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Resumen de la tesis que presenta Paulina Tafoya Romo como requisito parcial para la obtenciéon del grado
de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Disefio de nanoparticulas virales con actividad citocromo P450 con NADPH como fuente de electrones

Resumen aprobado por:

Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Director de tesis

La encapsulacién de enzimas dentro de cdpsides tipo virus llamadas “virus-like particles” (VLPs) es un tema
de rapido crecimiento por su potencial uso como sistemas para suministro controlado de enzimas. Se ha
determinado que ciertos tipos de cancer presentan resistencia a los tratamientos de quimioterapia debido
a una baja actividad de la enzima citocromo P450 en las células tumorales, es por ello que, en el presente
trabajo, como estrategia para aumentar la eficiencia de activacion de profarmacos, se disefiaron nanopar-
ticulas virales del bacteriéfago P22 con actividad citocromo P450 con NADPH como fuente de electrones.
La metodologia consistiéo en desarrollar dos sistemas de expresidn para las dos variantes de la enzima
citocromo P450 de Bacillus megaterium (CYPgms) (WMV y TFFIS), cada una de las cuales esta fusionada al
extremo carboxilo terminal de la proteina de andamiaje del bacteriéfago P22, utilizando pBAD como vec-
tor de expresion. Asimismo, se utilizo el vector pRSF que contiene el gen que codifica para la proteina de
la cdpside viral, bajo el control del promotor lac. Ambos vectores de expresion se introdujeron a E. coli
BL21 (DE3) y posteriormente se realizé la expresion heteréloga de ambas proteinas de manera secuencial
para la encapsulacion de la enzima CYPgus dentro de la capside del bacteriéfago P22. Las cépsides virales
formadas fueron purificadas mediante ultracentrifugacién y posteriormente por FPLC dando lugar a
nanobiorreactores con alto grado de pureza, monodispersos en tamafio y cataliticamente activos utili-
zando NADPH como fuente de electrones. Estas particulas podran ser funcionalizadas para ser reconocidas
e internalizadas por células cancerosas. El aumento de la actividad CYPgus3 incrementara la eficiencia de
los tratamientos de quimioterapia reduciendo las dosis y por ende los efectos secundarios.

Palabras clave: Citocromo P450, VLPs (Particulas tipo virus), Bacteriéfago P22, terapia de activacién de
profarmacos.



Abstract of the thesis presented by Paulina Tafoya Romo as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Nanoscience.

Design of viral nanoparticles with cytochrome P540 activity and NADPH as source of electrons.

Abstract approved by:

Dr. Rafael Vdzquez Duhalt
Director de tesis

The encapsulation of enzymes within virus capsids called “Virus like particles (VLPs)” is a fast-growing re-
search field due to their potential use as carriers for the controlled supply of enzymes. It is well known
that certain types of cancer show resistance to chemotherapy treatments due to a low activity of the cy-
tochrome P450 enzyme in tumor cells. In the present work, as a strategy to increase the efficiency of
prodrugs activation, P22 bacteriophage viral nanoparticles containing cytochrome P450 activity with
NADPH as a source of electrons have been developed. The methodology consisted in the design of two
expression systems for Bacillus megaterium cytochrome P450 variants (CYPsws WMV and TFFIS), which are
fused to a carboxi-terminal fragment of the scaffolding protein from P22 bacteriophage, using pBAD ex-
pression system. On the other hand, P22 capsid-encoded gene was cloned into pRSF vector, under the lac
promoter control. Subsequently, the heterologous sequential expression of both proteins was performed
in E. coli BL21 (DE3). The viral capsids were purified by ultracentrifugation and FPLC generating nanobiore-
actors with high degree of purity, monodispersed and catalytically active using NADPH as a source of elec-
trons. These particles could be functionalized to be recognized and internalized by cancer cells. The in-
crease of the activity CYPBM3 will increase the efficiency of chemotherapy treatments, thus reducing
doses and concomitantly, side effects.

Keywords: Cytochrome P450, VLPs (Virus-like particles), Bacteriophage P22, Enzyme prodrug therapy,
Prodrugs.
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Capitulo 1. Introduccion

La nanotecnologia es la habilidad de trabajar a niveles atdmicos y moleculares de la materia (a una
escala de =1-100 nm), para entender, crear y usar materiales, aprovechando las propiedades y funciones
provenientes de su tamafo nanométrico. La bionanotecnologia es la parte de la nanotecnologia que aplica
los principios y técnicas de la nanociencia para entender y transformar biosistemas o biomoléculas (Roco,
2003). Dentro de estas biomoléculas estan las nanoparticulas virales o VLPs (en inglés, “virus-like parti-
cles”), las cuales han adquirido gran interés por parte de investigadores en el drea de nanomedicina debido
a que pueden proteger y transportar biomoléculas a través de diversos medios y liberar su contenido en

un lugar especifico (Yildiz et al., 2011).

Los virus, en su forma mas simple, se componen de proteinas estructurales (capside) y acidos nucleicos
(ARN o ADN). Las particulas tipo virus (VLPs) estan formadas por diferentes subunidades de proteinas es-
tructurales que se autoensamblan bajo condiciones especificas y no poseen acidos nucleicos, por lo que
carecen de patogenicidad. En afos recientes, una gran variedad de VLPs se han utilizado como andamios
para la fabricacidon de nanomateriales. La funcién de la capside en los virus es proteger el acido nucleico,
por lo que las capsides virales son estables y rigidas, lo cual las hace una excelente herramienta para apli-

caciones bionanotecnoldgicas (Steinmetz & Evans, 2007; Zeltins, 2013).

Las proteinas provenientes de la cdpside de virus pueden ser aisladas y modificadas para su uso como
nanovehiculos y presentan las siguientes ventajas: 1) los virus son monodispersos en tamafio y composi-
cién bajo ciertas condiciones de pH, temperatura y fuerza idnica; 2) se encuentran en distintas formas
(comunmente icosaedros, esferas, tubos y hélices); 3) por su arreglo tridimensional, un espacio interno
vacio que le permite contener diferentes particulas y moléculas; 4) poseen poros por los cuales pueden
atravesar moléculas pequefias y a su vez son impermeables a el paso de moléculas grandes (p. ej. enzimas
proteoliticas); 5) presentan capacidad de autoensamblarse en nanoparticulas (NPs) de tamafio y forma
discretas, con un alto grado de simetria y polivalencia que las hace nanoparticulas Unicas; 6) son estables
a variaciones de pH, temperatura y distintos solventes; 7) tienen una gran area superficial; 8) debido a que
estan constituidas de proteinas, son consideradas biocompatibles y biodegradables (Lee, Niu, & Wang,

2009; Steinmetz & Evans, 2007; Strable & Finn, 2009).

Debido a las caracteristicas previamente descritas, las capsides virales pueden ser utilizadas para pro-
teger y transportar una molécula no-nativa con la finalidad de desarrollar nanovehiculos con gran estabi-

lidad. Estas proteinas de cdpside se han utilizado para encapsular metales, polimeros, proteinas, enzimas,
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ADN, farmacos y agentes terapéuticos con un efecto sinérgico entre la molécula contenida y el nanoma-
terial resultante, lo que indica que tienen una alta capacidad de carga y es una barrera contra el reconoci-
miento por el sistema inmune (O’Neil et al., 2013). Uno de los mayores retos en el desarrollo de nuevas
tecnologias biomédicas es disminuir o eliminar la respuesta inmune del cuerpo durante tratamientos con
nanomateriales, las nanoparticulas virales pueden ser cubiertas con polimeros que las vuelven invisibles

al sistema inmune.

En trabajos recientes se han encapsulado enzimas dentro de capsides virales, generando nanomate-
riales con propiedades cataliticas distintas a las que tendria una enzima sin encapsidar. Dentro de estos
trabajos estd la utilizacién de capsides virales que contienen enzimas de la familia de los citocromos P450
que tienen como objetivo activar un farmaco con efectos quimioterapéuticos (Sanchez-Sanchez, 2014;

Sanchez-Sanchez et al., 2015; Tapia-Moreno et al., 2017).

Los citocromos P450 (CYPs) comprenden una gran familia de hemoproteinas, las cuales catalizan una
gran variedad de reacciones y son la principal via de biotransformacién en el cuerpo para compuestos
enddgenos y exdgenos. Dependiendo de la estructura del sustrato, las enzimas CYP catalizan un amplio
rango de reacciones de monooxigenacion (insercion de un atomo de oxigeno) incluyendo hidroxilaciones
de grupos alifaticos y aromaticos, desalquilaciones, desaminaciones, oxidaciones y deshalogenaciones
(Guengerich, 1993). Debido a que tienen la capacidad natural de transformar una gran variedad de com-
puestos exdgenos, la industria farmacéutica ha prestado particular interés en desarrollar farmacos qui-

mioterapéuticos que puedan ser transformados por dichas enzimas.

Una gran diversidad de compuestos quimicos se utiliza como farmacos quimioterapéuticos, la mayoria
de éstos son administrados como profarmacos, los cuales deben ser "activados™ mediante biotransforma-

cidén quimica realizada por el citocromo P450 y asi tener un efecto citotéxico.

Las CYPs en humanos se encuentran en casi todos los tejidos pero las concentraciones y la expresion
de dichas enzimas varia entre estos, siendo el higado el que contiene la mayor cantidad de CYPs involu-

crados en la biotransformacién de farmacos (Guengerich, 1993).

Para utilizar a las CYPs como agentes terapéuticos es necesario dirigirlos a un drgano diana para au-
mentar la concentracién de CYP en células cancerigenas y ahora el profarmaco se transforme preferente-

mente en células cancerigenas y ahi ejerza su efecto citotdxico. En este trabajo se propone desarrollar
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particulas virales con actividad citocromo P450 para su posible uso en la activacién de un profarmaco con

efectos quimioterapéuticos.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Citocromo P450.

En 1958, Klingenberg reporté que habia una lectura en el espectro de un “citocromo inusual”, el
cual habia sido aislado de las mitocondrias de células de higado. Posteriormente en 1962, Sato y Omura le
dieron el nombre de citocromo P450 (CYP) debido a que se observaba un maximo de absorbancia a 450

nm (Lewis, 2001).

Hoy en dia se sabe que casi todos los organismos poseen CYPs, incluyendo arqueas, procariontes y
eucariontes (Lewis, 2001). En el afo 2000, Hosea y colaboradores reportaron que se habian encontrado
1200 genes que codificaban para diferentes CYPs y que dichos genes son altamente polimadrficos (Hosea,
Miller, & Guengerich, 2000), lo que indica que existe una gran variabilidad en las formas de las CYPs pro-
ducidas por diferentes organismos. Las CYPs comprenden una gran familia de hemoproteinas, las cuales
catalizan una gran variedad de reacciones y son la principal via de biotransformacion en el cuerpo para
compuestos enddégenos y xenobidticos. La reaccion basica catalizada por estas enzimas es la monooxige-
nacion (insercion de un atomo de oxigeno) incluyendo hidroxilaciones de grupos alifaticos y aromaticos,

desalquilaciones, desaminaciones, oxidaciones y deshalogenaciones (Guengerich, 1993).

Las CYPs son parte de un complejo multienzimatico, que para poder oxidar un sustrato necesita contar
con proteinas que transfieran electrones del NADPH (o NADH) al 4tomo de hierro embebido en el grupo
hemo de la CYP. Las CYPs generalmente se dividen en dos clases, la clase | depende de la ferrodoxina-
NADPH reductasa como fuente de electrones, mientras que las CYPs de la clase Il estdn asociados a dos
flavoproteinas (FAD y FMN) las cuales actlian como reductasa para transferir los electrones del NADPH
hasta el dominio hemo de la CYP. Sin embargo, esta clasificacion no fue suficiente a medida que se fueron
descubriendo nuevos mecanismos redox de las CYP, conllevando a una nueva diferenciacion. Hannemann
y colaboradores en el 2007 publicaron una recopilacion de los sistemas redox de las CYP P450 Yy las clasificd
en clases I-X (Hannemann, Bichet, Ewen, & Bernhardt, 2007). La diferencia entre estas clases radica en el
cofactor que actia como agente reductor (NADH, NADPH o ninguno), en el nimero de subunidades invo-

lucradas (hasta tres) y si algunos o todos los dominios estan o no fusionados entre si. Otra manera de
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diferenciarlos es a partir de su solubilidad, mientras que las CYPs eucariontes son transmembranales, sus

contrapartes bacterianos son solubles. Un ejemplo de CYP soluble de origen bacteriano es la CYP P450

102A1.

1.1.2 Citocromo P450 102A1 (P450sms3).

Es una CYP fusionada con subunidades redox P450gms de Bacillus megaterium (CYP102A1) es au-
tosuficiente, soluble y tiene la capacidad de hidroxilar acidos grasos. Esta es considerada como un flavoci-
tocromo por que tiene la particularidad de tener en la misma cadena polipeptidica el dominio reductasa
FMN/FAD vy solo depende de sus cofactores, NADPH y oxigeno para funcionar. Los dos dominios que con-
tienen los cofactores FMN y FAD unidos mediante un dominio puente, componen el nucleo de la actividad
reductasa NADPH (CPR). El dominio FMN de la CPR es el encargado de mediar la transferencia de electro-
nes desde el dominio FAD hasta el dominio oxidasa. Unidos, el dominio CPR y el dominio oxidasa, partici-

pan en el metabolismo de compuestos endégenos y xenobidticos en mamiferos (Aigrain et al., 2009).

Hasta el momento no hay una estructura publicada de todas las subunidades de la CYP, sin embargo, Ritter
et al. (2015) generaron un modelo potencial de CYP mediante el alineamiento de la P450 con un homélogo
del dominio FMN (Fig. 1). Juntos, el dominio oxidasa y los subdominios FMIN/FAD tienen un peso de 119

kDa.

FAD P450

Figura 1. Modelo estructural de los tres subdominios de la CYP. El P450 y la subunidad FMN de BM3 (verde y morado,
respectivamente; PDB-ID 1BVY) fueron alineados con un subdominio FAD de la reductasa NADPH de CYP P450 de una
levadura (Azul, PDB-ID 3FJO) (Imagen tomada de Ritter, 2015).
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Debido a que las CYP tienen la capacidad natural de transformar una gran variedad de compuestos exoge-
nos, la industria farmacéutica ha prestado particular interés en desarrollar profdrmacos quimioterapéuti-

cos que puedan ser transformados por dichas enzimas.

1.1.3 Terapia enzimatica de activacion de profarmacos.

En esta terapia se utilizan enzimas para transformar un profdrmaco en una especie quimica con
potencial efecto anticancerigeno. Este proceso se lleva a cabo en dos pasos, en el primer paso la enzima
debe ser entregada a las células tumorales y como segundo paso se administra un profarmaco (de manera
dirigida o sistémica), el cual es el sustrato de la enzima exdgena, transformandose selectivamente en las

células cancerigenas blanco (Xu & Mcleod, 2001).

La terapia enzimatica basada en anticuerpos, conocida como ADEPT (del inglés antibody-directed
enzyme prodrug therapy) ha sido propuesta y consiste en dirigir la enzima a células blanco mediante la
conjugacidn con un anticuerpo, el cual se une a antigenos que se encuentran en la superficie de las células
tumorales. Otro método propuesto es la terapia génica, conocida como GDEPT (del inglés gene-directed
enzyme prodrug therapy). Esta terapia consiste en el suministro de genes que codifican para enzimas con
capacidad de transformar profdrmacos a las células tumorales. Estos genes han sido suministrados utili-
zando diferentes vectores, entre los que se encuentran los virales (Xu & Mcleod, 2001). Ninguna de las

terapias génicas anteriores ha sido desarrollada a nivel clinico y menos aun a nivel comercial.

1.1.4 Particulas tipo virus (VLPs).

En un principio las VLPs fueron ampliamente exploradas en terapia génica para tratamientos con-
tra la leucemia, gliomas, enfermedad de Parkinson y artritis, puesto que cuentan con estructuras alta-
mente simétricas con un espacio en su interior el cual tiene la capacidad natural de albergar acidos nuclei-
cos, protegiendo la molécula de las condiciones ambientales (Blanco, Shen, & Ferrari, 2015). También se
han utilizado para encapsidar metales, polimeros, fdrmacos, enzimas y proteinas. Uno de los primeros
modelos para la encapsidacion con VLPs corresponde al de la proteina verde fluorescente (GFP), la que se

ha logrado fijar dentro de la cédpside del virus del moteado clorético del frijol caupi (CCMV) y la capside
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del bacteriofago P22 (Frederik Rurup et al., 2014; Minten, Nolte, & Cornelissen, 2010) y de esta manera,
estudiar la cantidad de proteina que se puede encapsidar y el efecto del pH, que parece ser un factor

importante en la integridad de la capside.

La encapsidacion de proteinas dentro de vehiculos de origen viral, ofrece una serie de ventajas
sobre las limitantes que presentan las proteinas como agentes terapéuticos. En un trabajo publicado en el
2013, O’Neil y colaboradores encapsidaron la enzima fosfotriesterasa (PTE) con la capside del bacteriéfago
P22 y se observod que se mejord la tolerancia térmica puesto que se mantuvo el 50% de la actividad a 60°C
y se observd que en presencia de tripsina la enzima mantenia el 91% de la actividad enzimatica. Estos
resultados demostraron que la encapsidacion de proteinas en particulas tipo virus aumenta la estabilidad
térmica y provee de proteccidn a la protedlisis. Otra ventaja que presentan las particulas de tipo viral es
gue poseen tamafio nanométrico, lo que las hace deseables para su uso en quimioterapia, pues se pueden
acumulan en tumores sélidos debido a un mecanismo conocido como efecto de permeabilidad y retencion
aumentada (EPR effect). Este efecto se caracteriza por un aumento de la permeabilidad del tejido endote-
lial de los vasos sanguineos, lo que les permite a las particulas de tamafios nanométricos (100-500 nm)
extravasarse y acumularse en los tumores; mientras que la deficiencia de drenaje linfatico en el tejido les

permite permanecer alli (Matsumura & Maeda, 1986; Torchilin, 2011).

1.1.5 Bacteriofago P22.

El bacteriéfago P22 es un virus de doble cadena de ADN que infecta a Salmonella typhimurium, el
cual se forma mediante el ensamblado de 415 proteinas de capa (CP) (producto del gen gp5) con 60-300
moléculas de proteina de andamiaje (SP) (producto del gen gp8), asi como de proteinas de inyeccidn y de
portal para asi formar una coraza de 58 nm de didmetro. La proteina de capa consta de 430 aminodacidos
(46.7 kDa, mondmero) (Figura 2A) la cual se asocia a otras formando 72 capsémeros de los cuales doce
son pentameros y 60 son hexameros (Figura 2B) que en conjunto forman lo que se conoce como procap-

side (Figura 2C) (Teschke & Parent, 2010).

La particula tipo virus derivada de la procdpside del P22 solo requiere de la proteina de capside y
de andamiaje para ensamblarse. En un articulo publicado en el 2012 Zlotnick y colaboradores ensamblaron
in vitro procapsides del bacteriéfago P22 y concluyeron que si no hay proteina de andamiaje, la proteina

de capa se ensambla de manera aberrante y la SP contribuye a la estabilidad de manera que se favorece
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energéticamente la forma procapside, ademas resaltaron que hay multiples sitios de union de la SP
(Zlotnick, Suhanovsky, & Teschke, 2012). Es por esto que para poder desarrollar particulas tipo virus del
bacteriéfago P22 con una enzima en su interior es indispensable fusionarla genéticamente con la proteina

de andamiaje.

Figura 2. Estructura de la capside del bacteriéfago P22. A) Mondmero de la proteina de capa (CP). B) Estructura de los
hexameros del P22. C) Cryoreconstruccion de la procapside del P22 (Modificado de Parent et al. 2010)

1.1.6 Encapsidacion de enzimas.

El primer articulo que reportd la encapsidacién de enzimas en particulas virales fue en el 2007,
donde Comellas-Aragoneés y colaboradores disefiaron un sistema para estudiar enzimas de manera indivi-
dual en capsides virales. En este trabajo se encapsidd la peroxidasa de rabano blanco en proteinas estruc-
turales del CCMV, donde se establecié una relacién entre el tiempo de difusidn del sustrato y el pH al cual
son sometidas las capsides (Comellas-Aragones et al., 2007). Posterior a dicho trabajo se encapsidaron
diferentes enzimas en varios tipos de VLPs (Tabla 1). Aunque en algunos casos se presentd disminucién de
la actividad de la enzima, se generaron sistemas con propiedades cataliticas distintas a las de la enzima sin
encapsidar, como aumento en la termoestabilidad y resistencia a protedlisis (Fiedler, Brown, Lau, & Finn,

2010; O’Neil et al., 2013).



Tabla 1. Encapsidacién de multiples enzimas en VLPs.

kcat KM-1
Enzimas por
Enzima Capside Respecto a Ref.
capside
Eiibre
Citosina Menor Inoue,
Sv40 ND
desaminasa (VNR) 2008
Menor
Bacteriéfago Fiedler,
Peptidasa E 2-18 3X
QB 2010
(9 enzimas)
Menor
Bacteriéfago Fiedler,
Luciferasa 4-8 30X
QB 2010
(4 enzimas)
Pseudozima Mayor Minten,
CCMV 1-4
antartica lipasa B (Keat) 2011
Fosfatasa Bacteridfago 3.2 I Glasgow,
Igua
alcalina MS2 (mondmeros) 2012
Alcohol Bacteriéfago Menor Patterson,
249413
deshidrogenasa P22 1.6X 2012a
Bacteriéfago 87+3 Igual Patterson,
CelB glucosidasa
P22 (mondémeros) 2012b
O’Neil,
Bacteriofago 40+10 Menor
Fosfotriesterasa 2013
P22 (mondémeros) 600X
Menor Sanchez-Sanchez,
Citocromo P450 ccmyv 14
10X 2014
Bacteriéfago Sanchez-Sanchez,
Citocromo P450 110 Igual

P22

2015

ND: No determinado. VNR: Valor no reportado (Koyani, Pérez-Robles, Cadena-Nava, & Vazquez-Duhalt, 2017).



1.1.7 Encapsidacion de CYP.

En un trabajo publicado en el 2014, Sdnchez-Sanchez y colaboradores, se encapsidd el dominio
hemo de la CYP dependiente de peréxido en VLPs del CCMV logrando obtener bionanorreactores biocata-
liticamente activos para la transformacion de los profarmacos tamoxifeno y resveratrol. Posteriormente,
en el 2015 se encapsidd el dominio hemo de la CYP en particulas tipo virus del bacteriéfago P22, donde se
observé una mayor capacidad de carga de enzima con respecto al trabajo publicado por Sdnchez-Sanchez
en el 2014 y una mayor estabilidad ante la degradacidén de proteasas. Asimismo, se logré lipofectar los
nanobiorreactores a células tumorales mediante lipofectamina. Ademas, se comprobd que es posible fun-
cionalizar los nanobiorreactores para dirigirlos contra los receptores de folato presentes en células de can-
cer de mama, manteniendo la actividad a pesar de la modificacién de las capsides, logrando la muerte
celular con bajas dosis del profarmaco tamoxifeno. Sin embargo, la actividad catalitica de esta variante del
dominio hemo de la CYP es dependiente de perdxido de hidrégeno, por lo que esto representa una des-
ventaja al momento de realizar ensayos in vivo ante la imposibilidad de suministrar peréxido a los orga-

nismos.

Debido a lo anterior, el presente trabajo propone generar particulas virales con actividad citocromo

P450 dependiente de NADPH para la activacién de un profarmaco con efectos quimioterapéuticos.

1.2 Justificacion

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. La OMS reporté, tan solo en el
2012, 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes relacionadas con cancer. Para atender este
problema se utiliza principalmente la quimioterapia en la cual se administra un quimico con efectos citotd-
xicos. Estos compuestos son generalmente administrados como profarmacos y deben ser transformados
o activados por las enzimas citocromo P450 (CYP) para convertirlos en el medicamento activo. En ciertos
casos, el problema con esta terapia es que existe una baja expresién de CYP en las células tumorales con
respecto a las células sanas, por lo tanto, cuando se administra el profarmaco, este se activa preferente-
mente en tejido sano y ahi ejerce su efecto citotdxico. Otro problema es que dependiendo de donde se
encuentre el tumor, varia la actividad de la CYP. Ya que estos profarmacos al ser administrados via oral
pasan primero por el higado donde se expresan la mayoria de las CYPs, por lo tanto, la mayoria de los

profarmacos son activados en este drgano, lo cual recae en una toxicidad sistémica procedente de una
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terapia inespecifica. Esto conduce a tratamientos médicos a ensayo y error, lo cual representa un pro-
blema para la medicina. La terapia enzimatica de activacion de profarmacos es una estrategia propuesta
para aumentar la eficiencia de procedimientos médicos especificamente la quimioterapia. Con este pro-
yecto no se pretende controlar el suministro de medicamentos sino controlar el suministro de actividad
enzimatica, lo cual se va a realizar generando nanoparticulas tipo virus (VLPs) con CYP en su interior, para
llevar la actividad enzimatica a donde se necesite e incrementarla, para que el profarmaco se active pre-

ferentemente en el tumor y no en células sanas.

1.3 Hipaétesis

El citocromo P450 de Bacillus megaterium conteniendo los dominios hemo, FAD y FMN encapsulado en
capsides del bacteridfago P22 serd activo en presencia de NADPH y tendrd la capacidad de transformar el

profarmaco tamoxifeno.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Disefar, producir y caracterizar nanoparticulas virales del bacteriéfago P22 con actividad citocromo P450
con NADPH como fuente de electrones, para su potencial uso en la activacidon de profarmacos en células

cancerosas.

1.4.2 Objetivos especificos

e Disefio de estrategias para la obtencidn de la proteina de fusién CYP-proteina de andamiaje.
e Disefio de la expresidon secuencial de particulas virales (VLPs) del bacteriéfago P22 que contengan
el citocromo P450 (CYP) en su interior en E. coli.

e Determinacion de la capacidad catalitica de las VLPs en la transformacidn de sustratos especificos.
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Capitulo 2. Metodologia

PLASMIDOS (Anexo 1)

e pBAD CYP-SP (Resistencia a ampicilina, promotor de operdn araBAD, inducible por arabinosa, con-
tiene el gen que codifica para el citocromo de Bacillus megaterium “21B3” fusionado a la SP141-303,
un fragmento de la proteina de andamiaje del bacteriéfago P22.

e PpRSF CP P22 (Resistencia a kanamicina, promotor T7, inducible por IPTG, contiene el gen que co-
difica para la proteina de la capside del bacteriofago P22).

e pBAD/His C (Resistencia a ampicilina, promotor de araC, inducible por arabinosa).

e pRSFDuet-1-BM3-TFFIS (Resistencia a kanamicina, promotor T7, inducible por IPTG, contiene el
gen que codifica para la CYPgus completa, contiene las mutaciones R47T/S72F/A82F/F871/L437S).

e pRSFDuet-1-BM3-WMV (Resistencia a kanamicina, promotor T7, inducible por IPTG, gen que co-
difica para la CYPgus completa, contiene las mutaciones RA7W/A82M/F87V).

2.1 Construccion de los plasmidos pBAD CYPrers y pBAD CYPwwv.

2.1.1 Amplificaciéon CYPreris, CYPwmy y SP.

Las secuencias que codifican para las variantes de la CYP completa (TFFIS y WMV) y la proteina de
andamiaje (SP) fueron amplificadas a partir de los plasmidos pRSFDuet-1-BM3-WMV, pRSFDuet-1-BM3-
TFFIS y pBAD CYP-SP respectivamente mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Para cada clonacién se diseiiaron oligonucleétidos, los cuales incluyen sitios de corte para las enzimas de

restriccion Ncol, Xhol y EcoRl (Tabla 2).

Tabla 2. Oligonucledtidos para la amplificacion por PCR de las CYP’s y la SP.

Nombre Secuencia (5’-3’) Sitio
CYPComplFw GATATACCATGGCAATTAAAGAAATGCC Ncol
CYPComplRv TGCTACTCGAGCCCAGCCCACACGTCTTTTGC Xhol

SPFw ATATCTCGAGCTGGTGCCGCGCGGCAG Xhol

SPRv GCTTCGAATTCCCATATGGTACC EcoRl
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Las reacciones de PCR (50 uL) estuvieron conformadas por la solucidn CloneAmp™ HiFi PCR Premix

2X (Clonetech) (25 uL), cada nucledtido (0.8 uM), el par de oligonucleétidos (1.6 uM) y los plasmidos utili-
zados como templado. Las condiciones de amplificacién para cada ciclo térmico de las CYP’s y la SP se
describen en la Tabla 3. Los productos de PCR fueron purificados mediante el kit GenElute™ PCR Clean-up

(Sigma-Aldrich, USA) y evaluados por electroforesis en geles de agarosa al 1% y fotodocumentados.

Tabla 3. Condiciones de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineamiento 55 30s
Extension CYP 72 3.5 min 3
Extension SP 72 30s
Extensidn Final 72 10 min 1

2.1.2 Digestion de los productos CYPreris y CYPwmy y el plasmido pBAD/His C.

Los productos de PCR purificados (CYPtrrs y CYPwmy) v el pldsmido pBAD/His C fueron digeridos
empleando las enzimas de restriccion Ncol y Xhol (New England Biolabs). Los fragmentos fueron digeridos
mediante una reaccién de 30 pL que contenian solucidon tampdn de enzima de restriccion Cutsmart (1X),
las enzimas de restriccion (10 U) y cada fragmento (2.2 ug). El plasmido pBAD/His C fue digerido mediante
una reacciéon de 100 pL que contenia una solucidon tampdn de la enzima Cutsmart (1X), las enzimas de
restriccion (20 U) y el plasmido (5.6 pg). Las reacciones de digestién se incubaron a 37 °C durante 4 h. Una
vez concluida, los productos de la digestidon de los fragmentos fueron purificados con el kit “Gen Elute PCR
Clean-Up” (Sigma-Aldrich, USA) recuperandolos en 50 uL de agua destilada estéril. El producto de digestion
del vector pBAD/His C fue aislado mediante corte de banda en gel de agarosa (1%) y purificado con el kit
“Gen Elute Gel Extraction” (Sigma-Aldrich, USA) y recuperando en 60 uL de agua destilada estéril. Todos
los productos de purificacidon fueron evaluados en gel de agarosa (1%) y cuantificados por espectrofoto-

metria.



13

2.1.3 Ligacion del vector pBAD/His C con los fragmentos CYPreris y CYPwmv.

La ligacidn de los productos de digestién CYPtrrs, CYPwmy y pBAD/His C se llevé a cabo mediante la
enzima T4 DNA ligasa (Promega). Se llevaron a cabo dos reacciones de ligacion diferentes, una para unir
el fragmento CYPtrris con el vector pBAD/His C y la otra para unir el fragmento CYPwmv con el vector
pBAD/His C, para de esta manera dar lugar a dos vectores distintos a los cuales se les nombré pBAD CY-
Preris y pBAD CYPwmy. Los componentes de la reaccion fueron: solucién tampdn de ligacion 1X, T4 DNA
ligasa (1 U) (Promega), vector digerido (~13 ng) e inserto (~35 ng) (relacién molar 1:1 (vector:inserto)) en

un volumen final de 20 uL. La reaccidn se llevd a cabo a 16 °C durante 16 h.

El producto de la ligaciéon fue utilizado para transformar células quimiocompetentes de E. coli DH5a
mediante choque térmico. Para lo cual 10 pL de la reaccién de ligacion, 50 uL de KCM y 50 pL de células
guimiocompetentes se mezclaron e incubaron en hielo por 30 min, 42 °C por 2 min y en hielo nuevamente
por 2 min. Posteriormente las células fueron recuperadas con 1 mL de medio SOC en un tubo Eppendorf
de 1.5 mL e incubadas durante 2 h con agitacion constante (180 rpm) a 37 °C. Finalmente se sembraron

en placas Petri con medio LB sélido adicionado con ampicilina 200 mg/mLy se incubaron a 37 °C por 18 h.

Las colonias obtenidas fueron resembradas en el mismo medio selectivo y se utilizaron para hacer
PCR de colonia utilizando los oligonucledtidos especificos CYPComplFw y CYPComplRv (Tabla 3) para co-
rroborar la presencia de los fragmentos CYP+rris y CYPwmy. La reaccidn de PCR (25 pL) estuvo conformada
por una solucién tampdén TaqGo 1X, MgCl, (2mM), dNTPs (0.15 mM), Taqg DNA polimerasa, el par de oligo-
nucleétidos (0.6mM) y la colonia como templado. Las condiciones de la amplificacién para cada ciclo se
describen en la Tabla 3. Los productos de PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa (1%)
y fotodocumentados. De las clonas que mostraron tener el inserto se seleccionaron dos para la variante
CYPtrrsy dos para la variante CYPwwmy, las cuales se cultivaron en 6 mL de medio LB y se incubaron a 37 °C
por 18 h con agitacidn constante (180 rpm) para posteriormente criopreservarlasy purificar plasmido me-
diante el kit “QlAprep Spin Miniprep” recuperandolos en 50 uL de agua destilada estéril. Estos fueron

evaluados por electroforesis en geles de agarosa (1%) y fotodocumentados.
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2.2 Construccion de los plasmidos pBAD CYP+¢ris-SP y CYPwwmv-SP.

2.2.1 Digestion del fragmento SP y los plasmidos pBAD CYPt¢ris y pBAD CYPwmv.

El fragmento purificado (SP) y los plasmidos pBAD CYPters y pPBAD CYPwwmy fueron digeridos em-
pleando las enzimas de restriccion Xhol (New England Biolabs) y EcoRl (Thermo Fisher Scientific). El frag-
mento fue digerido mediante una reacciéon de 30 uL que contenia solucidon tampdn uUnica de la enzima
EcoRl (1X), las enzimas de restriccidon (10 U) y el fragmento SP (423 ng). Los plasmidos pBAD CYPteris y
pBAD CYPwwmv fueron digeridos mediante una reaccién de 100 pL que contenia una solucién tampdn Unica
de la enzima EcoRl (1X), las enzimas de restriccidn (20 U) y el plasmido (5.6 pg). Las reacciones de digestion
se incubaron a 37 °Cdurante 4 h. Una vez concluida, los productos de la digestidn de los fragmentos fueron
purificados con el kit “Gen Elute PCR Clean-Up” (Sigma-Aldrich, USA) recuperandolos en 50 pL de agua
destilada estéril. Los productos de digestién de los vectores pBAD CYPtrris y pBAD CYPwmy fueron aislados
mediante corte de banda en gel de agarosa (1%) y purificados con el kit “Gen Elute Gel Extraction” (Sigma-
Aldrich, USA) recuperandolo en 60 pL de agua destilada estéril. Todos los productos de purificacién fueron

evaluados en gel de agarosa (1%) y cuantificados por espectrofotometria.

2.2.2 Ligacion de los plasmidos pBAD CYPreris y pBAD CYPwmv con la SP.

La ligacidn de los productos de digestion SP, pBAD CYPtrris y pBAD CYPwmy se llevé a cabo mediante
la enzima T4 DNA ligasa (Promega). Se llevaron a cabo dos reacciones de ligacion, en la primera se unio el
fragmento SP con el vector pBAD CYPeris y en la segunda se unid el fragmento SP con el vector pBAD
CYPwmv, para de esta manera dar lugar a dos vectores distintos a los cuales se les nombré pBAD CYPrrris-
SP y pBAD CYPwmv-SP. Los componentes de la reaccidn fueron: solucién tampén de ligacidon 1X, T4 DNA
ligasa (1 U) (Promega), vector digerido (22 ng) e inserto (10 ng) (relacién molar 1:1 (vector:inserto)) en un

volumen final de 20 pL. La reaccién se llevd a cabo a 16 °C durante 16 h.

El producto de la ligacion fue utilizado para transformar células quimiocompetentes de E. coli DH5a
mediante choque térmico. Para lo cual 10 pL de la reaccién de ligacion, 50 puL de KCM y 50 ulL de células
guimiocompetentes se mezclaron e incubaron en hielo por 30 min, 42 °C por 2 min y en hielo nuevamente

por 2 min. Posteriormente las células fueron recuperadas con 1 mL de medio SOC en un tubo Eppendorf
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de 1.5 mL e incubadas durante 2 h con agitacion constante (180 rpm) a 37 °C. Finalmente se sembraron

en placas Petri con medio LB sélido adicionado con ampicilina 200 mg/mLy se incubaron a 37 °C por 18 h.

Las colonias obtenidas fueron resembradas en el mismo medio selectivo y se utilizaron para hacer
PCR de colonia utilizando los oligonucledtidos especificos SPFw y SPRv (Tabla 3) para corroborar la presen-
cia del fragmento SP en ambos vectores. La reaccidén de PCR (25 pL) estuvo conformada por una solucion
tampon TagGo 1X, MgCl, (2mM), dNTPs (0.15 mM), Tag DNA polimerasa, el par de oligonucledtidos (0.6
mM) y la colonia como templado. Las condiciones de la amplificacion para cada ciclo se describen en la
Tabla 3. Los productos de PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de agarosa (1%) y fotodocumen-
tados. De las clonas que mostraron tener el inserto se selecciond una para la variante CYPtrris y cuatro
para la variante CYPwmy, las cuales se cultivaron en 6 mL de medio LB y se incubaron a 37 °C por 18 h con
agitacién constante (180 rpm) para posteriormente criopreservarlas y purificar plasmido mediante el kit
“QlAprep Spin Miniprep” recuperandolos en 50 plL de agua destilada estéril. Todos los productos de puri-

ficacion fueron evaluados en gel de agarosa (1%) y fotodocumentados.

A partir de los plasmidos con el inserto correctamente clonado, se eligié uno de cada construccién
para transformar células E. coli (DE3) electrocompetentes para su expresion. La transformacion se llevé a
cabo mediante un electroporador Easylect Prima (EquiBio), para lo cual se utilizaron 5 uL de los plasmidos
purificados (~500 ng) que codifican para las proteinas de fusién (pBAD CYPrrs-SP y pBAD CYPwmy-SP) y 1.5
pL del plasmido purificado pRSF CP P22 (~500 ng), los cuales se mezclaron con 100 ulL de células electro-
competentes y se transfirieron a una celda para electroporar (2 mm) donde se les dio un pulso de 2.5 kV
para transformar las bacterias. Posteriormente las células fueron recuperadas en 1 mL de medio LB en un
tubo Eppendorf e incubadas durante 1.5 h con agitacién constante (180 rpm) a 37 °C. Finalmente 100 pL
del cultivo se sembraron en placas Petri con medio LB solido con ampicilina (200 mg/mL) y kanamicina (30

mg/mL) y se incubaron a 37 °C por 18 hrs.

De las clonas obtenidas por electroporacion se eligieron dos de cada una de las variantes de pro-
teina de fusion para criopreservarlas y posteriormente realizar induccién de la expresién de las proteinas.
Las clonas resultantes fueron nombradas: BL21(DE3)-pBAD CYPwwmv-SP?!, BL21(DE3)-pBAD CYPwmy-SP?,
BL21(DE3)-pBAD CYP+¢ris-SPy BL21(DE3)-pBAD CYPreris-SP2
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2.3 Expresion secuencial de CYPwwmv-SP, CYPrrrs-SP y CP P22.

Con el propésito de saber si las dos proteinas de fusidon (CYP+ers-SP y CYPwmy-SP) y la proteina de
capside del bacteridfago P22 (CP P22) se sobreexpresaban en cada clona, se realizé una seleccién para
obtener las clonas que fueran inducibles por IPTG y L-arabinosa, corroborado mediante la separacidon de
las proteinas en un gel SDS-PAGE al 10%, que se corrid a 200 volts y se tifid con InstantBlue (Expedeon,

Cambridge, UK).

Una vez seleccionadas las clonas, se realizd la expresion de las proteinas CYPwmy-SP y CYPrers-SP y
posteriormente la expresién de la proteina de la capside CP. La expresidn secuencial se inicié utilizando
un precultivo de una clona de cada variante de CYP. Se siguieron dos esquemas con distintos tiempos de
induccién para la proteina CYP-SP. Para el primero de ellos, se tomdé 1 mL del precultivo de la cepa trans-

200 y Km3° adicionado

formada para inocular cada cultivo de 100 mL de medio TB (Terrific Broth) con Amp
con 0.5 mM de tiamina y elementos traza. Se dejé crecer a 30°Cy 180 rpm hasta alcanzar una ODggo = 0.8.
Seguido se indujo la expresidn de la CYP-SP con 0.125% de L-arabinosa y se afiadié 1 mM de acido amino-
levulinico necesario para la sintesis del sitio activo de la enzima. Se dejé crecer el cultivo por 16 h a 30 °C
y 180 rpm. Posteriormente se indujo la expresién de la CP adicionando 1 mM de IPTG y se crecieron los

cultivos 4 h mas a 30 °Cy 180 rpm. Para el segundo esquema de expresion se modificd el tiempo de ex-

presion de la CYP-SP a5 h.

Al terminar la induccidn, los cultivos se centrifugaron en frio a 3,840 g por 10 min, las células se re-
suspendieron en amortiguador de lisis (50 mM Na2HPO4, 100 mM NaCl, pH 7.6) para posteriormente so-
nicar y centrifugar la muestra a 12,000 g por 30 min a 4°C y de esta manera recuperar el sobrenadante, el

cual contiene las VLPs P22- CYP+ers y VLPs P22- CYPwwmy.

2.4 Purificacion de las VLPs P22- CYPteris y VLPs P22-CYPwmv.

Una vez recuperado el sobrenadante (aproximadamente 50 mL por 200 mL de cultivo) proveniente
de la lisis celular, se realizd la purificacién de las cdpsides P22 que contienen citocromo mediante ultra-
centrifugacidn utilizando un colchén de sacarosa al 35% (5 mL) preparado en amortiguador PBS (50 mM
Na;HPO4, 25 mM NaCl, pH 7). La ultracentrifugacion se llevé a cabo a 215,000 g (42,240 rpm) durante 1 h

a 4°C utilizando un rotor de angulo fijo 50.2 Ti Beckman Coulter, Inc. (Optima XPN-100 Ultracentrifuge,
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Beckman Coulter). El sobrenadante fue eliminado y el pellet fue resuspendido en amortiguador PBS (apro-

ximadamente 2 mL) utilizando agitacidn leve y constante.

Posteriormente la muestra se filtré utilizando un filtro de 22 um para remover agregados y se cargé
en una columna de filtracién en gel HiPrep 16/60 Sephacryl S-500 HR (GE Healthcare) utilizando un flujo
de 1 ml/min de solucién amortiguadora PBS en el equipo AKTA prime plus (GE Healthcare). Las fracciones
correspondientes a la elucion de las capsides correctamente ensambladas fueron colectadas alrededor de
los 65 min y posteriormente concentradas por medio de ultracentrifugacién a 215,000 g durante 1h a 4°C.
Se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 100 mM Tris-HCI pH 8 utilizando agitacién leve y

constante a 4°C.

Una vez resuspendidas las capsides virales (VLPs P22-CYPris y VLPs P22- CYPwwmy) se analizaron me-
diante el microscopio electrénico de transmisidon (TEM). Para esto se utilizd la técnica de tincion negativa,
colocando las VLPs P22-CYP en una rejilla con cobre de 400 mesh, cubiertas con una pelicula fina de car-
bdén, durante dos minutos. Posteriormente, se retird el exceso de la muestra con papel filtro y se realizd la
tincidn negativa con acetato de uranilo al 2% durante un minuto. Las observaciones fueron analizadas con

un microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-2010 (JEOL Ltd., Peabody, MA, USA).

2.5 Determinacion de la concentracion y actividad CYP de las VLPs P22-CYPr¢ris y
VLPs P22-CYPwmv.

La concentracién de la enzima dentro de la capside, molaridad de confinamiento se calculd a partir

de la siguiente ecuacion:

(Enzimas ) i
por capside’ \ 6,022x1023,,,,imas

Volimen interno spsiqe

Mconf =

El volumen interno de la cdpside del P22 es de 5.8x10°%°L (58000 nm3) con un finterno=24nm.
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El porcentaje de ocupacion de la capside por la enzima se determind de la siguiente manera:

(Enzimas )(Volimencyp)

por capside

Volimen internocspside

% Ocupaciéon = ( ) x 100

El volumen de la CYP completa, 534.81 nm?3, fue calculado a partir de su radio hidrodindmico (6.1 nm).

Se determiné la actividad de las cdpsides P22 con CYP encapsidada utilizando como sustrato 2,6-di-
metoxifenol (2,6-DMF) (500 uM) con NADPH (0.06uM) como fuente de electrones. La transformacion de
2,6-DMF se monitoreo a 468 nm con un coeficiente de extincién de 49, 600 M cm™ en el espectrofotd-
metro Agilent 8453 UV-VIS. Se realizé con control sin VLP’s P22-CYP para cuantificar el consumo basal de
NADPH, la pendiente resultante se resto a la de la actividad de las VLPs P22-CYP para determinar la activi-

dad especifica.
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Capitulo 3. Resultados y Discusion

3.1 Construccion de los plasmidos pBAD CYPteris-SP y pBAD CYPwmy-SP.

Los pldsmidos pBAD CYP-SP, pRSF CP P22, pRSFDuet-1-BM3-WMV y pRSFDuet-1-BM3-TFFIS se
electroporaron en 50 pL de bacterias electrocompetentes MG 1655. Al final de 1 h de recuperacién, se
plaguearon 50 plL de cada transformante en cajas de LB con el antibidtico correspondiente a la resistencia

200 A4

del plasmido (Amp?® 6 Km®) y fueron crecidas a 37 °C por 16 h. Posteriormente cada una de las transfor-

mantes fue recuperada en medio LB liquido para ser criopreservadas.

3.1.1 Purificaciéon de plasmidos.

Los plasmidos pBAD CYP-SP, pBAD/His-C, pRSF CP P22, pRSFDuet-1-BM3-WMV y pRSFDuet-1-
BM3-TFFIS fueron purificados de las células E. coli MG 1655 mediante lisis alcalina con el kit QlAprep Spin

Miniprep. Posteriormente fueron analizados en un gel de agarosa (1%) (Fig. 3) para evaluar su integridad.

S e e T R

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plasmidos purificados. Los carriles 1-5 corresponden a pBAD CYP-
SP, pBAD/His-C, pRSF CP P22, pRSFDuet-1-BM3-WMV y pRSFDuet-1-BM3-TFFIS respectivamente. M=marcador de peso
molecular 1kb (Promega).
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Como se observa en la Tabla 4, se obtuvo una concentracién alta de los diferentes plasmidos. El

calculo de la relacion A260/A280, expresa la pureza de ADN. Sabiendo que las proteinas tienen un maximo
de absorcidén a una A=280 las lecturas a esta longitud pueden mostrar si existe algin contaminante pro-
teico. Un valor de 1.8 a 2 indica una muestra pura, por lo tanto, podemos concluir que las muestras pre-

sentan una alta pureza.

Tabla 4. Cuantificacién de los vectores pBAD CYP-SP, pRSF CP P22, pRSFDuet-1-BM3-WMV, pRSFDuet-
1-BM3-TFFIS y pBAD/His C a 260 nm.

Plasmido ng/ uL A260/A280
pBAD CYP-SP 85.8 1.96
pRSF CP P22 405.5 1.96
pRSFDuet-1-BM3-WMV 255.1 1.98
pRSFDuet-1-BM3-TFFIS 2925 1.98
pBAD/His C 71 1.97

3.1.2 Amplificacién de los fragmentos CYPteris, CYPwmv Yy SP.

Como se observa en la electroforesis de la Fig. 4, el tamafio de los fragmentos de las variantes de
la CYPgms completa (TFFIS y WMV) y la proteina de andamiaje (SP) amplificados por PCR a partir de los
pldsmidos pRSFDuet-1-BM3-WMV, pRSFDuet-1-BM3-TFFIS y pBAD CYP-SP, corresponden con el tamaio
tedrico esperado para cada fragmento, siendo 553 pb para la SP y 3147 pb para las CYP’s. Se observa que
en el caso de la SP hay inespecificidad de los oligonucleétidos por lo que serad necesario cortar banda del
gel de agarosa para posteriormente purificarla y asegurar la construccion correcta de la proteina de fusién

CYP-SP.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR. En el carril 1 se encuentra la
CYPgms3 TFFIS, en el 2 la CYPsums WMV, en el 3 la SP, en el 4 el control positivo y el 5 el control negativo.
M=marcador de peso molecular 1kb (Promega).

3.1.3 Digestion doble de CYPr¢ris, CYPwmv y del plasmido pBAD/His C.

Se realizd la doble digestion del vector pBAD/His C y los fragmentos CYPrris y CYPwmy utilizando
las enzimas Ncol y Xhol. Los productos se purificaron y cuantificaron, obteniendo un rendimiento de recu-
peracion de 39.3% para el vector pBAD/His C, 24.2% para CYPrers y 23.30% para CYPwwmy (Tabla 5). A pesar
de la perdida registrada, la cantidad de material purificado fue suficiente para proceder con la ligacién de

los mismos.

Tabla 5. Cuantificacion del vector pBAD/His C y los fragmentos CYPrris y CYPwmy purificados antes y
después de la digestion.

Sin digerir Digerido
ng/ pL A260/A280 ng/ pL A260/A280
CYPreris 142.5 1.87 345 1.93
CYPwmv 152.3 1.88 355 1.92

pBAD/His C 71 1.97 27.9 1.89
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La electroforesis en gel de agarosa mostro la integridad de los productos de la digestion (Fig. 5). A

partir de este analisis se determind que la digestion del vector pBAD/His C fue completa puesto que no se
observé la presencia de bandas adicionales correspondientes a los demas arreglos tridimensionales que
puede adoptar el vector como en la versién sin digerir (Fig. 3). En ninguna de las muestras se observd

indicios de degradacion y ademads se conserva la pureza de las muestras.

M 1 2 3 4

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de digestién (Ncol y Xhol) purificados. Se muestra
en el carril 1 CYPreris, 2 la CYPwmv y en el 3y 4 el vector pBAD/His C. M=marcador de peso molecular 1kb (Promega).

3.1.4 Ligacion de los fragmentos CYPreris, CYPwmv con el plasmido pBAD/His C.

Con los productos de digestion se prepararon las reacciones de ligacidn correspondientes a las dos
construcciones (pBAD CYP+ers Y pPBAD CYPwwmy) con las cuales se transformaron células E. coli DH5a. Como
resultado de la transformacidn se obtuvieron 20 colonias correspondientes a la construccién pBAD CYPrgis
y 9 colonias correspondientes a la construccion pBAD CYPwwmv. Se realizd PCR de todas las colonias, pero
solo cinco de la construcciéon pBAD CYPreis v seis de la construccion pBAD CYPwmy fueron evaluadas me-

diante gel de agarosa (1%). En la Fig. 6 se observa un fragmento alrededor de 3,000 pb, el cual corresponde
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con el tamafio de las CYP’s el cual es de 3,147 pb. Para el caso de la construccion pBAD CYPrers solo una
colonia no presento el fragmento del tamafio esperado, mientras que para para pBAD CYPwwmv todas las
clonas analizadas presentaron el fragmento. Se seleccionaron dos clonas de cada construccion y se purifico

pldsmido mediante lisis alcalina.
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Figura 6. Andlisis electroforético del PCR de colonia correspondiente a las dos construcciones. En los carriles 1 a 7 se
muestran las cinco colonias evaluadas para la construccién pBAD CYPris (A). En los carriles 1 a 6 de muestran las seis
colonias evaluadas para la construccién pBAD CYPwwmv (B). M=marcador de peso molecular 1kb (Promega).

La presencia de los fragmentos fue confirmada mediante PCR y digestion utilizando como tem-
plado el plasmido obtenido de cada una de las clonas seleccionadas de ambas construcciones. A partir de
este analisis se determind que las clonas seleccionadas de cada construccién poseian el fragmento CYP.
En el PCR (Fig. 7A) se puede observar un fragmento alrededor de 3,000 pb, correspondiente al tamafio de
las CYP’s de 3,147 pb. La doble digestion de los vectores (Fig. 7B) muestra tres bandas, una de ellas con el
tamafio de la CYP, la segunda alrededor de 4,000 pb correspondiente al tamafio del vector sin el inserto y
la banda de mayor tamano es correspondiente a la digestidn parcial del vector. Se seleccioné una clona de

cada construccidn para proceder a la ligacién de la SP.
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Figura 7. Andlisis electroforético del PCR (A) y digestién doble (Ncol y Xhol) (B) de las construcciones pBAD CYPtris y
pBAD CYPwwmv. En el carril 1y 2 se encuentran las clonas 3 y 5 de la construccion pBAD CYP+eris y en el carril 3y 4 las
clonas 22 y 23 de la construccién pBAD CYPwwmv. M=marcador de peso molecular 1kb (Promega).

3.1.5 Digestion doble de SP, pBAD CYP+¢ris y pPBAD CYPwmv.

El producto de PCR del fragmento SP fue aislado mediante corte de banda en gel de agarosa (1%)
debido a que habia inespecificidad de los oligonucleétidos. Posterior al corte de banda, el fragmento fue

purificado por columna.

Se realizd la digestion doble de los vectores pBAD CYP+eris y pPBAD CYPwwmy Y el fragmento SP utili-
zando las enzimas de restriccion Xhol y EcoRl, los productos se purificaron y cuantificaron, obteniendo un
rendimiento de recuperacion de 31.8% para el vector pBAD CYP+eris, 24.2% para pBAD CYPwmy y 35.4% para
SP (Tabla 6). A pesar de la perdida registrada, la cantidad de material purificado fue suficiente para proce-

der con la ligacidn de los mismos.
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Tabla 6. Cuantificacién de los vectores pBAD CYPrrs y pBAD CYPwwmy v el fragmento SP purificados antes
y después de la digestion.

Sin digerir Digerido
ng/ puL A260/A280 ng/ puL A260/A280
pPBAD CYPregis 88.4 1.97 21.4 1.96
pBAD CYPwmv 71.2 1.98 22.7 1.98
SP 28.2 1.89 10 1.94

La integridad de los productos de la digestién, evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa
(Fig. 8), mostrd que la digestion de los vectores pBAD CYP+eris y pPBAD CYPwmy fue completa ya que no se
observé la presencia de bandas adicionales correspondientes a los demas arreglos tridimensionales que

puede adoptar el vector como en la version sin digerir. En ninguna de las muestras se observé indicios de

degradacion.

M 1 2 3 4 5

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de digestion (Xhol y EcoRl) purificados. Se muestra

en el carril 1y 2 pBAD CYP1sris, en el 3y 4 pBAD CYPwwmv y en el 5 se observa la SP. M=marcador de peso molecular
1kb (Promega).
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3.1.6 Ligacion del fragmento SP con los plasmidos pBAD CYPreris y pPBAD CYPwmv.

Con los productos de digestidn se prepararon las reacciones de ligacidn correspondientes a las dos
construcciones (pBAD CYP+¢rs-SP y pBAD CYPwmv-SP) con las cuales se transformaron células E. coli DH5a.
Como resultado de la transformacidn se obtuvieron 5 colonias correspondientes a la construccion pBAD
CYP+ers-SP y 12 colonias correspondientes a la construcciéon pBAD CYPwwmv-SP. Se realizé PCR de todas las
colonias y fueron evaluadas mediante gel de agarosa (1%), el tamafio de banda esperado para la SP fue de

553 pb (Fig. 9).
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Figura 9. Andlisis electroforético del PCR de colonia correspondiente a las construcciones pBAD CYPwmv-SP y pBAD
CYP1rris-SP. En los carriles 1 a 5 se muestran las cinco colonias evaluadas para la construccion pBAD CYPreris-SP, en
el carril 6 el control positivo (A). En todos los carriles se muestran las colonias evaluadas para la construccion
pBAD CYPwmv-SP (B) y (C). M=marcador de peso molecular 1kb (Promega).
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Para el caso de la construccion pBAD CYPrers-SP solo una colonia presento el fragmento del tamaiio
esperado, mientras que para para pBAD CYPwwmy-SP todas las clonas analizadas presentaron el fragmento

esperado. Posteriormente se purifico pldasmido de cada construccién mediante lisis alcalina.

La presencia del fragmento SP fue ratificada mediante PCR y digestion utilizando como templado el plds-
mido obtenido de cada una de las clonas seleccionadas de ambas construcciones, se puede observar que

para ambos casos se obtiene el fragmento de la SP (Fig. 10).
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Figura 10. Analisis electroforético del PCR y digestién doble (Xhol y EcoRl) de las construcciones pBAD CYPrrris-SP y
pBAD CYPwmv-SP. En el carril 1 a 4y 8 a 12 se encuentran las clonas de la construccién pBAD CYPwwmv-SP, en el carril
5y 13 las clonas de la construccion pBAD CYP+rris-SP, los carriles 6 y 7 corresponden a controles positivos. M=marca-
dor de peso molecular 1kb (Promega).

Por ultimo, se realizaron dos reacciones de PCR para comprobar la presencia del fragmento de
DNA correspondiente a la proteina de fusion CYPrers-SP y CYPwmyv-SP. En la primera reaccidn se utilizaron
los oligonucleétidos para amplificar la CYP y en la segunda reaccion se utilizé el oligonucledtido sentido de
la CYP y el antisentido de la SP. Este andlisis electroforético (Fig. 11) evidencid la presencia de una banda
correspondiente al tamafio de la CYP-SP, por lo que se corrobora que las clonaciones fueron exitosas y es

posible proceder al ensayo de expresidn de las proteinas de fusién CYPrrs-SP y CYPwmy-SP.
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR CYP y CYP-SP. En los carriles 1, 3,5, 7y 9
se encuentra la CYP, en los carriles 2, 4, 6, 8 y 10 se encuentra la CYP-SP y en el ultimo carril se encuentra el control
negativo. M=marcador de peso molecular 1kb (Promega).

3.2 Analisis de la expresion a pequeiia escala de CYP-SP y CP.

Los plasmidos pBAD CYPr¢rs-SP, pBAD CYPwwmy-SP y pRSF CP P22 se electroporaron en 50 uL de
bacterias electrocompetentes E. coli BL21 (DE3). Posteriormente se recuperd dos clonas de cada una de
las transformantes en medio LB liquido para criopreservarlas y realizar un ensayo de induccidn de la ex-

presion de ambas proteinas.

Para obtener las clonas que sobreexpresaran las proteinas se tomaron 100 uL de los cuatro pre-

cultivos para inocular ocho tubos de 5 mL con medio fresco LB adicionado con ambas resistencias en dos
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ensayos diferentes; el primer ensayo consistié en la adicién de 0.125% de L-arabinosa para inducir la ex-
presidn de la proteina de fusién CYP-SP y el segundo ensayo consistié en agregar 0.3 mM de IPTG para la
induccién de la expresidn de la proteina de la capside CP. La induccién se dejé por 5 h a 37 °C, posterior-
mente fueron analizardos mediante un gel de poliacrilamida al 10% el cual se tifio con InstantBlue (Fig.
12). De acuerdo a este ensayo se observa que las cuatro clonas sobreexpresan tanto la proteina de fusién
(CYP-SP) como la proteina de la capside del bacteriéfago P22 (CP), puesto que se distinguen dos bandas
intensas del tamafio esperado siendo 47 kDa para la CP y 136.66 kDa para las proteinas de fusion (CYPregis-

SP Yy CYPWNN-SP).
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Figura 12. SDS-PAGE al 10% de la sobreexpresidon de CYP-SP y CP. Se analizaron 2 clonas BL21 DE3 pBAD CYPrrris-SP +
pRSF CP P22 (Carril 2 y 3 inducido con L-arabinosa y 6 y 7 inducido con IPTG), 2 colonias BL21 DE3 pBAD CYPwmv-SP
+pRSF CP P22 (Carril 4 y 5 inducido con L-arabinosa y 8 y 9 inducido con IPTG), clona sin inducir (carril 1) y M=Marcador

de peso molecular (Precision Standard 250 kDa, Bio-Rad Labs).

La clona sin inducir (carril 1) presenta expresidn basal de la CP, lo que significa que hay produccion
de la proteina heterdloga en ausencia del inductor IPTG. El gen que codifica para la proteina CP estd bajo
el control del promotor T7, el cual se encuentra bajo el control del represor de lactosa (/acl) que, en pre-
sencia de lactosa (o IPTG) y ausencia de glucosa induce la expresidén proteica. Puesto que el medio de
cultivo Terrific Broth en el cual se hizo el ensayo contiene lactosa, siempre tendremos expresién basal de

la CP. Esto pudiera representar un problema ya que como reportd Zlotnick en el 2012, durante el ensam-
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blado del bacteriéfago P22, la proteina de andamiaje (SP) es necesaria para catalizar, estabilizar y direc-
cionar la forma geométrica de la procapside, en ausencia de la proteina de andamiaje la CP se puede aso-

ciar y generar estructuras aberrantes.

La expresion basal puede ser controlada mediante represién catabdlica, la cual consiste en agregar
glucosa al medio, pues esta fuente de carbono disminuye los niveles de AMPc (AMP ciclico), la cual es una
molécula necesaria para la transcripciéon. Otra manera de regular la expresidon basal es mediante la co-
expresion de la lisozima T7, la cual se une a la RNA polimerasa T7 (T7 RNAP) e inhibe la iniciacidn de la
transcripcién de cualquier gen que este bajo el promotor T7 como es en nuestro caso la CP. Una vez se
induzca con IPTG, la cantidad de T7 RNAP producida sobrepasa el nivel que la T7 lisozima puede inhibir y
la T7 RNAP “libre” se une al promotor y finalmente inicia la transcripcion del gen recombinante (Rosano &

Ceccarelli, 2014).

Sin embargo, se procedié a continuar con el sistema ya desarrollado puesto que se ha visto que
aunque se tenga expresion basal de la proteina de cdpside es posible obtener bionanorreactores ensam-
blados correctamente (Tapia-Moreno et al, 2017). Para futuros trabajos se sugiere transformar la cepa E.
coli BL21 (DE3) pLysS, la cual posee el plasmido que contiene la secuencia que codifica para la lisozima T7

para regular la expresion basal de la CP.

3.3 Expresion secuencial de CYP-SP y CP P22.

Para poder realizar la encapsulacion in vivo del CYP dentro de la capside del bacteriéfago P22, se
fusiond el gen que codifica para la enzima con la secuencia de codifica para una parte de la proteina de
andamiaje (SP). Este fragmento el cual incluye los aminoacidos 141 a 303 de la proteina de andamiaje
(dominio C-terminal) interactta con las proteinas de la capa para dirigir la geometria de la capside viral
(Zlotnick et al., 2012). Se decidié cambiar los plasmidos a la cepa E. coli BL21 (DE3) puesto que estas células
estan mutadas para ser deficientes en la proteasa Lon (responsables de degradar proteinas foraneas) y la
porina OmpT, que evita la pérdida de plasmidosy contiene la T7 RNAP, la cual es necesaria para transcribir

la proteina CP puesto que esta bajo el promotor T7 (Rosano & Ceccarelli, 2014).
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Una vez teniendo las construcciones se transformo la cepa E. coli BL21 (DE3) con los plasmidos
pPBAD CYP+¢rs-SP, pBAD CYPwmv-SP y pRSF CP P22 para de esta manera inducir primero la expresion de la

proteina de fusidn y posteriormente inducir la expresién del gen que codifica para la proteina de la cdpside.

Se eligid este protocolo de expresion puesto que Sanchez-Sdnchez en el 2014, realizdé una compa-
racién entre co-expresion y expresion secuencial de ambas proteinas y observé que en ambos protocolos
se encontraron capsides correctamente ensambladas, sin embargo, con la expresién secuencial se consi-
guié aumentar el porcentaje de CYPgms (dominio hemo) activo, de un 7% que se habia obtenido con co-
expresion hasta un 35% con expresidn secuencial, ademds de generar una mayor proporcion de capsides

correctamente formadas, debido probablemente a una relacion CYP-SP/CP mas adecuada.

En este trabajo se realizaron dos metodologias de expresién secuencial (Fig. 13), donde la diferen-

cia radica en el tiempo de induccidn de la produccién de la proteina de fusién CYP-SP (5 6 16 h).
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Figura 13. Esquema de induccidn para la encapsulacién in vivo de CYP-SP en P22.

Una vez realizada la inoculacién con el precultivo de la clona seleccionada, se expresd primero la
CYP fusionada con el dominio C-terminal de la SP utilizando L-arabinosa como inductor y el 4cido amino-
levulinico. Una vez terminado el tiempo de induccién de la CYP-SP, se procede a inducir la expresion de la
CP con 1mM de IPTG para después obtener mediante centrifugacidn un pellet bacteriano el cual contiene

las capsides virales con CYP-SP en su interior.
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Se realizd un andlisis electroforético mediante un gel SDS-PAGE al 10% (Fig. 14) para observar la
sobreexpresion de la proteina de fusién (CYP-SP) y la proteina de la capside (CP). Se observa que no hay
una diferencia significativa en la expresion de la CYP-SP a 5y 16 h (136.66 kDa), esto es probablemente
porque la L-arabinosa es metabolizada y se deja de producir la proteina de fusién cuando el inductor se
termina. Por el contrario, se puede observar una diferencia en las bandas correspondientes a la CP (47
kDa), se observa que a mayores tiempos de induccion también se tiene una mayor cantidad de proteina,

esto es probablemente por la expresidn basal de esta proteina (observada anteriormente en la Fig. 14).

En todos los casos se presentd sobreexpresiéon de ambas proteinas por lo tanto ambos cultivos se
centrifugaron y el pellet se criopreservé hasta la posterior purificacién de las VLPs con CYP-SP en su inte-

rior.

150 »
100 =»

50 »

Figura 14. SDS-PAGE al 10% de expresion secuencial de la CYP-SP y de CP a 30°C. Carriles 1, 3, 5y 7 = controles
negativos sin inducir, 2 y 4 = CYPtrris —=SP y CYPwmv —SP después de 9hr de expresion, 6 y 8= CYPteris —SP y CYPwmv
—SP después de 20hr de expresion y M=Marcador de peso molecular (Precision Standard 250 kDa, Bio-Rad Labs).
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3.4 Purificacion de VLPs P22 CYPrrrisy VLPs P22 CYPwwv.

Primeramente, se procedio a la sonicacién de los pellet celulares procedentes de la expresion se-
cuencial, una vez realizado esto se centrifugd para eliminar restos celulares y asi proceder a la purificacién
en dos fases. La primera fase involucra ultracentrifugacion y la dltima cromatografia por filtracién en gel
de donde se obtendran VLPs con alta pureza, puesto que permite la separacion de moléculas en funcion
de su tamafio.Primeramente, se ultracentrifugd en colchén de sacarosa a 215,000 g, los pellets fueron
resuspendidos en el amortiguador PBS con agitacién constante y una vez resuspendidos se filtraron para

remover agregados.

Se realiz6 un andlisis electroforético mediante un gel SDS-PAGE al 10% (Fig. 15) para observar to-
dos los pasos de purificacion. Esta imagen muestra una comparativa entre los pasos de purificacion de las
VLPs P22-CYP (VLPs P22-CYPis (a) y CYPwwmy (b)) a diferentes tiempos de induccion de estas proteinas (9
6 20h).
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Figura 15. SDS-PAGE al 10% del primer paso de purificacion de las dos variantes CYPrris-SP (a) y CYPwwmv-SP (B) a9y
20h de expresion. Carriles M= Marcador de peso molecular (Precision Standard 250 kDa, Bio-Rad Labs), 1y 5= Sobre-
nadante una vez realizada la sonicacion, 2 y 6= Pellet de la sonicacidn, 3 y 7 sobrenadante de la ultracentrifugacion y
4y 8 pellent de la ultracentrifugacion.
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Como se observa en el sobrenadante de la sonicacion (carriles 1 y 5) se obtuvo tanto la proteina

de fusién como la CP solubles lo que nos indicd que podemos proceder a recuperar las VLPs de dicho lisado
celular. Se observa en el pellet de la sonicacidn (carriles 2 y 5) la presencia de ambas proteinas, lo que nos
indica que una parte de las proteinas recombinantes que estan siendo producidas se van a cuerpos de
inclusion, puesto que cuando un gen extrano es introducido a E. coli, el control espacio temporal de su
expresion se pierde. El péptido recombinante “nuevo” es expresado en el microambiente de E. coli, el cual
puede diferir de la fuente original en términos de pH, osmolaridad, potencial redox, cofactores y mecanis-
mos de plegado. Ademas, en caso de tener altos niveles de expresién como es nuestro caso, las interac-
ciones hidrofébicas en el polipéptido estan presentes en altas concentraciones y disponibles para interac-
cionar con regiones similares (Rosano & Ceccarelli, 2014). Todos estos factores pueden dar lugar a la ines-
tabilidad y agregacién de las proteinas formando cuerpos de inclusién. Para futuros trabajos se sugiere
disminuir la temperatura y concentracién de inductor utilizado para la induccidn de la expresién de la CYP-
SP y CP para controlar la formacidn de cuerpos de inclusién. Debido a que se contaba con suficiente pro-

teina soluble con la cual trabajar proseguimos a ultracentrifugar el sobrenadante.

El objetivo de la ultracentrifugacién es formar un pellet de VLPs con CYP-SP en su interior, se ob-
serva en el sobrenadante de la ultracentrifugacion (carril 3y 7) que hay una cantidad importante de CYP-
SP que no fue encapsidada. Esto se puede deberse a diferentes razones dentro de las cuales esta la posi-
bilidad de que no hay suficientes cdpsides para confinar toda la CYP-SP disponible en el medio celular. Otra
razon puede ser la limitante del volumen interno de la procapside del bacteriéfago P22, de tal manera que
no es posible encapsidar un gran numero de CYP-SP debido al tamafio de esta proteina de fusion. Para dar
respuesta a esta incégnita se analiz6 mediante densitometria utilizando el software ImageJ (NIH) la pro-
porcién entre la CP y la CYP-SP, esto para tener una aproximacion de cuantas enzimas estan siendo encap-

sidadas utilizando el SDS-PAGE de la Fig. 15 (carriles 4 y 8) (Tabla 7).

Tabla 7. Nimero de enzimas CYP por capside.

Sistema de expresion CYP/céapside Mconf (mM) % Ocupacion
pBAD CYPreris-SP + pRSF CP P22 5h 21 0.61 20.0%
pBAD CYPrrris-SP + pRSF CP P22 16h 16 0.46 14.93%
pPBAD CYPwmv-SP + pRSF CP P22 5h 18 0.51 16.7%

pBAD CYPwmyv-SP + pRSF CP P22 16h 19 0.56 18.0%
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Como se muestra en la Tabla 8 se encontré que las VLPs P22-CYP tienen un promedio de 18.25

(£2.21) enzimas por capside lo que se traduce a una concentracion local promedio de enzima (molaridad
de confinamiento = Mcons) de 0.535 mM (+0.06). En el trabajo doctoral de Lorena Sanchez (2014), se re-
portdé una mayor cantidad de enzimas por capside siendo el promedio de 109.7 (+2.8) de enzimas por
capside con una Mconf de 3.14 mM. Esto es probablemente porque la enzima que se encapsidd corres-
ponde Unicamente al dominio oxidasa de la CYP unida a la proteina de andamiaje la cual tiene un peso 75
kDa, mientras que la CYP-SP que estamos utilizando en este trabajo es de 136.66 kDa, por lo tanto, en

principio esperariamos una menor cantidad de enzima encapsidada.

El porcentaje de ocupacidn observado para todos los protocolos de expresién no supera el 20%,
por lo tanto, podriamos inferir que aun hay bastante espacio dentro de la VLP el cual puede ser ocupado
por enzimas. Sin embargo en algunos casos es una desventaja tener alta densidad de confinamiento den-
tro de las VLPs puesto que puede conllevar a problemas difusivos del sustrato y productos, lo cual es re-

flejado en disminucidn de la Vmax ¥ la Km (Patterson, Prevelige, & Douglas, 2012).

Como ya se ha reportado anteriormente el nimero de SP que se incorporan a cada capside de-
pende de la disponibilidad de la proteina en la reaccién, siendo el nimero maximo de SP por particula
dependiente del volumen de la cdpside viral y no de un niumero especifico de sitios de unién entre la SP y
la proteina de capa (Parker, Casjens, & Prevelige Jr, 1998). Si tomamos en cuenta que la SP ahora esta
unida a la CYP la cual es una proteina globular con un radio hidrodindmico de 6.1 nm, se entiende que el
nuimero maximo de 350 SP (Parent, Zlotnick, & Teschke, 2006) por capside no se alcance. Este primer paso
de purificacién nos permite obtener VLPs con CYP en su interior y eliminar una gran proporcién de otras

proteinas como se puede observar en la Fig. 15 (ay b) carriles 4 y 8.

Una vez resuspendidos los pellets provenientes de la ultracentrifugacion, se procedié al segundo
paso de purificacion, el cual consiste en una cromatografia de filtraciéon en gel (Fig. 16). Se llevd a cabo
durante un tiempo de 125 minutos, inyectando 5 mL de muestra por corrida. En trabajos anteriores ya se
habia determinado que la proporcidn de capsides correctamente ensambladas eluyen alrededor de los 65
min y las especies aberrantes alrededor de los 45 min (Sanchez-Sanchez et al., 2014) y en un trabajo mas
reciente se obtuvieron también dos picos donde las especies aberrantes eluyen a los 48 min y las capsides
correctamente formadas a los 59 (Tapia-Moreno et al., 2017). En este trabajo se observaron dos picos

fusionados en los cromatogramas, similares a los anteriormente reportados.
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Figura 16: Andlisis de la formacidn de VLPs P22-CYP a 30 °C mediante cromatografia de filtracidn en gel. El cromato-
grama de salida ( ) fue analizado mediante deconvolucion. Las estructuras correctamente ensambladas ( —)
eluyen alrededor de los 65 min, mientras que las estructuras aberrantes ( ) eluyen alrededor de los 52 min. La
elucidn de las proteinas fue monitoreada a A=280.

Para todos los casos se encontraron capsides correctamente ensambladas en la cromatografia por
filtracidn en gel con un tiempo de retencidn de alrededor de 65 min y cdpsides aberrantes que eluyen a
los 52 min de la columna; sin embargo, la proporcidn de capsides correctamente ensambladas es impor-
tante. Existen distintos motivos por los cuales se obtienen estructuras aberrantes, una de ellas es que se
tiene expresién basal de la proteina de la cdpside, como ya se ha visto en trabajo donde se expresé Unica-
mente la proteina de la capside y mediante TEM se observaron cdpsides con formas irregulares, abiertas

y de doble capa la cual se asocia formando polimeros en ausencia de la proteina de andamiaje (O ’'Neil et
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al., 2013). Otra razén puede ser que no estamos utilizando toda la proteina de andamiaje. En un trabajo
publicado por Parker y colaboradores en el 2008, se estudié la tasa de formacidn de procéapsides del bac-
teriéfago P22 in vitro. Observaron que al utilizar solo el C-terminal de la proteina de andamiaje en presen-
cia de la CP se formaban procdpsides y aumentaba la tasa de formacidn de estas con la desventaja de
formar VLPs aberrantes. Sin embargo, la proporcion de cdpsides correctamente ensambladas a especies
aberrantes es diferente para cada caso (Fig. 16). Para el protocolo de expresién secuencial de la CYP-SP y

la CP se llevaron a cabo dos experimentos con distintos tiempos de induccién de la CYP-SP: 5y 16 horas.

Se puede observar que a tiempos cortos se tiene una menor cantidad de especies aberrantes (linea
verde) que a tiempos largos, esto puede ser debido a que a tiempos largos de produccion de CYP-SP esta
se agregue formando cuerpos de inclusion. Este secuestro de la proteina de fusidon resultaria en un cambio
de concentracion de la CYP-SP en el medio celular asi como en la relaciéon SP/CP P22, estos dos factores

influyen de manera importante en el correcto ensamblaje de la capside P22 (Zlotnick et al., 2012).

Ademas, se realizé un ensayo de induccidon donde se utilizé una temperatura de 37 °C, se observd
qgue hay un incremento en la expresidon basal de la proteina de la capside (Fig. 17). Este fendmeno puede
ser asociado a un incremento en el metabolismo celular lo cual conlleva al aumento de interacciones entre
las proteinas lo cual favorece la asociacién de estas y su posterior agregacion. Por lo tanto, estos resultados
indican que el nivel de expresién de la proteina de fusion (CYP-SP) es central para formar capsides correc-

tamente ensambladas.
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Figura 17. Analisis de la formacién de VLPs P22-CYP a 37°C mediante cromatografia de filtracién en gel. El
cromatograma de salida ( ) fue analizado mediante deconvolucidn. Mayor proporcién de estructuras
aberrantes ( ) que estructuras correctamente ensambladas (——). La elucidon fue monitoreada a
A=280.
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3.5 Andlisis de las VLPs por medio de DLS y TEM.

Se separaron las fracciones de las VLPs aberrantes de las correctamente formadas para su carac-
terizacién. El tamafo (didmetro hidrodinamico) y distribucidn de tamafio de las VLPs provenientes de la
cromatografia por filtracidn en gel, fue determinado por dispersidon de luz dindmica (DLS) con el equipo
Zetasizer NanoZS (Malvern, UK). Una vez analizadas por DLS se procedié a preparar y analizar las estruc-
turas correctamente formadas mediante microscopia electrénica de transmisidn utilizando la tincién ne-

gativa de acetato de uranilo.

Para el caso de las VLPs CYP WMV se obtuvo un didmetro hidrodinamico promedio de 69.48 nm
para las VLPs bien formadas y 83.65 nm para las estructuras aberrantes (Fig. 18a). Las micrografias del
TEM (Fig. 18b) permitieron determinar dimensiones de las particulas, donde mediante el software Image)
(U.S. National Institutes of Health) se determind el didametro promedio el cual fue de es de 63.36 (+7) nm

(Fig. 21b).

En el caso de las VLPs CYP TFFIS se obtuvo un didmetro hidrodinamico promedio de 69.29 nm para
las VLPs bien formadas y 88.68 nm para las estructuras aberrantes (Fig. 19a). Las micrografias del TEM (Fig.
19b) permitieron determinar dimensiones de las particulas, donde mediante el software Imagel (U.S. Na-
tional Institutes of Health) se determiné el didmetro promedio el cual fue de es de 63.4 (+£7) (Fig. 22b).
Esta técnica de tincién permitid observar la estructura icosaédrica caracteristica de las cdpsides tipo virus.
Se puede observar en las micrografias que se obtuvieron VLPs con CYP en su interior y otras vacias. Ademas
se pueden observar estructuras semi cerradas, esto podria ser a causa de que no hay suficiente CYP-SP,
que como sabemos la proteina de andamiaje favorece esta conformacién energéticamente estable

(Zlotnick et al., 2012).
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Figura 18. Caracterizacion estructural de las VLP VLP P22-CYPwmv. Distribucidn de tamafio mediante DLS (a) donde
la linea verde representa las estructuras aberrantes y la linea roja representa las estructuras bien formadas. Parti-
culas P22-CYP vistas en TEM. Tincion negativa con acetato de uranilo (b).
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Figura 19. Caracterizacién estructural de las VLP VLP P22-CYPtris. Distribucion de tamafio mediante DLS (a) donde la
linea verde representa las estructuras aberrantes y la linea roja representa las estructuras bien formadas. Particulas
P22-CYP+ris vistas en TEM. Tincidn negativa con acetato de uranilo (b).
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3.6 Determinacion de la actividad CYP de VLPs P22-CYP.

El CYPgws cataliza de manera natural la hidroxilacién de acidos grasos, sin embargo, la medicién de
los metabolitos requiere de equipos como el HPLC, lo que consume gran cantidad de tiempo. Por lo que
se buscd un sustrato alterno que pudiera ser transformado por la enzima y cuyo producto pudiera ser
medido por espectrofotometria UV/VIS, como es el caso del compuesto fendlico 2,6-dimetoxifenol (2,6-
DMF). Como se menciond anteriormente estas capsides virales funcionan como nanobiorreactores, el sus-
trato (2,6-DMF) se difunde a través de la VLP. Al entrar en contacto con la enzima CYPgus el sustrato se
transformay el producto (3,3,5,5-tetrametoxi bifenil-4,4-diol ) sale de la VLP. El aumento del producto con

respecto al tiempo puede ser medido facilmente medido a una A= 468 nm (Fig.20).

Con la finalidad de saber si las VLPs P22-CYP generadas en este trabajo eran cataliticamente activas en
presencia de NADPH se procedio a utilizar este método colorimétrico, utilizando 2,6-dimetoxifenol (2,6-
DMF) como sustrato y NADPH, 500 uM y 0.06 uM respectivamente (Fig. 21). La reaccién se llevé a cabo a

37°Cy se tomaron lecturas a 468 nm cada 10 minutos utilizando el espectrofotémetro PekinElmer.

VLP P22-CYP

Figura 20. Representacion del ensamble y actividad de las VLP P22-CYP. El ensamble de las VLPs se lleva a cabo
mediante la unién no covalente entre la proteina de andamiaje (SP) y la proteina de la capside (CP). Estas VLPs con
capaces de transformar el 2,6-DMF generando un dimero del 2,6-DMF (3,3,5,5-tetrametoxi bifenil-4,4-diol) utili-
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Figura 21. Grafica de actividad de VLPs P22-CYP variantes TFFIS y WMV. Utilizando como sustrato 2,6-DMF y NADPH
como fuente de electrones.

Se comprobéd que los nanobiorreactores son cataliticamente activos para la transformacién del 2,6-DMF
en presencia de NADPH, obteniendo una actividad especifica de 3.19 y 4.30 nanomoles/mg/hr para las

VLPs P22-CYP TFFIS y VLPs P22-CYP WMV, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Actividades especificas de los VLPs P22-CYP.

Sistema Actividad especifica Ref.

[nanomoles/mg/hr]

VLPs P22-CYP TFFIS 3.19 Este trabajo
VLPs P22-CYP WMV 4.30 Este trabajo
CYP WMV Libre 44.65 Frasco et al.*

*Trabajo de tesis de licenciatura sin publicar.
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Podemos observar que la actividad especifica del sistema VLP P22-CYP WMV es un orden de mag-

nitud menor con respecto a la enzima libre. Esta disminucién en la actividad catalitica se ha observado
anteriormente al encapsidar el dominio oxidasa dentro de las cdpsides derivadas del bacteriéfago P22
(Sanchez-Sanchez et al., 2015; Tapia-Moreno et al., 2017). Una de las razones por las cuales puede suceder
esto es debido a problemas difusionales, donde el radio hidrodindmico de los sustratos, el poro de la cap-
side y el ambiente electrostatico juegan un papel muy importante. Asi mismo podria deberse a las restric-
ciones en la flexibilidad enzimatica, ya que la enzima al ser confinada puede sufrir de restricciones en
cambios conformacionales que le permitan realizar la catalisis (Patterson et al., 2012). Ademas, el hecho
de haber fusionado genéticamente |la enzima a una parte de la proteina de andamiaje puede haber afec-
tado en la transferencia de electrones necesaria para la oxidacién del sustrato. Sin embargo, este trabajo
demuestra que es posible confinar la CYP completa dentro de la VLP-P22 y que es activa utilizando NADPH

en lugar de perdxido, pudiendo llevar esta propuesta terapéutica a aplicaciones clinicas.
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Capitulo 4. Conclusiones

e Se disefiaron dos construcciones para la expresidon recombinante de la CYPgus completa mutantes
TFFIS y WMV, las cuales estaban fusionadas con una parte de la proteina de andamiaje (C-termi-

nal).

e Laproduccion de particulas tipo virus del bacteriéfago P22 el cual contiene CYPgus completa en su
interior in vivo fue exitosa bajo todos los protocolos de expresion, llegando a rendimientos de 40

mg/mL de nanoreactores.

e Laestrategia de purificacién mediante ultracentrifugacién y cromatografia por filtracién en gel dio
lugar a nanoreactores altamente puros con un diametro promedio de 63.3 (+7) y 63.4 (+7) para

las VLPs con la variante de CYP TFFIS y CYP WMV respectivamente.

e Los nanoreactores con CYPgums completa en su interior fueron activos en la transformacion de 2-6
dimetoxifenol, utilizando NADPH como fuente de electrones, con una actividad especifica de 3.19

y 4.30 nanomoles/mg/hr para la variante de CYP TFFIS y CYP WMV respectivamente.
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Capitulo 5. Perspectivas

En trabajos posteriores se sugiere utilizar la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS la cual contiene el plas-
mido que codifica para la lisozima T7, de manera que se controle la expresion basal de la proteina de Ia

capside y consecuentemente aumentar el rendimiento de las VLPs correctamente formadas.

Seria conveniente buscar una estrategia para aumentar la cantidad de enzima dentro de la VLP o
en su defecto utilizar una VLP mas grande, de manera que pueda albergar una mayor cantidad en CYP y

consecuentemente tener una mayor actividad catalitica en los bionanorreactores.

La construccién de estos nanobiorreactores, a base de capsides virales con CYP en su interior es
un primer paso para la generacién de sistemas de suministro de actividad enzimatica, los cuales tienen el
potencial para hacer mas eficientes procedimientos médicos como la quimioterapia. En un futuro se po-
dria funcionalizar estos nanobiorreactores con algin polimero biocompatible como es el polietilenglicol
(PEG) el cual puede ser acoplado con un ligando especifico para receptores presentes en células cancero-
sas como es el caso del B-estradiol, para dirigirlos a células de cdncer de mama y analizar si es posible
disminuir la cantidad del profarmaco tamoxifeno necesario para inducir la muerte de las células cancero-

sas.
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Anexos

1.- Plasmidos utilizados

Promotor T7|
[Promotor araBAD

PRSF CP P22

pBAD CYP-SP 4839 bp

5902 bp

Promator araBAD)

_Neol (317)
/

Xhol (428)
_ EcoRI (456)

pBAD/His C
4100 bp

(T7 promoter:
T7 promoter

PRSFDuet-1-BM3-WMV

pRSFDuet-1-BM3-TFFIS 6590 bp

6590 bp
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