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RESUMEN

El gen de la proquimosina de ternero (PQ) fue
fusionado a la secuencia que codifica los primeros
41 aminodcidos de la superdxido dismutasa humana
(SODh). Esta fusién se expresé en la levadura
S. cerevisiae bajo el control del fragmento corto del
promotor que regula la sintesis de la enzima
gliceroaldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GFD) en
este microorganismo. Los niveles de expresi6n de la
proteina fusionada estdn en el orden del 2% con
respecto a la proteina total, produciéndose en forma
insoluble y asociada a la membrana. El producto
obtenido después de su activacién presentd las
mismas propiedades biolégicas que la enzima natural.

SUMMARY

The calf prochymosin gene (PC) was fused to the
nucleotide sequence coding for the first
41 N-terminal amonoacids from human Superoxide
dismutase (hSOD). This protein fusion was
expressed on the yeast 5. cerevisiae. The short
fragment of gliceraldchide-3-phosphate promoter was
used to direct the synthesis of the protein.
The product was obtained on the insoluble
cell-fraction and showed to be membrane associated.
The expression level raised up to 2 percent of the
total percent protein. After activation procedures,
the product showed the same biological activity when
compared with the calf chymosin.

INTRODUCCION

La quimosina (renina) es una proteasa
aspartica cuya actividad especifica es
inducir la coagulacién de la leche (Kaye
et al., 1978), por lo que se considera una
enzima muy importante en los procesos de
produccion de quesos.

Recientemente en nuestro laboratorio
fue realizada la clonacién y expresion de la
proquimosina en E. coli (Grillo et al., 1989),
sin embargo la levadura se ha convertido en
el hospedero ideal para la produccién de
proteinas involucradas en la fabricacién de
alimentos, pues es un constituyente comin
de muchos productos alimenticios.

No obstante, la produccién de proteinas
heter6logas en levaduras se ha visto afectada,
en algunos casos, por su inestabilidad en
dicho hospedero, por lo que la fusién de
proteinas ha resultado ser una alternativa
adecuada para resolver estos problemas
(Stepien et al., 1983 y Cousen et al., 1987).

En el presente trabajo se discuten los
resultados de la expresion del gen de la
proquimosina de ternero fusionado a un
fragmento que codifica los primeros 41 a.a.
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de la porcién N-terminal de la SODh, de
gran estabilidad en S. cerevisiae (Hallewell
et al., 1987).

MATERIALES Y METODOS

Cepas de microorganismos empleadas

Bacteria: MC1066 E. coli K-12 hsdr pyrF74: TnS(km")
leu B6 ara® trp C 9830 (lac IPOZYA)x74,galU gal
K,strA".

Levaduras:

S. cerevisiae SEY 2202 alfa leu 2-3,ura 3-52,his 4-519.

8. cerevisiae Alfa pep 4-3,prb 1-1122,leu 2,ura 3,

trp 1.

S. cerevisiae SIRYa,ura 3,leu 2 his 4.

S. cerevisiae CGY78,alfa ura 3-34.

8. cerevisiae CGY127,alfa ura 3-52.

Medios de cultivo

LB: Triptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/,
cloruro de sodio 10 g/l.

YPG: Extracto de levadura 10 g/l, peptona
bacteriolégica 20 g/l, suplementado con glucosa
20 g/l

YPS: YP suplementado con sacarosa 20 g/l

GO: Como describe Sherman eral, 1982,
suplementado con hidrolizado de caseina al 1% y
glucosa al 2%.

Enzimas de restriccién y modificacién

Enzimas Xbal, Sall, Clal, BamHI, Klenow y
T4 ligasa, producidas por Enzibiot, PNK y fosfatasa
alcalina de ternero por Boehringer, y Stul por
Biolabs. Las condiciones utilizadas fucron las
recomendadas por las casas comerciales respectivas.

Sintesis de oligonucledtidos
Se realiz6 segiin lo referido por Jiménez er al, 1984,

Técnicas de ADN recombinante

Se hicieron segin Maniatis er al., 1982,

Construccion del plasmidio que contiene
la fusién SODh-PQ (pTT10)

El plasmidio pBR7 (Grillo er al., resultados no
publicados), que contiene ¢l gen de la SODh
fusionado a las sehales de promocién y terminacién
del gen GFD, fue digerido por un sitio Stul que se
encuentra a 125 pb del inicio de la traduccién del gen
de la SODh, al cual se le insert6 un linker sintético
Xbal y finalmente fue digerido Sall.
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Del plasmidio pBQ6 (Grillo ef al, resultados no
publicados), se aislé un fragmento que contiene el
gen de la PQ fusionado en su extremo 5’ a una
secuencia de 12 pb que codifica para los cuatro
Gltimos aminodcidos (leu-asp-lys-arg) del extremo
carboxilo del factor de apareamiento de tipo alfa
(FAT ALPHA) y en su extremo 3’ a la secuencia del
terminador de la transcripcién del gen GFD.
La unién de este fragmento con el vector del
plasmidio pBR 7 dio lugar al plasmidio pTT10
(figura 1), el cual respondi6 a la estructura esperada,
lo que se verificé por andlisis de restriccién y
secuencia de ADN (resultados no mostrados).

Construccién del plasmidio para
expresion en levaduras (pYQ10,57,60,71)

El plasmidio pTT10 digerido con Clal,Sall y
tratado con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I, liberd el fragmento que contiene la
versién corta del promotor del gen GFD (Bitter y
Egan, 1984) unido a la fusién SODhIK-FAT
ALPHA-PQ y la sefhal de terminacidn de la
transcripcién del gen GFD. Este fragmento fue
transferido en las dos orientaciones posibles al
plasmidio pBS4 que contiene los origenes de
replicacién de los plasmidios 2u y pBR322, los genes
B lactamasa, urald y leu2 defectivo, y la secuencia del
gen de la tetraciclina del pBR322 a partir del sitio
BamHI.

Transformacién de levadura

Fue realizada segin ¢l método reportado por
Ito er al. (1983), utilizando uracilo como marcador de
auxotrofia.

Condiciones de induccion de la expresion
de la fusién SODh-PQ en levadura

Las células de levadura transformadas fucron
inicialmente crecidas con agitaciéon en medio GO
suplementado (ver Materiales y Métodos) a 30°C
hasta alcanzar la fasc estacionaria, momento en que
¢l cultivo se lavé y resuspendié en medio YPS para
ser incubado 23 h a 30°C con agitacién.

Preparacién de extractos celulares

Aproximadamente 10°  células  fueron
resuspendidas en 0,3 ml de solucién de ruptura
(Tris HCL 0,1 M pH 7,9, sacarosa 10%, NaCl 0,3 M
y EDTA 5 mM) anadiéndosele 0,3 g de perlas de
vidrio segin la técnica descrita por Rose er al., 1981,
Posterior a la ruptura se procedié a una
centrifugacién a 12 000 xg durante 5 minutos,
a temperatura ambiente, y se separd ¢l sobrenadante
del debris celular.



Expresién de SODh-proquimosina en S. cerevisiae

F1G. 1. Construccién de los plasmidios de expresién pYQ10, 57,60,71; estrategia seguida en la construccién.
Linker utilizado: 5' TGCTCTAGAGCA 3’ (ver detalles en el texto).
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Ensayo de coagulacién de la leche

La proteina fusionada fue extraida de la
membrana y renaturalizada segin lo recomendado
por Narciandi (marduscrito en preparacién). Esta fue
activada por acidificacién a pH 2 con 1 N HCl y
neutralizada a pH 6,3 con 1 N NaOH. La actividad
de coagulacién de la leche fue realizada segin lo
descrito por Emtage er al., 1983.

Western blot
El western blot se realizdé segin Towbin ef al,
1979 y Burnett et al., 1981,

Inmunodot

El Inmunodot fue realizado segin lo descrito por
Gershoni er al., 1983,

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de la fusion SODh-PQ
en las células de levadura

La levadura SEY 2202 transformada con
el plasmidio pYQ60 fue crecida en medio
GO suplementado, e inducida en medio
YPS, segfin se describe en Materiales y
Métodos. Igual ntmero de células de la
fase inicial del cultivo, como de la induccién,

fueron analizadas en un western blot, utili-
zando un anticuerpo policlonal antiquimosina
obtenido en nuestro laboratorio.

Los niveles de expresién que se
obtuvieron en las células inducidas fueron
de alrededor del 2% de la proteina total,
no detectdndose produccién alguna de la
proteina fusionada en células sin inducir, lo
cual demostr6 que nuestro sistema
respondia a la regulaci6n del promotor
utilizado (figura 2).

La protefna hibrida migré con un peso
molecular aproximado de 46 kDa, mayor
que la proquimosina (41 kDa), lo que
coincide con los célculos realizados a partir
del peso molecular de la PQ més 41 a.a. de
la SODh.

Influencia de la orientacién
del fragmento SODh-PQ

en la expresiéon de la proteina
fusionada

La cepa de levadura SEY 2202 fue trans-
formada con los plasmidios pYQ10,57,60,71
y también con ¢l plasmidio pBS4 como
control negativo de la expresion.
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FIG. 2. Expresién de la fusién SOD-PQ en las células de levadura. Autorradiograma del western blot:
1) Patrén de pesos moleculares; 2) Proquimosina purificada de E. coli (2 ug); 3) Células antes de inducir (10 ug
de proteina total); 4) Células después de inducir (10 ug de proteina total).
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Todos los transformantes fueron
crecidos e inducidos en las mismas
condiciones (ver Materiales y Métodos)
y analizados por western blot. Las células
transformadas con los plasmidios
PYQ57,60,71 mostraron un mayor nivel de
expresién de la proteina fusionada que las
transformadas con el plasmidio pYQI10,
cuyo inserto se encuentra orientado en
forma inversa (figuras 1y 3).

Estos resultados coinciden con los
reportados por De la Fuente ef al., 1988,
para el interferé6n a-2 recombinante
expresado en S. cerevisiae. Una posible
explicaci6n para este resultado es que en el
gen de la tetraciclina estén contenidas
algunas regiones que puedan funcionar
como secuencias de activacién de la
transcripcién en levadura, conocidas como
UAS, las cuales influyen en los niveles de
transcripcién de sus genes proximos.
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FIG. 3.
Autorradiograma de] western blot:
5) pYQ71; 6) pBS4.

Comparacion de los niveles
de expresion de la protefna
fusionada en diferentes cepas
de S. cerevisiae

Diferentes cepas de levadura transformadas
con el plasmidio pYQG60 fueron crecidas e
inducidas, en las mismas condiciones que se
describen en Materiales y Métodos.
Muestras tomadas al mismo tiempo fueron
analizadas por Inmunodot, utilizando el
anticuerpo policlonal antiquimosina.

Como se muestra en la figura 4, no se
obtuvieron diferencias significativas en la
expresién de la protefna fusionada en las
cepas de levadura utilizadas, lo cual puede
ser el resultado de una mayor estabilidad de
esta fusién, posiblemente proporcionada
por el fragmento N-terminal de la SODh
utilizado en esta fusién.

1 23456

Influencia de la orientacién del fragmento SODh-PQ en la expresién de la protefna fusionada.
1) Patrén de pesos moleculares; 2) pYQ10; 3) pYQS57; 4) pYQ60;
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FIG. 4. Comparacién de los niveles de expresién de la proteina fusionada. Autorradiograma del Inmunodot:
1, 2, 3, 4 y 5) Quimosina comercial (5 ug; 2 ug; 0,5 ug; 0,2 ug respectivamente); 6) Alfa pep 4-3); 7) SY 2202;
8) SJIRYa; 9) CGY78; 10) CGY127.

Solubilidad de la fusién debris celular, obtenidas como resultado
SODh-PQ en el hospedero del rompimiento, fueron analizadas por
western blot. La figura 5 evidencia que la

_ Con ¢l objetivo de determinar la solubi-  §ODK-PQ en esta construccion es expresada
lidad de la fusién SODh-PQ en las células  de forma insoluble al solo hallarse asociada

de levadura, las fracciones solubles y del 4] debris celular.
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FIG. 5. Solubilidad de la fusién SODh-PQ en ¢l hospedero. Autorradiograma del western blot: 1) Quimosina
comercial; 2) Fraccién soluble; 3) Debris celular; 4) Células intactas.
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Procesamiento de la fusion
SODh-PQ sintetizada en levadura

Con el objetivo de comprobar la actividad
coagulante de la SODh-PQ, fue necesario
primeramente realizar la extraccioén de la
proteina fusionada, la cual se encontraba
asociada al debris celular. La extraccién se
realiz6 con urea 8 M a pH 10,5 lo cual
permitié solubilizar el 90% de la proteina
(figura 6), seguido de un proceso de
renaturalizacién que consisti6 en diluir la
urca a 0,4 M.

Como puede observarse en la figura 6,
después del proceso de renaturalizacion la
proteina migré con un peso molecular
menor, entre 46 y 35 kDa. Esto nos hizo
pensar en un posible procesamiento in vitro
del hibrido SODh-PQ, como resultado de
la ruptura quimica de algin enlace
peptidico o de la hidr6lisis enzimética
catalizada por alguna endopeptidasa propia
de §. cerevisiae, que pudiera haber sido
extrafda durante la solubilizacién y actuado

en algin momento del proceso de
renaturalizaci6n.

Ha sido reportado que la endopeptidasa
KEX 2 de S. cerevisiae hidroliza por el
extremo carboxilo del residuo dibéasico
Lys-Arg (Julius et al., 1984). Esta secuencia
estd contenida en los 4 a.a. de FAT ALPHA
presentes en nuestra construccién, por lo
que es posible que la fusién haya sido
procesada por esta endopeptidasa.

Si esta fuera la causa del procesamiento,
podria ser factible utilizar las posibilidades
de este sistema para expresar en S. cerevisiae
proteinas fusionadas que presenten
problemas de inestabilidad, fusiondndose a
la porcién de la SODh miés los 4 a.a. de
FAT ALPHA utilizados por nosotros, con
vistas a estabilizar la produccién de la
protefna de interés y contar, al mismo
tiempo, con una via de procesamiento que
permita posteriormente separar esta
proteina de la porcién estabilizadora.
Actualmente, se llevan a cabo experimentos
para corroborar dicha hipé6tesis.
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FIG. 6. Procesamiento de la fusién SODh-PQ sintetizada en levadura. Autorradiograma del western blot:
1) Patrén de pcsos moleculares; 2) Quimosina comercial; 3) Fraccién insoluble; 4) Fraccién soluble;
5) Quimosina comercial; 6) Fraccién después de la renaturalizacién; 7) Fraccién después de la activacién.
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La proteina, después de la activacién,
migr6 al nivel de la quimosina con un peso
molecular de 35 kDa (figura 6) y mostr6
poseer idéntica actividad biol6gica que la
enzima natural.
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