutantes
presentan diferentes velocidades de crecimiento, asi como de consumo de
metanol durante la fase de induccién. Los mutantes MutScrecen en metanol a muy
bajas velocidades consumen menos metanol que los mutantes Mut+ [87]. Los
mutantes MutS han sido asociados con productividades méas altas que la cepa
silvestre y que los mutantes Mut+ [114]. Por su parte los mutantes Mut+ son
capaces de utilizar rapidamente y en grandes cantidades el metanol [85], lo cual
debe ser cuidadosamente controlado para que no se vea afectada la produccién
de la proteina recombinante. La evaluacion del fenotipo de los clones obtenidos en
este trabajo se realiz6 mediante PCR. En la Figura 16, se observa una banda a la
altura de 2,2kb que corresponde con el peso de la banda obtenida para el control
Mut+. Adicionalmente, y como era de esperar para mutantes de este tipo, es
posible observar una banda adicional muy cercana de ~2,1kb la cual
corresponderia al tamafo del transgen méas el peso del amplicén de AOX. Esto
concuerda con lo descrito por el distribuidor de la cepa P. pastoris GS115, donde
describen que al linealizar constructos con enzimas diferentes a Bglll, se obtienen
clones con fenotipo Mut+
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Figura 15. Verificacion de insercién de genes por PCR. Los clones fueron verificados por PCR
usando cebadores especificos para cada subunidad. Carril 1y 2: clones con las subunidades ap.
Carril 3 y 5: clones con las subunidad p. Carril 4;: patrén de bajo peso molecular. Carril 6 y 7: clones
con la subunidad a. Carril 8: Control negativo.

Figura 16. Determinacion del fenotipo por PCR. La confirmacion del fenotipo se realiz6 por PCR
empleando cebadores del gen AOX. Carril 1: Control MUTs P. pastoris GS115/His+/Muts/HAS.
Carril 2: Control Mut+ GS115/His+/Mut+/B-Gal. Carril 3: Clon de rhHex-A subunidades ap Carril 4:
Clon de rhHex-A subunidades ap. Carril 5: Peso molecular. Carril 6: Clon de rhHex-S subunidad

a.

v
| & )



5.2. Evaluacion de la expresion de los genes a 10 mL, 100 mLy 1,65 L

Se seleccionaron cinco clones de P. pastoris GS115 para cada una de las
enzimas rhHex-A, rhHex-B, y rhHex-S, con el objetivo de ser evaluados a 10 mL
(Figura 17). En esta escala la actividad volumétrica mas alta fue de 208,7; 218,1; y
1717,5 U mL-1, para cada una de ellas, respectivamente. Los clones con la
actividad volumétrica mas alta para cada enzima recombinante fueron
seleccionados para su posterior evaluacién a 100 mLy 1,65 L.

A escala de 100mL los méaximos valores de actividad volumétrica y especifica para
rhHex-A, se observaron a las 72 horas de induccion, con 182,2 U mL1y 1207,6 U
m gA, respectivamente. Los niveles mas altos de actividad especifica para rhHex-B
fueron observados a las 72 h con valores de 112563,3 U mg-41, sin embargo la
actividad volumétrica muestra un valor més alto hacia las 144 h de induccién de
19257,3 U mL-1. De igual forma para rhHex-S la actividad especifica méas altas
fueron observadas hacia las 96 h de induccién con 36292,06 U mg-fLy la actividad
volumétrica muestra un valor de 8173,7 U mL-1 a las 96 horas mostrando una
tendencia a estabilizarse hacia las 144 h (Figura 18).

Por su parte, P. pastoris transformada solamente con el plasmido pPIC9K vacio
(sin gen) fue empleada como control negativo, mostrando una actividad maxima
total de p-hexosaminidasa de 3,2 U mg-l lo cual es marcadamente menor que lo
observado en los clones que expresan cualquiera de las tres isoenzimas
recombinantes. Con el fin de confirmar que los valores de actividad correspondian
a la inserciéon de los cDNAs de las hexosaminidasas humanas se realiz6 la
busqueda en Uniprot y GenBank de secuencias para hexosaminidasas enddgenas
de P. pastoris CBS 7435 (Taxonomy ID 981350), P.pastoris DMSZ 70382
(Taxonomy ID 638632), y P. pastoris GS115 (Taxonomy ID 644223) sin encontrar
ninguna secuencia asociada con alguna actividad hexosaminidasas. Estos
resultados muestran que la actividad p-hexosaminidasa detectada en los clones
expresando rhHex-A, rhHex-B, y rhHex-S se debi6 a la presencia de los genes
insertados. Adicionalmente, estos resultados muestran la especificidad de los
sustratos usados para el seguimiento de la producciéon de las p-hexosaminidasas
humanas recombinantes.
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Figura 17. Evaluacién de la expresién clones a 10 mL. Cinco clones de cada cepa de P.pastoris
GS115 para la expresion de cada enzima, fueron evaluados a 10 mL. El clon de cada proteina que
presentara mayor actividad fue escogido para ser escalado a 100mL. Se presentan los valores de
actividad volumétrica medida con el sustrato MUG para rhHex-A (A), rhHex-B (B), y rhHex-S (C).




Figura 18. Expresion de las proteinas rhHexA, rhHexB, y rh HexS a escala de 100 mL. A.
Actividad especifica (U mg‘]). B. Actividad volumétrica ((U mL']). La induccién se realizo durante
144 h con 0,5% metanol.
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Teniendo en cuenta las horas en las cuales se obtuvo la mayor actividad de cada
uno de los clones seleccionados a 100 mL, se realizé el escalamiento a 1,65 L
Como se esperaba los valores de las actividades enzimaticas incrementaron como
resultado de controlar cuidadosamente las condiciones de crecimiento e induccién
(pH, temperatura, aireacion, velocidad de alimentacion y agitacion), lo cual
permiti6 mejorar la produccion de cada una de las proteinas heterélogas [71].

Es bien sabido que las condiciones de producciéon de una proteina recombinante
dependen en gran medida de la cepa utilizada y de la proteina a expresar, por
tanto a pesar de haber realizado trabajos previos a escala de biorreactor con otras
enzimas lisosomales en el IEIM, fue necesario evaluar diferentes concentraciones
de glicerol (10 gL, 20 gL, y 40 g L) durante lafase de lote, enfrentadas contra
0,1 6 0,5 % v/v de metanol durante la fase de lote alimentado (induccién), con el
fin de definir en cual de ellas era posible obtener una proteina recombinante méas
activa. Los resultados mostraron que al utilizar las concentraciones de 40 g L' de
glicerol y 0,5 % de metanol se logré obtener una alta densidad celular (biomasa), y
valores de concentraciéon de proteina y actividad enzimética mas altos (Figura 19).

De esta forma, todos los ensayos en biorreactor fueron realizados bajo las
concentraciones de glicerol y metanol descritas previamente, obteniéndose entre
1204a 200 g L de biomasa, y una concentracion de proteina de 1,6; 1,4; y 2,5 mg
mL-1 para los clones de rhHex-A, rhHex-B, y rhHex-S, respectivamente. El oxigeno
disuelto fue mantenido por debajo del 10% de acuerdo a los requerimientos del
microorganismo. Se ha descrito previamente que las condiciones limitadas de
oxigeno contribuyen en la reduccién de la lisis celular y al mejoramiento de los
rendimientos de produccion de enzimas heterélogas en comparacion a aquellos
con suministro de oxigeno [100]. Adicionalmente, se ha demostrado que en
cultivos bajo condiciones limitadas de oxigeno se obtienen rendimientos de
produccién de proteina més altos que aquellos con suplemento de oxigeno [115].
De igual forma, para el caso de las enzimas lisosomales humanas recombinantes,
se demostr6 previamente que la produccidon de la enzima recombinante humana
iduronato-2-sulfato sulfatasa en la cepa P. pastoris GS115 se incrementé bajo
condiciones limitadas de oxigeno en comparaciéon con los cultivos realizados bajo
condiciones limitadas de sustrato [116].
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Figura 19. Evaluacién del efecto de las concentraciones de glicerol y metanol en cultivos Ia
escala de bioreactor (1,65 L). La evaluacion de diferentes concentraciones de glicerol (10 g L',
20 g L-,y 40 g L-) durante la fase en lote, y de metanol (0,1 y 0,5% v/v) durante la fase de
induccion, fueron evaluadas inicialmente en cultivos para la produccion de rhHex-A. Las
condiciones que permitieran tener valores de proteina activa mas altos fueron seleccionadas para
realizar los posteriores cultivos de rhHex-B y rhHex-S. Se determinaron los valores de A. Biomasa
(9 L:}). B. Actividad especifica (U mg:]). C. Actividad volumétrica (U mL:l). La medicién de actividad
enzimatica en este proceso fue realizada utilizando el sustrato sulfatado MUGS.




Las actividades especificas y volumétricas mas altas a 1,65 L fueron 13124,1 U
mg-1 y 25762,6 U mL-1 para rhHex-A, respectivamente. Para rhHex-B 12779,4 U
mg ' y 17330,1 U mL” y para rhKiex-S a las 24 horas de induccién una actividad
especifica de 21.025,9 U mg-1. Sin embargo, este dultimo resultado no es
consistente con la baja concentracion de proteina en la muestra y la actividad
volumétrica observada a ese momento de la induccién. Por esta razén, para la
enzima rhHex-S se seleccionaron los valores de 14606,0 U mg-Aly 15556,1 U mL-Al
a las 96 h como los maximos valores obtenidos a esta escala (Figura 20).

Los resultados de actividad fueron determinados con el sustrato no sulfatado
(MUG) y son cerca de 25- a 30- veces mas altos que los obtenidosfa\con leucocitos
de individuos normales (hexosaminidasa total 388,2 +/- 10 U mg-1). Akeboshi et.
al. (2007) [15] reporté actividades de 51000 y 29000 U mg-1con el sustrato MUG y
MUGS, respectivamente, para la enzima recombinante Hex-A producida en la
levadura metilotréfica Ogataea minuta. De esta forma, la actividad enzimatica para
rhHex-A producida en P. pastoris a 1,65 L es cerca de 3,9-veces mas baja que la
reportada para O. minuta a 4 L Sin embargo, los valores de actividad en P.
pastoris no son del mismo orden de magnitud (106 U mg-1) que las producidas por
O. minuta, mostrando el potencial de P. pastoris como un sistema de expresion
para la Hex-A recombinante.

Por otro lado, solamente existe un reporte de la expresion de Hex-B recombinante
en levadura, en la cual la enzima fue producida de forma intracelular en
Saccharomyces cerevisiae [64]. Esta enzima recombinante Hex-B fue dirigida a
las vacuolas y presentd un patron de glicosilacion diferente. Sin embargo, la
actividad de Hex-B producida en P. pastoris fue -8.000 vecei mas alta que la
observada para la enzima producida en S. cerevisiae (1,6 U mg-1) [64].

Finalmente para la enzima recombinante Hex-S Akeboshi et. al. (2007) [15]
reportaron su presencia durante la produccion de Hex-A recombinante debido a
que la levadura O. minuta fue co-transformada con los genes HEXA y HEXB. A
pesar que la enzima Hex-S recombinante representdé el 74% de las tres
isoenzimas producidas, los autores no presentaron valores de actividad ni la
caracterizacion de la enzima recombinante, por lo que el presente estudio
representa el primer reporte de la produccion y posterior caracterizacion de la
enzima recombinante humana Hex-S en una levadura.
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Figura 20. Produccién de p-hexosaminidasas a escala de biorreactor (1,65 L). A. rhHex-A, B.
rhHex-B, C. rhHex-S. Los datos mostrados en las gréficas corresponden a la fase de induccion
realizada con 0,5% de metanol. Eje izquierdo externo: concentracién de proteina determinada por
el método de Lowry (mg mL-). Eje izquierdo interno: biomasa (g L-). Eje derecho interno: actividad
especifica en U mg-". Eje derecho externo: actividad volumétrica en U mL-".

5.3. Procesos de purificacion de las hexosaminidasas recombinantes

A pesar que los constructos de las p-hexosaminidasas humanas fueron disefados
para tener una cola de histidinas 6x en el extremo N-terminal, después de varios
intentos de purificacion a través de cromatografia de afinidad en columna de
niquel, no fue posible obtener las enzimas recombinantes purificadas. Estos
resultados fueron inicialmente asociados con la probable pérdida de la cola de
histidinas por procesamiento proteolitico durante la maduracion de la enzima [90],
lo cual fue confirmado mediante la secuenciacién de proteinas por el método de
Edman. Por esta razon, las tres p-hexosaminidasas fueron purificadas
parcialmente mediante cromatografia de intercambio i6nico, de acuerdo a los
puntos isoeléctricos reportados para las p-hexosaminidasas humanas obtenidas
de diferentes tejidos [46, 57, 60].

Para la purificacion los clones de rhHex-A, rhHex-B y rhHex-S fueron cultivados a
escala 1,65 L y el cultivo fue recolectado a la hora de méaxima produccion de
acuerdo a los resultados previos. rhHex-A y rhHex-S fueron purificadas por
cromatografia de intercambio aniénico a pH 6,0 y 5,5, respectivamente; mientras
rhHex-B fue purificada por intercambio cationico a pH 5,0.
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Los resultados mostraron 107,5-; 122,8-; y 95,4- veces de purificacion para rhHex-
A, rhHex-B, y rhHex-S, respectivamente (Tabla 8). Por su parte, la actividad
enzimatica especifica para las enzimas purificadas fue 1,35 x 106; 1,27 x 106; and
1,39 x 106 U mg-1 respectivamente. En la literatura hay informaciéon limitada acerca
de la purificacion de p-hexosaminidasas, la mayoria de los reportes provienen de
enzimas obtenidas de tejido (normal o paciente) donde la actividad enzimatica se
encuentra en niveles normales (por ejemplo, gangliosidosis GM2 variante AB).
Conzelman et.al. (1978) [58] reportaron una actividad de 5,5 x 106 U mg-1 después
de la purificacion de Hex-A obtenida a partir higado humano de un paciente con
gangliosidosis GM2 variante AB, por cromatografia de afinidad por concanavalina
y DEAE celulosa. Estos mismos autores intentaron purificar Hex-B a partir de
higado, pero no reportaron valores de actividad debido a la baja concentracion de
proteina obtenida. Tallman et al. (1974) [117] después de seis pasos de
purificacion de hexosaminidasa a partir de placenta reportaron valores de actividad
de 30,6 x 106y 28,1 x 106 U mg-1 para Hex-A y Hex-B respectivamente.

Con respecto a la purificaciéon de p-hexosaminidasas recombinantes, rhHex-B ha
sido purifcada a partir de células de insecto en un proceso de dos pasos
cromatograficos, con una actividad final de 6,5 x 106 U mg-1 [63], mientras que la
rhHexA producida en O. minuta y purificada por cromatografia de afinidad mostro
una actividad final de 1,4 x 106 U mg-1[14, 15]. De esta forma en este estudio se
empled un solo paso de purificacion, mostrando que rhHex-A y rhHex-B producida
en P. pastoris presentan actividades enzimaticas similares a aquellas reportadas
para enzimas recombinantes producidas en otros sistemas de expresion, pero
mas bajos que los reportados para enzimas nativas.

Por otro lado, la actividad especifica de rhHex-S fue 50 veces mas alta que la
reportada por Potier et.al [45] para la enzima purificada a partir de higado (26820
U mg-&), y considerablemente mas alta que la purificada a partir de cerebro (1494
U mg-1). Finalmente, la actividad especifica de la rhHex-S fue 2,2 veces més baja
que la reportada por Hepbildikler et. al. (2002), [54] (3,1 x 106 U mg-1) para la
enzima producida en células de insecto.
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Tabla 8. Purificacion de las rhHexosaminidasas producidas en Pichia pastoris

Actividad

Muestra F)[I?ot(teal;rllal Total U ?scptiev(i:(l’jf?cda Rendimiento Ve_ges de
(ma) (nmol/h) x (nmol/mg/h) (% ) purificacion
106
rhHex-A
Extracto crudo 2716,60 34,28 0,01 100 1
Retentato ultrafiltracion 150,74 19,36 0,13 56 13
Proteina purificada 12,96 17,59 1,36 51 136
rhHexo-B
Extracto crudo 1890,00 19,56 0,01 100 1
Retentato ultrafiltracion 325,15 6,53 0,02 3 2
Proteina purificada 4,20 533 127 27 127
rhHexo-S
Extracto crudo 1605,00 23,33 0,01 100 1
Retentato ultrafiltracion 72,73 15,08 0,21 65 21
Proteina purificada 9,60 13,38 1,39 57 139

Por otro lado, debido a que el clon de rhHex-A fue obtenido con el cDNA de las
subunidades a- y p- en un mismo vector, es posible obtener las tres isoenzimas
rhHex-A, rhHex-B, y rhHex-S durante el proceso de produccion de rhHex-A. Por
esta razon, con el propdésito de evaluar la presencia de estas isoenzimas en el
extracto del clon de rhHex-A, se emplearon dos cromatografias aniénicas, DEAE vy
Q-Sepharose, durante el proceso de purificacién, las cuales mostraron un patrén
de purificacion similar entre ellas (Figura 20). Mediciones de las fracciones
obtenidas en proteina no unida (PNU) y fracciones de proteina eluida de la
columna (PE) con los sustratos MUG y MUGS, demostraron que rhHex-B y rhHex-
A fueron detectadas tanto en PNU como en PE (Figura 21A). Estos resultados
contrastan con reportes previos en los cuales la Hex-B y Hex-A humanas son
obtenidas en fracciones diferentes empleando la columna (DEAE) y condiciones
similares a las empleadas en el presente trabajo. De esta forma, Hex-B es
obtenida en PNU mientras Hex-A y Hex-S son obtenidas en las fracciones de PE a
diferentes niveles de conductividad [46, 60, 117-119].
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Figura 21. Evaluacién del perfil de purificacién de rhHex-A empleando dos columnas de
intercambio aniénico Q-sefarosa o DEAE. La purificacidon se realizé utilizando tampén de fosfato
10 mM pH 6,0 y un flujo de 5 mL/min. A Perfil de purificacion con la columna DEAE sefarosa. B.
Perfil de purificaciéon con la columna Q-sefarosa. En los dos casos se muestra el pico de proteina
no unida a la columna (PNU) y el pico de elusiéon (PE) obtenido al usar un gradiente lineal de 0 a
0,5M NaCl. Posteriormente la actividad p-hexosaminidasa fue medida como se describié en
materiales y métodos usando los sustratos MUG y MUGS.

En el presente trabajo para descartar la presencia de rhHex-S en todas las
fracciones colectadas durante el proceso de purificacion se realiz6 la medicién de
actividad empleando el sustrato MUGS con y sin inactivacion a 52°C, tomando
ventaja de la termolabilidad de rhHex-S (ver Figura 28) y de su afinidad por el
sustrato MUGS (Figura 22). Como se observa en la figura 22B, los valores de
actividad enzimética fueron similares en las dos temperaturas 37°C y 52°C (con y
sin el proceso de inactivacion, respectivamente) sugiriendo que la actividad en
estas muestras es debida solamente a la presencia de rhHex-A, y que bajo estas
condiciones rhHex-S no estaba presente.
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Adicionalmente, se calcul6 la relacion rhHex-A:rhHex-B usando el promedio de los
valores de actividad especifica obtenidos en las fracciones PE medida con el
sustrato MUG. El valor obtenido fue de 2,17 el cual es similar al reportado por
Okoshi et. al. (1979) [120] quien mostré una relacién entre 2,5 y 4,52 para p-
hexosaminidasas purificadas de rifidn y més alto que el reportado para p-
hexosaminidasas purificadas de placenta normal (0.89-1.24) usando una columna
DEAE bajo las mismas condiciones usadas en el presente estudio.
Adicionalmente, estos resultados son cerca de 3 veces mas altos que los
reportados para la enzima Hex-A producida en O. minuta, la cual representd el
23% de la hexosaminidasa total, basado en la relaciéon de las isoenzimas
obtenidas con la columna de DEAE [15].

5.4. Caracterizacion de las hexosaminidasas recombinantes
5.4.1. Caracterizacion por peso molecular

Para la enzima Hex-A purificada de placenta humana se ha reportado un peso
molecular de 112 kDa [50], mientras para la enzima purificada de higado se han
reportado pesos moleculares entre 100 y 110 kDa [47, 57]. Se han descrito
resultados similares para la enzima Hex-B purificada de higado y placenta con
pesos moleculares entre 108 y 112 kDa, respectivamente; mientras que para Hex-
S obtenida a partir de higado se reporté un peso de 103 kDa [57]. En contraste,
otro reporte para la enzima Hex-S purificada de higado y cerebro describié un
peso molecular de 154 y 152 kDa, respectivamente [45].

En el presente estudio empleando un andlisis SDS-PAGE bajo condiciones
reductoras, se observaron bandas de ~200kDa para rhHex-B, y de ~100kDa para
rhHex-A y rhHex-S (Figura 23). Este patron de bandeo fue el mas observado, sin
embargo, en ocasiones fue posible observar bandas de ~ 66 y 50 kDa, e incluso
bandas tenues de menor peso molecular. El alto peso molecular atribuido a las
muestras de rhHex-B, y en algunos casos a las otras dos enzimas, podria deberse
a la generacion de interacciones entre subunidades a través de enlaces no
covalentes que puedan evitar la disociacion bajo condiciones reductoras y
favorecer la formacién de agregados de proteina, o de interacciones hidrofébicas
que propicien el plegamiento de las proteinas evitando su interaccion con el medio
acuoso [121].
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Figura 22. Purificacion rhHex-A por DEAE sepharosa. A. rhHexA: muestra inicial usada para
purificacién; PNU: proteina no unida (fraccionada) PE: proteina eluida. Muestras fueron analizadas
por MUG y MUGS. B. rhHex-S fue descartada por inactivacion a 52°C y medicion con MUGS.
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Figura 23. Electroforesis de p-hexosaminidasas recombinantes purificadas. Panel A.
Muestras resueltas en un gel de poliacrilamida a 8% bajo condiciones reductoras y tefiido con
nitrato de plata. carril 1.rhHex-S, Carril 2. rhHex-B, carril 3. rhHex-A, Carril 4. Peso molecular.
Panel B. Muestras resueltas en Precast gels a 10% (Biorad) y visualizadas en un
fotodocumentador (Biorad). Carril 1. rhHex-A (reductor), Carril 2. rhHex-B (reductor). Carril 3.
rhHex-S (reductor). Carril 4. Peso molecular. Carril 5. rhHex-A (no reductor), Carril 6. rhHex-B (no
reductor). carril 7. rhHex-S (no reductor). Cabe resaltar que las bandas observadas en condiciones
reductoras son producto de la banda de alto peso molecular en condiciones no reductoras.

Con el fin de observar las posibles interacciones generadas entre las subunidades
se evaluaron las proteinas recombinantes ante agentes desnaturalizantes como
urea 8M (puentes de hidrogeno e interacciones hidrofébicas), p-mercaptoetanol
(puentes disulfuro), triton X-100 1% (interacciones hidrofébicas), incremento de
fuerza i6nica, y cambio de pH (Figura 24).

Los resultados con los diferentes agentes desnaturalizantes, sugieren que el
dimero de rhHex-S (Figura 24 panel B) pareciera estar formado principalmente por
interacciones idnicas, ya que al someter la muestra a un aumento de fuerza i6nica,
de 25 a 50 mM, la banda que aparece a 120 kDa en el carril 2 desaparece
favoreciendo la aparicién de una banda muy fuerte a la altura de 50 kDa (carril 6).

Adicionalmente la proteina cuenta con interacciones covalentes tipo puentes di-
sulfuro, ya que al tratar la muestra con p-mercaptoetanol (carril 3, panel B), se
evidencian bandas a la altura de 25, 35, 50, y 120 kDa aproximadamente.
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Finalmente, el tratamiento con urea y tritobn (carril 4 y 5, panel B) tuvo un efecto
similar sobre la proteina, minimizando la formacién de la banda de 50 kDa y
favoreciendo la formacion de estructuras mas complejas de mayor peso molecular.
Debido a que estos dos agentes favorecen la disminucién de interacciones
hidrofébicas, estos resultados sugieren que las estructuras de alto peso molecular
podrian estar constituidas o favorecidas en gran medida por interacciones de este
tipo.

Para el caso de la enzima rhHex-B (Figura 24, panel C), la adicién de los agentes
desnaturalizantes no generé mayores cambios en la estructura, presentandose
siempre una banda a la altura de 200 kDa y una por encima de 66 kDa, lo cual
sugiere la presencia de interacciones fuertes dentro de la estructura de esta
isoenzima. Sin embargo, se observan la presencia de interacciones tipo enlace di-
sulfuro, ya que tras el tratamiento con p-mercaptoetanol la banda de ~66kDa
tiende a intensificarse mientras la de ~200 kDa disminuye.

Finalmente, para la enzima rhHex-A (Figura 24, panel A) el patron de bandeo
muestra una combinacion entre lo obtenido en rhHex-S (subunidad a) y rhHex-B
(subunidad p). En general, los cambios en la estructura ante los diferentes agentes
desnaturalizantes no son muy marcados, sin embargo, al tratar la enzima con urea
8 M, incremento de fuerza i6nica, y cambio de pH (carriles 5 6 y 7
respectivamente) se favorece la aparicion de una banda a la altura de ~50 kDa
similar a la observada en los tratamientos de la enzima rhHex-S.

116
97

31

21

1234567 1234567 1234567

Figura 24. Evaluacion de las interacciones entre las subunidades de las enzimas
recombinantes. Las enzimas recombinantes A: rhHex-A; B: rhHex-S; C: rhHex-B, fueron
resueltas en un gel de polacrilamida al 8% con diferentes agentes de reduccién. Carril 1: Peso
Molecular, Carril 2: Citrato 25 mM, Carril 3: Citrato 25mM + p-ME 5%, Carril 4: Citrato 25mM +
Triton-X-100 1%, Carril 5: Citrato + Urea 8M, Carril 6: Citrato 50 mM pH 5,0, Carril 7: PBS pH 7,4.
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La inmunodeteccion se realiz6 mediante western blot usando anticuerpos
comerciales (Abcam y Santa Cruz) contra las subunidades ay p. A pesar de haber
realizado diversas modificaciones en los tiempos de incubacion, concentraciones
de proteina y de anticuerpos durante la estandarizacion de la prueba, las bandas
identificadas en estos procesos fueron tenues en los diferentes ensayos. En la
Figura 25 se muestran los resultados de tres ensayos diferentes en los cuales se
resolvieron 10 pg de proteina por pozo en condiciones reductoras. Las bandas
identificadas en estos ensayos, muestran que la variabilidad en las interacciones
presentes en la proteina favorece el reconocimiento de una o varias bandas en
una misma muestra. Por ejemplo, la rhHex-S identificada con el anticuerpo anti-
subunidad alfa (Santa Cruz) muestra un bandeo diferente dentro de un mismo
ensayo (Panel B, carril 1y 2) y entre ensayos diferentes (Panel C, carril 5). En
todos los casos se utiliz6 un control positivo de leucocitos humanos de individuos
normales, el cual marcaba una banda de reconocimiento a 66 KDa, y algunas
bandas de peso molecular mas bajo.

Figura 25. Western blot rhnHexosaminidasas. Los ensayos de western blot fueron realizados con
diferentes lotes de proteinas recombinantes. Panel A. Inmunodeteccion con anti-subunidad beta.
Carril 1: rhHex-B banda de peso molecular a 200kDa, Carril 2: rhHex-A. Una banda a 100 y otra a
66 kDa aprox. Panel B. Inmunodeteccion con anti-subunidad alfa. Carril 1y 2 rhHex-S, Carril 3.
Leucocitos. Se abseran bandas a 150, 66,50 y 35 kDa. Panel C. Carril 1, 6y 7: Leucocitos, Carril 2, 5
y 8 rhHex-A, Carril 3y 4: rhHex-S. Carril 9: rhHex-B. Bloque I. (Carriles 1,2, y 3): incubados con
anticuerpo monoclonal anti-HEXA (ab140649, Abcam). Blogue II. (Carriles 4, 5, y 6): incubados con
anticuerpo policlonal anti-HEXA (sc-134577, Santa Cruz). Blogue lIl. (Carriles 7, 8, y 9): incubados
con anticuerpo policlonal anti-HEXB (sc134580, Santa Cruz).
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Con el objetivo de realizar una identificacion adicional de las p-hexosaminidasas
recombinantes, las bandas obtenidas para las fracciones purificadas en el SDS-
PAGE bajo condiciones reductoras fueron analizadas mediante MALDI-TOF
(Figura 26 A). Los fragmentos tripticos de la banda de 100kDa de rhHex-A,
mostraron una correspondencia con las secuencias de las subunidades a y p de
las p-hexosaminidasas lisosomales humanas. Por otro lado, los fragmentos
tripticos de rhHexB (200kDa) y rhHex-S (100kDa) sugieren una correspondencia
con las subunidades p y a, respectivamente (Figura 26 B). Adicionalmente, el
andlisis de las bandas de bajo peso molecular (~30 kDa) observadas en la
electroforesis no pudieron ser analizadas, debido a que la cantidad de proteina
extraida de las bandas no fue suficiente para ser analizada mediante MALDI-TOF.
Esta misma aproximacion (huella peptidica por MALDI-TOF) fue usada por
Gonzélez, et. al. 2013, en nuestro laboratorio para verificar la identidad de una
lacasa nativa (Trametes pubenses), demostrando la utilidad y validez de esta
aproximacion [122].

Se realizaron dos grupos de alineamientos con el fin de confirmar que los
fragmentos tripticos obtenidos correspondian con las secuencias de las
hexosaminidasas humanas. El primero fue un alineamiento local de los fragmentos
tripticos obtenidos contra todos los organismos de la base de datos BLAST, donde
muestra que los fragmentos evaluados estan relacionados principalmente con las
secuencias de p-hexosaminidasas humanas (Tabla 9). Dentro de estos
fragmentos se describen principalmente tres que estan descritos como parte de
los dominios de la familia de las hexosaminidasas (GH20) y de las subfamilias
Hex-A/Hex-B (Tabla 10).

84



rtiHivA  rtiHe*>S PM  rftHmB

®

37

20

B rhHex-A (subunidad a) rhHeX'A (subunidad |J)

LAINiraNFQTSO Uim rENNFQFQYCN'SSMaPiiiSMjOtWQSYRDU FQ5S SWPRPyir

EHECAVBARNQPTES MIFNGHILSFNMARAWYS
«GFNIEDVWBAGTIMANCE RNV

FTIFE. MRP.CIHANFV" HIfIAL1tV EfY EHMJiiRGIK'ljij rD TKATLI'Avrjr 0 L PLIV/,

EPSﬂTFWVNPSUiIITI'EFMSTFFUIVSSVFPHPVIJ"QUJWVOFTCV'(SHF"HDFMRKRU\H]'
ERQE al LFETBCANNEAINIGTBIMPANWEAMK:
GPIIWWNBWFEWVEHTIR NG \IGEANV NS AL
VFPYA BV 1L SCLTRATLFBAL 8 QAGRVGROICTE;

rhHex-9 (subunidad P)

AAAVAA*PEPALWFIPI5VHMf PNIHWIAPN PYISHIPNIIASPACTLUEf* f BE*H
woriai RGRPGVIGDVL TTTHRYIDY-arsHR Tt mi F¥GiKn R
AMFIfHKFWVLHWWYODG5FPYqi5I TFPELWKG&ALSKHTTPMDVHMIIEYABLfIG
IHVLPEFDTPGHTL}iWsI3dQfCDLLTPCfiHgiRLDSM¢ PNPILHTFYSFLTTFFICEIMy

VVIG *v FOOfcAFLAPUGTIvIW VItOSAfPEf LZHVTAACT PVII5 {W V 1M K1<XID W »

RDHDWYDHLTHHRCRMYE BGIAAQPLYftGYCNHENM

JNENAKRAVOAVERTU Y INFTINFHEADS | 2D /e
a0 ift(" Ivyqd® i fijicestimDSp* fin mipw .11 h
IWHIiliDQSFPIQSITFtLSt

QBagKDUTPC¥5P QNKLDSFGPINPTLAN>SFLNFFtilgvFJgFIHIgGDCVEFIMES

rhHex-S (subunidad a)

LWPWIANFQTIM fffAY Pi"PqFCtiI""iAAQqKiiSV LK AfqiftP DLLFG5CI*¥4»?
HTLFKRWLWSWFPGChigiPnE SMENYTLTWDOQOXLSFTVW GAJJtrgg

IVAVKSAFGIE EINICTFIEOFPfIfFrfK LLIO TSfIHNnJhJGrilO TI-ljyM rtrrHKIEfVFilW W IvO
QU TEMIHENHIVEGMKENY A HLKA D
AENINCATRQEH QIS FTY VIE
DPWNAVEEPLMOBUANPYYVPYRPLAR T VA
CMWGEYTOWMVPFILWPWHIWKPIWSHKLTSOLTFWIRUHfRCEURFIGVQAaFL

NVGFCEQfFICIT

Figura 26. Anéalisis de huella peptidica de las proteinas purificadas por MALDI-TOF. A.
Electroforesis SDS-PAGE 10%, las bandas obtenidas fueron cortadas, decoloradas y tratadas para
obtener los fragmentos tripticos los cuales fueron procesados por MALDI-TOF. B. Mapa de
cobertura de secuencias. Los fragmentos sefialados en la grafica fueron analizados en Peptide
Mapping y ProFound para buscar la correspondencia con las secuencias de las subunidades a- y P-
de las P-hexosaminidasas humanas.
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Tabla 9. Alineamientos realizados por pBLAST.

Secuencia Descripcion Cobertura E-value Identidad
Contra Homo sapiens (%) (%)
§GLETFSQLV HEXA protein (Homo sapiens) 100 8e-4 100
EVIEYAR Hexosaminidase A (Homo sapiens) 100 0,76 100
SNPEIQDFMRKKGF HEXA protein (Homo sapiens) 100 5e-11 100
GEDFK
AGAVAERLWSNK HEXA protein (Homo sapiens) 100 0,013 100
*CELLRR HEXA protein (Homo sapiens) 100 9,8 100
8GILIDTSR Chain A, Native Human Lysosomal Beta- 100 0,54 100
Hexosaminidase Isoform B
S§TLDAMAFNK Chain A, Native Human Lysosomal Beta- 100 0,018 100
Hexosaminidase Isoform B
GSYSLSHVYTPNDVR beta-hexosaminidase beta-subunit 100 4e-15 100
MVIEYAR (Homo sapiens)
VEPLDFGGTQKQKQ beta-hexosaminidase subunit beta 100 9e-16 100
LFIGGEACLWGEYVD isoform 2 (Homo sapiens)
ATNLTPRLWPRASA
VGERLWSSKDVRD
MDDAYDRLTRHRCR
MVERG
VDATNLTPRLWPRA Hace parte de la secuencia anterior
SAVGERLWSSKDVR
DMDDAYDRLTRHRC
RMVER
DLLFGSGSWPRPYLT N-acetyl-alpha-glucosaminidase prepro- 100 3e-8 100
GK polypeptide (Homo sapiens)
GLETFSQLVWKSA HEXA protein (Homo sapiens) 100 8e-4 100
IQPDTIIQVWR HEXA protein (Homo sapiens) 100 0,004 100
ALLSAPWYLNR hexosaminidase A (Homo sapiens) 100 0,009 100
DFYIVEPLAFEGTPE beta-hexosaminidase subunit alpha 100 5e-11 100

QK

preproprotein (Homo sapiens)

rhHexA alpha subunit; rhHexA beta subunit rhHex-S
éSecuencias de hexosaminidasas otros organismos
‘Secuencias diferentes a hexosaminidasas

El segundo fue un alineamiento entre las secuencias de los fragmentos tripticos
obtenidos para cada proteina y el epitope contra el cual generaron los anticuerpos
(anti-HEXB cadena A: 408-477; anti-HEXA: 377-416) usados en el western blot.
En la Tabla 11 se muestra que por lo menos un fragmento de los obtenidos por el
andlisis de MALDI-TOF, hace parte de la secuencia contra la cual esta reportado
gue fueron producidos los anticuerpos.
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Tabla 10. Descripcion de péptidos representativos de los dominios de la familia GH20

PEPTIDO
VEPLDFGGTQKQKQLFIGGEACLW

GSYSLSHVYTPNDVRMVIEYAR

VEPLDFGGTQKQKQLFIGGEACLW
GEYVDATNLTPRLWPRASAVGERL
WSSKDVRDMDDAYDRLTRHRCRM
VERG

DESCRIPCION
Fue ldentificado como parte del dominio glicosil hidrolasa
GH20 de la superfamilia de hexosaminidasas; subfamilia
HexA/HexB-Like, mediante el uso de la herramienta BLAST
de la base del NCBI con el cédigo de acceso cd06562. Al
hacer el alineamiento de esta secuencia contra la misma
base de datos, es reconocida como parte de la secuencia
de la subunidad beta de la beta hexosaminidasa de Homo
sapiens isoforma 2, con un 100% de identidad, una
cobertura del 100% y un E-value de 4e-18 con el cédigo de
acceso NP 001278933.1. Con esos mismos valores de
identidad, cobertura y E-value reconoce la cadena A de la
Beta hexosaminidasa B nativa humana con coédigos de
acceso 1INOU Ay 107A A.
Fue ldentificado como parte del dominio glicosil hidrolasa
GH20 de la superfamilia de hexosaminidasas; subfamilia
HexA/HexB-Like, mediante el uso de la herramienta BLAST
de la base del NCBI con el cédigo de acceso cd06562.
Adicionalmente es reconocido como parte del dominio
catalitico glicosil hidrolasa familia 20 mediante Ila
herramienta pfam con el cédigo pfam00728.
Fue ldentificado como parte del dominio glicosil hidrolasa
GH20 de la superfamilia de hexosaminidasas; subfamilia
HexA/HexB-Like, mediante el uso de la herramienta BLAST
de la base del NCBI con el cédigo de acceso cd06562.
Adicionalmente el fragmento
VEPLDFGGTQKQKQLFIGGEACLW se encuentra dentro
de la secuencia del epitope que es reconocido por el
anticuerpo policlonal anti HEXB cadena-A.

En conjunto, los resultados obtenidos mediante western blot y anélisis por MALDI-
TOF, brindan una aproximacién en la identificacion de las p-hexosaminidasas
recombinantes producidas en P. pastoris y sugieren que estas tienen pesos
moleculares diferentes a los reportados para las enzimas nativas y recombinantes

producidas en otros hospederos.

Tabla 11. Identificacién de fragmentos tripticos Vs epitope de anticuerpos.

Proteina Fragmento MALDI
rhHex-B VEPLDFGGTOQKOQK

rhHexA  VEPLDFGGTQKQKQLAG
GEACLWGEY
rhHex-S  ALLSAPWYLNR

DFYIVEPLAFEGTPECQK

Anticuerpo Secuencia identificada por
usado anticuerpo *

anti-HEXB YLDLISYGODWRKYYKVEPLDFGGTQKQKQ
cadena-A LAGGEACLW

anti-HEXB YLDLISYGQDWRKYYKVEPLDFGGTQKQKQ
cadena-A LAGGEACLW

Anti-HexA NYMKELELVTKAGFRALLSAPWYLNRISYGP

DWKDFYIVE

* El fragmento identificado en MALDI para cada proteina dentro de la secuencia del epitope del
anticuerpo esta resaltado en rojo y subrayado.
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Por otro lado, las tres p-hexosaminidasas fueron evaluadas para determinar
algunos de sus parametros cinéticos (Km y Vmax) empleando el sustrato sintético
MUG (Tabla 12). Los datos fueron analizados por el software COPASI, tal como se
muestra en materiales y métodos. Los Km obtenidos a partir de este analisis para
las tres isoenzimas fueron 0,2; 0,5; y 0,4 mM para rhHex-A, rhHex-B, y rhHex-S,
respectivamente. Estas constantes muestran que en comparaciéon con los datos
reportados para algunas enzimas obtenidas de tejido para este mismo sustrato,
las producidas en P.pastoris parecen contar con una mejor afinidad por el sustrato.
Potier et. al. (1979) reportaron para Hex-S un Km entre 0,8 y 0,9 mM, Geiger et. al
(1977), e lkonne et. al. (1975) reportaron 0,9 y 9x10-4 mM respectivamente.
Pennybacker et. al. (1996) reportaron para Hex-A y Hex-B obtenida de placenta
0,7 y 0,57 respectivamente [45, 57, 59, 61]. Sin embargo, es necesario realizar
ensayos adicionales en los cuales se obtengan datos que permitan verificar la
accion de estas enzimas recombinantes sobre el sustrato natural y corroborar los
datos obtenidos en este ensayo.

Tabla 12. Datos de cinética Km y Vmax de las tres hexosaminidasas recombinantes.

HexoA HexoB HexoS
Km (mmol/L) 0.235 0.548 0.478
DS 0.042 0.094 0.046
C.V. (%) 18.2 17.2 9.7
Vmax (mmol/L/s) 6.06E-05 3.16E-05 7.77E-05
DS 1.43E-06 1.2E-06 1.06E-06
C.V. (%) 2.3 4 2,1

5.4.2. Caracterizacion por estabilidad a diferentes condiciones

Para las tres p-hexosaminidasas humanas recombinantes se estudi6 su
estabilidad a diferentes condiciones de pH (3,5 a 7,5) y temperatura (4 °C, 37°C y
45°C), asi como estabilidad en suero humano. Con respecto a la estabilidad de
pH, las enzimas rhHex-A, rhHex-B, y rhHex-S, perdieron 35, 50 y 15 % de
actividad respectivamente a pH 3,5 (Figura 27). rhHex-A mostr6 su mayor
estabilidad entre pH 4,5 - 5,0, con una reduccion del 10 % a pH 5,5, mientras a pH
4,0 la actividad fue un 85 % de los niveles observados a pH 5,0 (Figura 27). Por
otro lado, rhHex-B mostré la actividad mas alta a pH 4,5 con una marcada
reduccion a valores de pH por encima o por debajo de 4,5 (Figura 27).

Finalmente, rhHex-S mostré su mayor estabilidad a pH 4,0 con una reduccién
cercana al 15% a pH 3,5 y 6,0, y una muy marcada a valores de pH por encima de
6,5 (Figura 27). Existen pocos reportes que muestren el efecto del pH sobre la
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actividad enzimética para las p-hexosaminidasas; sin embargo, estos resultados
estan de acuerdo con lo reportado por Geiger et. al [57] quienes describieron una
actividad maxima de pH en un rango de 4,0 a 5,0 para las p-hexosaminidasas
extraidas de higado.

Figura 27. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de las hexosaminidasas
recombinantes. El efecto de pH se evaludé después de la incubacion de cada una de las enzimas
durante 1 hora a 37°C, disueltas en soluciones tampén a diferentes pH. Los resultados se
muestran como actividad relativa (%) teniendo en cuenta que el 100% se toma como el punto de
actividad mas alto encontrado durante la evaluacién para cada enzima.

La estabilidad a temperatura fue evaluada a lo largo de 72 horas a 4, 37 y 45°C
(Figura 28). Bajo estas condiciones rhHex-A no mostré una reducciéon significativa
en la actividad enzimética a 4 y 37°C a lo largo del tiempo evaluado, mientras a
45°C la enzima permanecio estable durante las primeras 8 horas, a partir de las
cuales se observé una marcada reduccion llegando a valores del 35% de los
iniciales después de las 72h de incubacién (Figura 28A). La enzima rhHex-B
mostré una gran estabilidad a 4 y 37°C, aunque después de las 72h a 37°C la
actividad fue reducida en un 40% de los valores iniciales. A 45°C la enzima rhHex-
B tuvo una marcada reduccion en la actividad enzimatica después de 2h de
incubacion (40 % de los niveles iniciales), alcanzando un 90 % de reduccion
después de las 72h (Figura 28 B). Finalmente, la enzima rhHex-S mostré una alta
estabilidad a 4 y 37°C, con un 80% de reduccion después de las 72 horas de
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incubacion a 37°C. A 45°C rhHex-S mostré la mayor inestabilidad a temperatura
de las enzimas estudiadas, con una pérdida del 90% de la actividad enzimatica
durante las primeras 2h de incubacion (Figura 28 C).

Estos resultados sugieren que el perfil de estabilidad de la enzima rhHex-S esta
de acuerdo con reportes previos que muestran la baja estabilidad de la subunidad
alfa [42]. La enzima rhHex-A producida en P.pastoris mostré estabilidad
importante a 45°C durante 8 h de incubacion, lo cual contrasta con la enzima
extraida de higado, la cual perdi6 un 10% de actividad durante los primeros 10
minutos de incubacion a 40°C [57]. Por su parte, rhHex-B producida en P. pastoris
tiene un perfil levemente diferente a reportes previos de termoestabilidad de la
subunidad p. Por ejemplo, Geiger €et. al. (1977) [57], mostraron que a 40 y 50°C,
Hex-B era la mas estable entre las p-hexosaminidasas. Adicionalmente, la
subunidad beta ha sido reportada como la subunidad intracelular mas estable [42];
por esta razén, la inactivacibn a 52°C es comunmente usada durante la
determinacion de actividad enziméatica en muestras de plasma de la Hex-A [107].
Sin embargo, se ha reportado que su actividad a 60°C se pierde asi como la de
Hex-A y HexS [57].
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Figura 28. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de las hexosaminidasas
lisosomales. Cada una de las enzimas rhHex-A (A), rhHex-B (B), y rhHex-S (C) fueron evaluados
en su actividad enzimatica después de ser incubadas a diferentes temperaturas 4, 37, y 45 °C
durante 72 h, disueltas en el una solucion tampdén de citrato al pH en el cual fueron mas estables,
el cual fue determinado anteriormente. Los resultados se muestran como actividad relativa (%)
teniendo en cuenta que el 100% fue el valor de actividad obtenido a las 0 h.




Adicionalmente, las tres isoenzimas recombinantes fueron evaluadas a 52°C para
compararlo con la estabilidad a 45°C. Esto debido al comportamiento presentado
por rhHex-B, la cual durante el proceso de determinacion de actividad enzimatica
de Hex-A en una muestra debe ser sometida a esta temperatura para la
inactivacion de las enzimas termolabiles. Asi, mismo se verificé el comportamiento
de rhHex-A y rhHex-S, después de ser sometidas a incubacién a estas dos
temperaturas y su medicién se realizé con el sustrato sulfatado MUGS. Los
resultados muestran en la Figura 29 que rhHex-A mantiene su actividad a lo largo
de 4 h de incubacién a 45 y 52°C, pero hacia las 6 h pierde un 25 - 30% de su
actividad. rhHex-S definitivamente es la enzima mas termolabil, pierde totalmente
su actividad a las 2 h de incubacién. Sin embargo, rhHex-B, mostré que no hay
una pérdida adicional de actividad a las 2h de incubacion a 52°C respecto a la de
45°C.

Finalmente, la estabilidad de las hexosaminidasas fue evaluada en suero humano.
La actividad de las enzimas nativas Hex-A, Hex-B y Hex-S en suero humano fue
entre 4000 y 2000 U mg " con una tendencia a disminuir durante las primeras 24 h
del ensayo (Fig 30A, control). La adicion de las enzimas rhHex-A, rhHex-B, y
rhHex-S en suero humano permitié6 un aumento en la actividad entre 5 a 83 veces
con respecto a los niveles observados en el suero sin enriquecer. Los resultados
mostaron que para rhHex-B y rhHex-S no mostraron una reduccion importante
durante las 24 h de incubacion. Por su parte, rhHex-A presentdé un perfil de
actividad inesperado, con un incremento en la actividad de la enzima a lo largo del
tiempo (Figura 30B) La razon de este incremento en la actividad enzimatica no ha
sido entendida aun, y se encuentra esta bajo evaluacion. Matsuoka et. al. (2011)
[17] evaluaron la actividad de hexosaminidasas recombinantes Hex-A y Hex-B y
una Hex-B modificada (una enzima quimérica con dos caracteristicas de la
subunidad alfa, la afinidad por el sustrato sintético aniénico, y la habilidad de
reducir el gangliésido GM2 in vitro) producidas en células CHO de forma
recombinante. Los resultados permitieron observar que la enzima Hex-B
modificada tenia una mayor estabilidad en plasma murino que las enzimas
recombinantes no modificadas [17].
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Figura 29. Efecto de 45 y 52°C sobre las hexosaminidasas recombinantes. Cada una de las
enzimas rhHex-A (A), rhHex-B (B), y rhHex-S (C) fueron incubadas a 45 y 52 °C durante 2, 4y 6 h,
disueltas en una solucién tampdn de citrato al pH en el cual fueron méas estables. Los resultados se
muestran como actividad relativa (%) teniendo en cuenta que el 100% fue el valor de actividad
obtenido a las 0 h. *Medicién de actividad con el sustrato MUGS.
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Figura 30. Estabilidad de las hexosaminidasas recombinantes en suero humano normal. A.
Se midié la actividad enzimatica presente en el suero humano normal sin la adicion de hexosaminidasas
recombinantes (Control suero humano normal). B. Las hexosaminidasas recombinantes fueron
incubadas en suero humano normal a 37 °C durante 24 horas, después de la incubacién se midid la
actividad enzimatica fue medida con el sustrato MUG de cada una de las muestras
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5.5. Captura celular de hexosaminidasas recombinantes

Aunque la enzima Hex-A recombinante humana ha sido producida en la levadura
O. minuta con altos niveles de actividad [14, 15], este es el primer reporte que
muestra la caracterizaciéon de p-hexosaminidasas recombinantes producidas en
levaduras, bajo las diferentes condiciones descritas. En resumen, estos resultados
mostraron que las p-hexosaminidasas recombinantes obtenidas en P. pastoris
tienen una estabilidad similar a las extraidas de tejido humano (enzimas nativas),
lo cual es un aspecto importante para continuar con mas estudios que permitan su
uso como enzimas terapéuticas en un futuro.

Las enzimas lisosomales son sometidas a modificaciones post-traduccionales
durante su tréfico celular desde el reticulo endoplasmico hasta el lisosoma o los
compartimentos extracelulares [90]. Una de las principales modificaciones es la
adicion de N-glicanos los cuales tienen Manosa 6 fosfato (M6P) en su extremo N-
terminal. Estas N-glicosilaciones son reconocidas por los receptores de M6P
(MPR) en el aparato de Golgi para dirigir la enzima hacia el sistema
endosoma/lisosoma [90, 123]. Adicionalmente, se han descrito sistemas de
marcaje lisosomal alternativos como sortilina que se une a muchos ligandos, y la
proteina integral de membrana lisosomal (LAMP-2), los cuales participan en el
direccionamiento de p-glucocerebrosidadsa a los lisosomas [124].

La terapia de reemplazo enzimatico convencional para las enfermedades de
depdsito lisosomal estd basada en la capacidad de la enzimas recombinantes
lisosomales para ser capturadas y direccionadas al lisosoma donde ellas pueden
degradar el sustrato acumulado [20]. La enzima Hex-A recombinante producida en
células CHO es capturada por células en cultivo de manera independiente del
receptor M6P, y es capaz de reducir los acumulos de gangliésido GM2 en células
Shwann vy fibroblastos de pacientes con la enfermedad de Sandhoff [125]. De
forma similar, la enzima Hex-B recombinante producida en células CHO fue
capturada por fibroblastos mediante el receptor cation independiente de manosa 6
fosfato (MPR), mientras que en un modelo de ratdn la administracion
intracerebroventricular de la enzima recombinante permitié la reduccion de la
acumulacion de gangliésido GM2 en parénquima [2, 17].. Por otro lado, para la
enzima Hex-A producida en O minuta fue necesario un tratamiento con alfa
manosidasa para exponer los residuos de M6P y de esta forma permitir la captura
celular de fibroblastos de pacientes [16, 46]. Una aproximacion similar fue
necesaria para la enzima alfa-glucosidasa [126] y alfa-galactosidasa A [127]
producidas en Yarrowia lipolytica y S. cerevisiae respectivamente, para lograr la
captura celular tanto in vitro como in vivo.
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En este trabajo las tres enzimas recombinantes producidas en P pastoris fueron
evaluadas por su capacidad de ser capturadas por cultivos celulares de
fibroblastos de piel de individuos normales y células HEK293. Como se muestra
en la Figura 31, la actividad de las enzimas se aumenté en el lisado celular
posterior a la exposicion de las células a cada una de las p-hexosaminidasas
recombinantes. La actividad enzimatica en el medio de cultivo permanecid similar
a la observada en el de células sin tratar (control). Estos resultados sugieren que
las enzimas recombinantes producidas en P. pastoris pudieran ser capturadas por
cultivos celulares sin requerir modificaciones enzimaticas posteriores. Se
evaluaron dos concentraciones para cada enzima, 10nM y 50nM, para el caso de
las células HEK293, la dosis mas baja fue suficiente para observar internalizacion
a la célula. Por su parte en los fibroblastos 10nm no mostrd actividad considerable
al interior de la célula (datos no mostrados) mientras 50nM mostré una diferencia
apreciable en los niveles de actividad al interior de la célula con respecto al medio
de cultivo.

Posteriormente, se evalud si la captura podria ocurrir por vias endociticas, por lo
cual se realizd el ensayo a 4 y 37°C simultdneamente. Es bien sabido que la
internalizacion de los procesos ocurre a temperaturas fisioldgicas y una baja
temperatura puede afectar o incluso inhibir la via endocitica de las proteinas [128].
En la Figura 32 se muestra claramente que los niveles de actividad intracelular a
37°C son mayores que los obtenidos con el tratamiento a 4°C (datos mostrados
como actividad enzimatica relativa obtenida como la diferencia entre la actividad
enzimatica intracelular Vs extracelular después de la resta de la actividad de las
células no tratadas o controles), sugiriendo que un mecanismo alternativo podria
ser usado para la captura celular de estas enzimas recombinantes. Resultados
similares fueron reportados para GALNS (N-acetilgalactosamina 6 sulfato
sulfatasa) producida en P. pastoris, la cual mostré inhibicion en su captura a 4°C
[129], y para la lipasa acida lisosomal producida en P. pastoris la cual fue también
capturada a través de receptores diferentes a M6P y receptores de manosa [130] y
para
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Figura 31 Evaluacién de captura celular de las hexosaminidasas recombinantes. A Células
HEK293. B Fibroblastos normales. Se evaluaron inicialmente dos concentraciones de cada enzima
recombinante 10nM y 50nM. Para el panel B se muestra solamente la concentracion a la cual fue
posible ver un cambio. Los tratamientos se hicieron por triplicado. La medicion de actividad se
realiz6 como se describe en materiales y métodos con el sustrato sintético MUG y MUGS*.
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Figura 32. Evaluacion de la captura celular a 4 y 37°C. Fibroblastos normales. Los resultados se
muestran como la diferencia entre la actividad obtenida en el medio de cultivo y el lisado celular,
después de la resta de la actividad del control (células no tratadas con enzima recombinante).

Estos resultados contrastan con lo reportado para Hex-A recombinante [16, 46],
alfa glucosidasa [126] y alfa-galactosidasa A [127], producidas en O. minuta, Y.
lipolytica, y S. cerevisiae respectivamente, los cuales requirieron un tratamiento
previo con una glicosidasa bacteriana para remover los residuos alfa 1,2 -
manosa, para exponer los residuos de M6P y permitir la captura celular de las
enzimas. Sin embargo, estos resultados concuerdan con los reportados para las
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enzimas N.acetilgalactosamina-6-sulfatasa [129, 131] alfa-glucosidasa [132] y
lipasa acida lisosomal [130, 133] producidas en P pastoris, las cuales mostraron
una captura dosis dependiente sin la necesidad de realizar procesamientos
adicionales de las enzimas purificadas.

Anélisis de N-glicosilaciones para la lipasa &cida lisosomal producida en P.
pastoris (phLAL) mostré6 que estas contenian glicanos ricos en manosa [130]
similares a los reportados para otras enzimas recombinantes glicosiladas
producidas en levaduras [134]. phLAL fue capturada a través de receptores
manosa en una sub-linea de macrofagos de raton en la cual se permitio que la
enzima fuera direccionada al lisosoma [133]. La evaluacién in vivo mostr6 que
phLAL fuera tomada por células de higado y bazo de forma similar a lo observado
con la enzima beta-glucosidasa acida con terminaciones de manosa producida en
células de mamifero [133]. La presencia de oligosacaridos de manosa sobre
phLAL permite una captura preferencial por lineas celulares de tejido hepético
sinusoidal y sobre macréfagos viscerales [130].

En este trabajo se evalud la entrada de las enzimas recombinantes a la célula
adicionando manosa y manosa-6-fosfato (M6P) al medio. Los resultados muestran
gue la entrada en fibroblastos normales podria estar mediada por los dos tipos de
receptores (Figura 33), ya que los niveles de actividad enziméatica medidos en el
lisado celular disminuyeron cuando se incub6 con manosa y M6P con respecto a
las células tratadas solamente con la enzima. Estudios adicionales podran ser
realizados con el fin de determinar la estructura de las glicosilaciones de las p-
hexosaminidasas producidas en este trabajo, las cuales podrian ser similares a las
observadas en phLAL sugiriendo que la enzima podria ser capturada a través de
receptores manosa.
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Figura 33. Evaluacion de la entrada por receptores mafiosa y manosa-6-fosfato (M6P). A.
rhHex-A; B. rhHex-B; C. rhHex-S. La entrada de las enzimas recombinantes a fibroblastos
normales fue evaluada mediante la adicibn de manosa y manosa-6-fosfato durante el proceso de
captura celular. Los resultados sugieren que las células estan usando los dos tipos de receptores
para la internalizacion de las enzimas recombinantes. Los resultados se muestran como la
actividad especifica obtenida en el lisado celular posterior a la exposicion de los fibroblastos a cada
tratamiento. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante un ANOVA y un analisis
Posthoc (Tukey) (Anexo).

Finalmente, se realiz6 el ensayo de trafico intracelular para le enzima rhHEX-B
marcada con AlexaFluor 568 y sobre células HEK293 (Figura 34). Los resultados
muestran que, similar a lo observado en los ensayos previos con células HEK293
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y fibroblastos, rhHex-B es internalizada por las células en cultivo. De igual forma,
una fraccion de esta enzima estad siendo direccionada a los lisosomas, como se
observa tras el andlisis de colocalizacién con el marcador de lisosomas (Figura 34
panel C). Asi mismo, en el diagrama de superficie de la imagen se pueden
observar estas zonas colocalizadas entre los lisosomas marcados (verde) y la
sefial producida por la proteina (rojo), lo que confirma que la combinaciéon de
sefales se estd dando en el mismo plano (Figura 34 panel D). Sin embargo, estos
resultados también muestran que una fraccibn importante de la enzima
recombinante parece estar ubicada en el citoplasma y en compartimientos
vacuolares, posiblemente endosémicos. A pesar que estos Ultimos
compartimientos podrian estar en la via endomal/lisosoma, el marcador empleado
en este estudio solo permite la visualizacion de organelos acidos (lisosomas), por
lo que se recomienda evaluar un mayor periodo de incubacion y un marcador mas
general de la via endosomal/lisosoma.

Finalmente, todos los resultados obtenidos en este trabajo asi como los obtenidos
para otras enzimas lisosomales producidas en P. pastoris [41, 116, 129, 135],
representan un valioso aporte para continuar explorando a esta levadura como
una importante plataforma para la produccién de enzimas lisosomales
recombinantes para TRE.
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Figura 34. Captura celulary relocalizacién de la enzima recombinante en células HEK293. A) Mareaje fluorescente para nicleo (Azul),
Lyso Tracker (verde) y hrHex-B (rojo), Superposicion de todos los campos. B) Visualizacién a campo claro de latriple fluorescencia a nivel
intracelular. ¢) detalle del patrén de distribucién de la enzima exégena en el citoplasma celular. Hechas vacias sefial verde de marcaje de
lisosomas. Hechas blancas; sefial amarilla colocalizacién de la proteina con el lisosoma. D) Diagrama de superficie tridimensional de la
imagen C
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6. CONCLUSIONES

S Se logro la clonacién, transformacion y coexpresién de los genes HEXA y
HEXB en la levadura metilotréfica Pichia pastoris GS115, obteniendo
resultados de actividad enzimatica similares a los reportados para otros
sistemas de expresion. Estos resultados demuestran que P. pastoris,
constituye una buena alternativa para la produccion de enzimas homo y
heterodiméricas.

S Las isoenzimas fueron producidas a escala de 100 mL y 1,65 L
obteniéndose valores de actividad entre 25 a 30 veces mas altos que los
observados en leucocitos de un individuo normal. Sin embargo, es
necesario optimizar los procesos de producciéon de cada isoenzima y
continuar el escalado, con el fin de obtener resultados superiores a los
reportados con la la levadura O. minuta a 4 L

S A pesar que la enzima Hex-A ya habia sido producida por otros autores en
la levadura Ogataea minuta, este trabajo presenta por primera vez las
caracteristicas de estabilidad e internalizacion celular de las tres isoenzimas
recombinantes producidas en levadura como sistema de expresion.

S La estabilidad de las p-hexosaminidasas lisosomales recombinantes
producidas en levadura, fue caracterizada por primera vez a diferentes
condiciones de pH, temperatura e incubacién en suero humano, mostrando
gue sus caracteristicas de estabilidad son comparables con las reportadas
para enzimas nativas. Es bien conocido que las caracteristicas de las
proteinas pueden variar dependiendo del organismo y del tejido del cual
son extraidas, por tanto sus caracteristicas de estabilidad pueden mejorar
como en el caso de rhHex-A, asi como disminuir como fue el caso de
rhHex-B para una de las condiciones evaluadas. Sin embargo, estos
resultados podrian constituir una buena aproximacidén para enzimas con
miras a ser utilizadas a nivel terapéutico.

S A diferencia de lo reportado para enzimas lisosomales producidas en otros
sistemas de expresion, se observé internalizacion de las enzimas
recombinantes en dos lineas celulares, HEK293 y fibroblastos, sin tener
gue realizar tratamientos adicionales o modificaciones sobre las N-
glicosilaciones.

S Los resultados de captura sugieren que la internalizacién estd mediada por
vias endociticas y a su vez puede estar relacionada con el uso de
receptores manosa y/o manosa-6- fosfato. Se recomienda realizar ensayos
con células de pacientes con alguno de los desérdenes GM2.

S Los resultados empleando cultivos celulares sugieren que una proporcion
de las p-hexosaminidasas producidas en P. pastoris son dirigidas a los
lisosomas. Adicionalmente, parte de la proteina pareciera estar en el
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citoplasma o posiblemente relacionada con otros organelos de la célula. Es
necesario entonces realizar ensayos adicionales en los cuales se pueda
continuar estudiando el trafico intracelular de estas enzimas recombinantes.
Sin embargo, estos resultados muestran la capacidad de estas enzimas
para llegar al lisosoma, lo que podria permitir el disefio de una terapia de
reemplazo enzimético basada en enzimas producidas en P. pastoris.

En resumen, estos resultados ofrecen informacién valiosa acerca de la
importancia de la produccién de p-hexosaminidasas recombinantes en P. pastoris
como sistema de expresion, asi como caracteristicas fisicoquimicas y de captura
celular que permiten pensar en su uso para el desarrollo de una Terapia de
Reemplazo Enzimético para las gangliosidosis GM2. Todo esto apunta a la
conveniencia de realizar estudios adicionales que permitan completar Ila
caracteristicas fisicoquimicas, su localizacion in-vitro, y el perfil de biodistribucién,
asi como sus efectos sobre los niveles de sustrato natural GM2 tanto in-vitro como
in-vivo.

Es aconsejable ademas profundizar en la interaccion de las subunidades a y/o p
de cada una de las hexosaminidasas, con miras a mejorar los procesos
biotecnolégicos y obtener de esta forma mejores niveles de produccion de una
determinada isoforma.
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7. RECOMENDACIONES

> Evaluar los patrones de glicosilacion de cada una de las p-hexosaminidasas
recombinantes

> Comparar la cinética enzimatica de las enzimas recombinantes con la
cinética de leucocitos humanos

> Realizar ensayos de captura celular en células de pacientes con Tay Sachs
y/lo Sandhoff y evaluar el efecto de localizacion celular y degradacion de los
sustratos acumulados.

> Realizar ensayos de captura celular en tiempos superiores a 6 h (i.e. 12, 18,
24 horas) y visualizar la localizacion de la proteina recombinante mediante
microscopia confocal.

> Evaluar otro tipo o tipos de marcadores que permitan evaluar en qué parte
del tréfico celular endosoma / lisosoma se encuentra la proteina, ya que es
evidente que una parte parece mostrar colocalizacién con lisosoma y otra parte
parece estar localizada a lo largo de citoplama celular.

> Realizar un estudio profundo de las interacciones entre las subunidades a y
p para la formacion de los homodimeros y/o heterodimeros bajo condiciones que
permitan optimizar su produccion e incrementar su estabilidad.
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9. ANEXO

9.1. Analisis estadistico rhHex-A:

ANOVA para comparar tratamientos:

Actividad esp

Std. Std. Mean
N Mean Deviation Error Lower Bound

rh Hex 2 154,6500 2,61630 1,85000 131,1435
A

M-6-P 3 58,8967 3,46500 2,00052 50,2891
Mafosa 3 45,6867 2,31500 1,33657 39,9359
Control 3 59,7100 1,43252 ,82706 56,1514
Total 1 72,9255 40,91907 12,33756 45,4356

Descriptives

95% Confidence Interval for

Test of Homogeneity of Variances

Actividad esp
Levene Statistic dfl df2
467 3

Actividad esp

Sum of Squares

Between Groups 16698,023
Within Groups 45,680
Total 16743,703

Sig.
714
ANOVA
df Mean Square
3 5566,008
7 6,526
10

— N
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Upper Bound

178,1565

67,5042
51,4374
63,2686
100,4153

E
852,932

Minimum

152,80

55,43
43,37
58,52
43,37

Sig.

,000

Maximum

156,50

62,36
48,00
61,30
156,50



Multiple Comparisons

Dependent Variable:Actjvidad esp

o

Tratamiento

Tukey HSD rh Hex A

M-6-P

Manosa

Control

Dunnett t (2- rh Hex A
sided)a .. M-6-P

Manosa

O

Tratamiento

M-6-P
Manosa
Control
rh Hex A
Manosa
Control
rh Hex A
M-6-P
Control
rh Hex A
M-6-P
Manosa
Control
Control

Control

Mean Difference

(J
95,75333*

108,96333*
94,94000*
-95,75333*
13,21000*
-,81333
-108,96333*
-13,21000*
-14,02333*
-94,94000*
,81333
14,02333*
94,94000*
-,81333
-14,02333*

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

Std.

Error
2,33198
2,33198
2,33198
2,33198
2,08578
2,08578
2,33198
2,08578
2,08578
2,33198
2,08578
2,08578
2,33198
2,08578
2,08578

Sig.
,000
,000
,000
,000
,002
,978
,000
,002
,001
,000
,978
,001
,000
,961
,001

95% Confidence Interval

Lower

Bound
88,0341
101,2441
87,2208
-103,4726
6,3057
-7,7176
-116,6826
-20,1143
-20,9276
-102,6592
-6,0909
7,1191
87,9847
-7,0344
-20,2444

a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.

Tratamiento

Tukey HSDab Manosa
M-6-P
Control
rh Hex A

Sig.

Actividad_esp

N W W W

Subset for alpha =0.05
1 2 3
45,6867
58,8967
59,7100
154,6500
1,000 ,982 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,667.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type

| error levels are not guaranteed.

Vd
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Upper

Bound
103,4726
116,6826
102,6592
-88,0341
20,1143
6,0909
-101,2441
-6,3057
-7,1191
-87,2208
71,7176
20,9276
101,8953
5,4077
-7,8023



Plot de medias
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9.2. Andlisis estadistico rhHex-B

ANOVA para comparar tratamientos:

Descriptives
Actividad esp

95% Confidence Interval for

Std. Std. Mean

N Mean Deviation Error Lower Bound Upper Bound  Minimum
rh Hex 3 1485,8133 34,91431 20,15779 1399,0814 1572,5453  1449,11
B
Mafosa 3 850,5167 142,92626 82,51851 495,4682 1205,5652 691,80
M-6-P 3 1155,4100 70,65766 40,79422 979,8866 1330,9334 1099,55
Control 3 1143,7433 92,40044 53,34742 914,2079 1373,2787 1070,33
Total 12 1158,8708 248,08321 71,61545 1001,2463 1316,4954 691,80

Test of Homogeneity of Variances

Actividad esp
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2,266 3 8 ,158

ANOVA
Actividad esp

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 606643,527 3 202214,509 22,994 ,000
Within Groups 70354,540 8 8794,318
Total 676998,067 1

Multiple Comparisons
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Maximum

1518,61

969,05
1234,84
1247,50
1518,61



Dependent Variable:Actjvidad esp

o

Tratamiento

Tukey HSD rh Hex B

Manosa

“ M-6-P

Control

Dunnett t (2- rh Hex B
sided)a Manosa

M-6-P

V)

Tratamiento

Manosa
M-6-P
Control
rh Hex B
M-6-P
Control
rh Hex B
Manosa
Control
rh Hex B
Manosa
M-6-P
Control
Control

Control

Mean Difference

(3.
635,29667*

330,40333*
342,07000*
-635,29667*
-304,89333*
-293,22667*
-330,40333*
304,89333*
11,66667
-342,07000*
293,22667*

-11,66667
342,07000*

-293,22667*
11,66667

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

Std.

Error
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943
76,56943

Sig.
,000
,011
,009
,000
,017
,021
,011
,017
,999
,009
,021
,999
,005
,013
,997

95% Confidence Interval

Lower

Bound
390,0944
85,2010
96,8677
-880,4990
-550,0956
-538,4290
-575,6056
59,6910
-233,5356
-587,2723
48,0244
-256,8690
121,5759
-513,7207
-208,8274

a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.

Tratamiento

Tukey HSDa Manosa
Control
M-6-P
rh Hex B
Sig.

Actividad_esp

w W w w

Subset for alpha = 0.05

1 2
850,5167
1143,7433
1155,4100
1,000 ,999

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Plot de medias
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1485,8133

1,000

Upper

Bound
880,4990
575,6056
587,2723
-390,0944
-59,6910
-48,0244
-85,2010
550,0956
256,8690
-96,8677
538,4290
233,5356
562,5641
-72,7326
232,1607
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9.3.

Andlisis estadistico rhHex-S

ANOVA para comparar tratamientos:

Actividad esp

rh
Hex_S
M-6-P
Mafiosa
Control

Total

Actividad esp

N

12

Mean

1936,9033

1131,2433
1084,4000
1143,7433
1324,0725

Levene Statistic dfl

Actividad esp

Between Groups

Within Groups

Total

1,557

Sum

Std.

Deviation

328,06838
204,63350
146,60624

92,40044
412,00051

df2

of Squares

1508118,700

359069,928

1867188,629

Descriptives

95% Confidence Interval for

Mean

Std. Error  Lower Bound

189,41037 1121,9363

118,14520 622,9055
84,64315 720,2099
53,34742 914,2079

118,93430 1062,2999

Test of Homogeneity of Variances

Sig.
274

ANOVA

df Mean Square

3 502706,233
8 44883,741

Multiple Comparisons

Vd
IlZl)

Upper Bound  Minimum

2751,8704

1639,5811
1448,5901
1373,2787
1585,8451

E
11,200

1641,61

955,26
941,28
1070,33
941,28

Sig.

,003

Maximum

2290,05

1355,79
1234,26
1247,50
2290,05



Dependent Variable:Actjvidad esp

Tukey HSD

Dunnett t (2-
sided)a

o

Tratamiento

rh Hex_S

M-6-P

Manosa

Control

rh Hex S
. M-6-P

Manosa

Q)

Tratamiento

M-6-P
Manosa
Control
rh Hex_S
Manosa
Control
rh Hex_S
M-6-P
Control
rh Hex_S
M-6-P
Manosa
Control
Control

Control

Mean
Difference (I-J)

805,66000*
852,50333*
793,16000*
-805,66000*
46,84333
-12,50000
-852,50333*
-46,84333
-59,34333
-793,16000*
12,50000
59,34333
793,16000*
-12,50000
-59,34333

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all

Tukey HSDa

Tratamiento

Manosa
M-6-P
Control
rh Hex_S
Sig.

Actividad_esp

w W w w

Std. Error
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120
172,98120

Sig.
,007
,005
,008
,007
,993
1,000
,005
,993
,985
,008
1,000
,985
,005
1,000
972

95% Confidence Interval

Lower

Bound
251,7133
298,5567
239,2133
-1359,6067
-507,1033
-566,4467

1406,4500
-600,7900
-613,2900

1347,1067
-541,4467
-494,6033

295,0327
-510,6273
-557,4706

other groups against it.

Subset for alpha = 0.05

1
1084,4000
1131,2433
1143,7433

,985

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

Plot de medias

— N
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2

1936,9033
1,000

Upper
Bound
1359,6067
1406,4500
1347,1067
-251,7133
600,7900
541,4467
-298,5567
507,1033
494,6033
-239,2133
566,4467
613,2900
1291,2873
485,6273
438,7840
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