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RESUMEN

Las PB-defensinas humanas son péptidos antimicrobianos de naturaleza catiénica con una
masas molecular de 2 a 5 kDa y un patrén de seis cisteinas conservado, los cuales forman tres
puentes disulfuro. Las [-defensinas pertenecen a la primera linea de defensa del hospedero
en contra de infecciones causadas por microorganismos. El creciente numero de
microorganismos multirresistentes ha conducido a la investigacion y desarrollo de una nueva
gama de antibi6ticos entre los que se encuentran las 3-defensinas. Debido a la complejidad de
su estructura, la expresion heteréloga de éste tipo de péptidos es una alternativa para generar
cantidades suficientes para su evaluacion clinica. Sin embargo, su producciéon recombinante
puede presentar algunos problemas bioquimicos tales como, la toxicidad hacia el hospedero,
la degradacion del péptido por accion de proteasas intracelulares, su tamafio pequefio, la
incertidumbre de lograr su plegamiento nativo, bajos rendimientos en la expresion, entre
otros. En éste trabajo, 5 variantes de B-defensinas humanas (HBDs), la HBD2, HBD3 y tres
mas con un incremento en el nimero de cargas positivas (HBD2-KLK, HBD3-M y HBD3-
M-HBD?2), se expresaron en la bacteria Escherichia coli usando dos sistemas de expresion
inducibles (pET28a(+) y pQE30). Las HBDs obtenidas, a partir de fracciéon soluble o
insoluble dependiendo del sistema de expresion, generaron un rendimiento final entre 3 y 9.5
mg/L de cultivo celular con una putreza por encima del 90%. Se demostré que la actividad
antimicrobiana de las HBDs recombinantes tiene una correlacion directa con el nimero de
residuos de aminodacidos cargados positivamente. Asi la relacion de actividad antimicrobiana
y el ndmero de cargas positivas fue HBD3-M-HBD2(+18)>HBD3(+12)=HBD3-
M(+12)=HBD2-KLK(+10)>HBD2(+8), cuando se evaluaron sobre microorganismos como
E. coli, Staphylococcus aunreus y Psendomonas aernginosa. Por otro lado, al realizar evaluaciones sobre
Mycobacterinm tuberculosis (cepas H37Rv y multirresistente a antibiéticos -MDR-) se encontrd
que la P-defensina HBD2-KLK presenté la mejor inhibicion sobre H37Rv con una
concentracion 0.8 uM; mientras la B-defensina HBD3-M-HBD2 registré la mejor actividad
inhibitoria sobre la cepa MDR con una concentracion de 3.3 puM. Las pruebas de
citotoxicidad demostraron que las HBDs son inocuas sobre eritrocitos humanos. En
conclusion, las HBDs recombinantes pueden ser consideradas como potenciales moléculas
candidatas para futuros compuestos terapéuticos de tipo antibiético.



ABSTRACT

Human B-defensins are classified as cationic microbicidal peptides, which belong to the first-
line of host defense against several microorganisms. They have a molecular mass from 2 to 5
kDa and contain a conserved disulfide-bridge pattern of three pairs of intramolecular cystine
bonds. The well-known public health problem related to the fast-growing number of
multiresistant bacteria has driven scientific research to look for novel antibiotics, such as -
defensins and a feasible way to produce them. Heterologous expression of B-defensins could
be one way to generate large quantities of P-defensins for clinical research; however,
heterologous expression of beta-defensins has some biochemical problems, such as toxicity
toward the host cell, peptide degradation by proteolytic cell enzymes, size, folding constrains
and low recombinant peptide yields. In this work, five variants of human [B-defensins
(HBDs) were expressed in Escherichia coli using two vector systems (pET28a(+) and pQE30)
with inducible expression. The expressed proteins were named HBD2, HBD3, HBD2-KLK,
HBD3-M and HBD3-M-HBD?2, which are different in their lengths and overall basic charge.
The HBDs were obtained as soluble or insoluble proteins depending on the expression
system used, and the final protein yields ranged from 3 to 9.5 mg of peptide/L, with purities
higher than 90%. The recombinant HBDs demonstrated a direct correlation between
antimicrobial activity and the number of basic charged amino acid residues; that is, their
microbicidal activity was as follows: HBD3-M-HBD2(+18)>HBD3(+12)=HBD3-
M(+12)=HBD2-KLK(+10)>HBD2(+8) when assayed against E. co/Z, Staphylococcus aurens and
Psendomonas aernginosa. Interestingly, the increased positive charge peptide, HBD2-KLK, had
the best antimicrobial activity (0.8 uM) against the Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv.
Meanwhile, the heterologous tandem peptide, HBD3-M-HBD2, had the finest minimal
inhibitory concentration (MIC) value (3.3 uM) against a multidrug resistance strain (MDR) of
M. tuberculosis. Cytotoxicity tests proved that HBDs are harmless on human erythrocytes. The
results of this work indicate that the recombinant HBDs could be considered as potential

drug candidates for future therapeutic compounds such as antibiotics.
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

Los organismos multicelulares, plantas e inclusive mamiferos, se ven agredidos
permanentemente por microorganismos potencialmente nocivos y esto los ha llevado a
desarrollar mecanismos que les permiten defenderse activamente contra estos agresores. Si
no hay heridas presentes, los sitios mas probables de irrupcién, por parte de estos
microorganismos, son las superficies epiteliales como son piel, nariz, vias aéreas, pulmones,
boca, tracto digestivo, sistemas reproductor y urinario. La respuesta inmune adaptativa del
organismo o sistema de reconocimiento especifico para la eliminacién de los
microorganismos y otros patogenos invasores, requieren de la proliferacion clonal de
inmunocitos (células B y T de defensa), cuyo desarrollo puede tomar entre dias y semanas, de
manera que el organismo debe disponer de una respuesta inmune innata que sea constitutiva
o rapidamente inducible y para contraatacar al microorganismo invasor'”. En la medida en
que las respuestas inmunes, humoral y celular, tengan la capacidad de funcionat’, no sera
necesario que el organismo reciba ayuda de agentes externos que le permitan luchar
activamente en contra de estos patogenos, de lo contrario, los antibidticos o antivirales
tendran que ayudar en la defensa del organismo.

Debido al incremento en la resistencia a antibidticos por parte de muchos microorganismos,
se ha despertado un interés, cada vez mas creciente, por el sistema de defensa innato que
posee el ser humano en contra de microorganismo agresores’. La primera molécula de
naturaleza peptidica con estas caracteristicas, fue descubierta por Alexander Fleming en 1922
y fue la proteina lisozima o muramidasa’. Desde entonces muchos péptidos antimicrobianos
humanos han sido descubiertos, tales como la lactoferrina, neutréfilos humanos 1-6 (HNP1-

1,6

6), el péptido antimicrobiano catelicidina 18 (hCAP18) y la familia de las B-defensinas"”.

Estas moléculas de naturaleza peptidica pueden ser sintetizadas quimicamente, sin embargo
su tamafo molecular representa un cuello de botella debido a que los rendimientos son bajos,
y por tanto la cantidad de producto es limitada, al igual que su extracciéon de fuentes
naturales. Sin embargo existe la posibilidad de usar sistemas heter6logos para la expresion de
este tipo de péptidos antimicrobianos de origen humano. Esto abre una ventana a la
utilizacién de dichas moléculas para ser empleadas como antibidticos alternativos en contra
de microorganismos. Este trabajo tiene como finalidades expresar las B-defensinas humanas
modelo 2 y 3 en un sistema heterélogo utilizando la bacteria E. co/, ademas realizar algunas
modificaciones en la estructura primaria de la B-defensinas humanas 2 y evaluar asi su
actividad antimicrobiana en microorganismos patdégenos y en modelos de células epiteliales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Péptidos antimicrobianos

La eficiencia del sistema de defensa en los animales y plantas, puede atribuirse a la capacidad
de sus sistemas inmunes, de reconocer y neutralizar microorganismos invasores, de manera
rapida y especifica. Detectar la presencia de microorganismos es el resultado de la unién de
patrones moleculares asociados a patdgenos, (PAMP por sus siglas en inglés)”. Después de
este reconocimiento, una respuesta antimicrobiana aguda es generada por el reclutamiento de
leucocitos, fagocitos o por la producciéon de sustancias antimicrobianas en la zona afectada
que permite controlar a una amplia variedad de patégenos™’.

Para evitar infecciones oportunistas, plantas, insectos, aves, crustaceos, anfibios y mamiferos,
han desarrollado en sus epitelios, péptidos antimicrobianos catiénicos (CAMP), tales como
las defensinas’. Se ha planteado que los CAMP, ademas exhibir actividad bactericida, también
promueven la reaccién del sistema inmune innato de los organismos'’">. Esto puede llegar a

. . . . . . ., . , . . . 6.13.14
explicar la inesperada resistencia que tienen a la infeccion, piel, traquea y epitelio lingual™ ™

a
pesar de la constante exposicion a los agentes agresores. Un organismo puede llegar a tener
un numero elevado de tipos diferentes de péptidos antimicrobianos, la mayorfa de ellos de
naturaleza catiénica’, que se producen por transcripcién y traduccion de un gen especifico. El
péptido es depositado rapidamente en el sitio de infecciéon con un limitado gasto de energia y
biomasa y repelen eficientemente a invasores patogénicos'>"”. Son parte de la respuesta
inespecifica de hospederos multicelulares, tales como plantas, insectos, anfibios, aves y

z 8,16,17
mamiferos™ ™

, y carecen del reconocimiento de antigeno especifico de los anticuerpos'. Sin
embargo tienen la capacidad de reconocer patrones moleculares entre los que se encuentran
los lipopolisacaridos (LLPS) y los é4cidos lipoteicoicos, propios de bacterias patégenas’. Su
funcién principal, es eliminar a los patégenos invasores, y se ha comprobado que participan
en los procesos de la respuesta inmune inflamatoria’, lo que representa una orquestacion

. . . . . 12
entre los mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa "

Se han planteado cuatro posibles razones que expliquen la gran variedad de péptidos
antimicrobianos que pueden llegar a expresar los diferentes organismos. Primero, el espectro
de actividad antimicrobiana de un péptido especifico es incompleto, sugiriendo esto que la
gama de péptidos antimicrobianos cubren las deficiencias inherentes en otros. Segundo,
algunos péptidos pueden trabajar de manera sinérgica contra los microorganismos. Tercero,
las actividades no relacionadas con la capacidad antimicrobiana (v.g. quimiotactica o
proinflamatoria) son variadas y también pueden llegar a ser complementarias entre los
péptidos. Cuarto, los péptidos tienden a ser producidos por diferentes tipos de células, por lo

tanto un tejido puede expresar un sélo tipo de péptido™ >,
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2.1.1 Clasificacion de los péptidos antimicrobianos catiénicos

Los CAMP se caracterizan por tener secuencias de entre 12 y 50 residuos de aminoacidos,
una carga positiva que puede estar entre +2 y +11, una elevada proporcién de residuos de
aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina)"’. Aproximadamente el 50% de sus residuos
de aminoacidos son hidrofébicos, de ahi su capacidad para interactuar con las membranas
bacterianas como parte de su mecanismo de accién™’. Aunque forman parte de un
mecanismo de defensa muy antiguo, solo recientemente se estableci6é que la generacién de los
CAMP esta codificada por genes especificos””. Los CAMP reportados en todos los grupos de
organismos, comparten propiedades catidnicas y anfipaticas similares, pero sus secuencias,
estructuras secundarias y tamafios, varfan ampliamente’. A pesar de ser pequefios, los CAMP,
poseen un arreglo tridimensional que ha permitido clasificarlos en cuatro grupos, de acuerdo
con las caracteristicas estructurales, la composiciéon de residuos de aminoacidos y el nimero
de puentes disulfuro™'® (Tabla 1).

a. Estructura hoja-B, con dos, tres o cuatro uniones disulfuro intramolecular.

5
Ocasionalmente tienen una estructura O-hélice

b. o-hélices anfifilicas sin residuos de aminoacidos tipo cisteina

c. 0O-hélices extendidas, libres de cisteinas, pero con alto contenido de un aminoacido en
particular (prolina, arginina o tript6fano)

d. Estructura en forma de “loop" con un puente disulfuro intramolecular

Tabla 1. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos catiénicos de acuerdo a su

estructura secundaria®®

Péptido Estructura Secuencia de residuos de aminoacidos*
B-defensina Humana Hoja B DHYNC;VSSGQC,LYSAC;PIFTKIQGTC,YRGKAKC,C;K
Protegrina 1 Cerdo Hoja B RGGRLC;YC,RRRFC,VC;VGR
LL-37 Humana O-hélice LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES
Histatina humana O-hélice DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
Indolicina Bovino o-helice ILPWKWPWWPWRR
extendida
o-hélice

PR 39 Cerdo ) RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPREFPPRFP
extendida

Bactenicina Bovino Loop RLC;RIVVIRVC{R

*Aminoacidos presentados en cédigo de una letra. Residuos de aminoacidos cargados positivamente a pH

fisiolégico en negrilla. Los subindices representan la unién de puentes disulfuros.

Otros péptidos antimicrobianos catiénicos, como la lactoferrina, se forman por la digestion
s ; s, ~ 3 ., ..
proteolitica de proteinas catidnicas de gran tamano’. También es el caso de las catelicidinas,



2. Antecedentes

que se almacenan como propéptidos inactivos y que son procesados tras la estimulacion. En
los neutréfilos de cerdos y bovinos el procesamiento de la catelicidina se da por la elastasa alli
presente, y luego se libera en forma de péptido activo al fluido extracelular. Dentro de la
catelicidinas se encuentran las protegrinas de cerdo, bactenecina e indolicina de ganado
bovino y CAP18 de conejos. En humanos, solo se ha reportado la catelicidina LI37/hCAP18
cuyo gen codificante se encuentra en el cromosoma 3. Su expresion se ha detectado en
precursores de células mieloides, testiculos, queratinocitos y epitelio aéreo. Las catelicidinas y
las defensinas exhiben una actividad antimicrobiana sinergistica, sugiriendo que ambas
participan en una respuesta de defensa combinada’. Otro péptido antimicrobiano reportado
en humanos es la RNasa 7, que es una proteina antimicrobiana epitelial inducible, que puede
ser importante en el sistema de defensa inmune del epitelio humano. Se ha hipotetizado que
la RNasa 7 puede jugar un papel importante en el sistema de defensa, puesto que su
expresion y la de las defensinas humanas HBD2, HBD3 y HBD4, se ha detectado su en

. . . . : 2 21
queratinocitos cuando éstos han sido retados con bacterias patégenas ~.

2.2 Defensinas

2223 i1
=~ son una familia

Las defensinas encontradas ampliamente en plantas, insectos y mamiferos
de péptidos antimicrobianos catiénicos enddgenos, con un amplio espectro de actividad
bactericida sobre bacterias Gram (+), Gram (-), varios hongos patégenos (incluyendo

6,7,16,24
»>>7. Se ha demostrado que

aquellos resistentes a azoles)*'’, virus encapsulados y protozoos
las defensinas no tienden a generar resistencia en bacterias patégenas™. Debido a su amplia
distribucién en la naturaleza, se considera que son moléculas muy antiguas con ancestros
comunes que surgieron hace millones de afios'”. Las defensinas en general aumentan la
respuesta inmune de los organismos™, pueden inhibir el crecimiento o la patogenicidad de
microorganismos, ya sea directamente o por incremento de la respuesta inmune del
hospedero'?, tales como leucocitos, células Paneth del intestino delgado y células epiteliales de
barrera. En procesos de respuesta a una infeccion, las defensinas pueden ser generadas en

26

minutos o en horas por los neutréfilos o por las células especializadas™. En los humanos el

locus de las defensinas se encuentra en el cromosoma 8p21-23, donde se colocalizan tanto las
o como las B-defensinas. Los genes de las defensinas tienen una identidad de secuencia
media al interior de cada grupo, pero son muy diversas entre los grupo. La caracterizacién del
ARNm de las defensinas indica que los péptidos son sintetizados como moléculas
precursoras, que incluyen una secuencia sefal seguida de una regién de pro péptido, que
posteriormente se procesa para obtener el péptido maduro’. Los péptidos maduros de ésta
subfamilia, poseen similitudes: secuencias cortas de polipéptidos (18 a 45 residuos de
aminoécidos), tres puentes disulfuro intramoleculares (que estabilizan la triple hoja-fB
antiparalela'®), carga catiénica neta (rango entre +1 y +11), carecen de modificaciones
glicosiladas o aciladas en sus cadenas laterales® y la mayoria de los péptidos antimicrobianos
poseen al menos el 50% de sus residuos de aminoacidos hidrofébicos, muy pocos polares
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neutros o cargados negatlvamente .

En las plantas, las primeras defensinas halladas, fueron nombradas como Y-tioninas y éstas se
aislaron de trigo y cebada durante la década de los 90; posteriormente se demostrd que
estaban distribuidas a lo largo del reino vegetal. Las defensinas de plantas son pequefas (45 —
54 residuos de aminoacidos), basicas, ricas en cisteinas (posiciones conservadas) y poseen
actividades antimicrobianas en concentraciones micromolares. Tienen un amplio espectro de
accion sobre hongos fitopatogénicos, como Fusarium culmorum y Botrytis cinerea y patogenos
humanos como Candida albicans, pero no son téxicos para células de mamiferos o plantas'.
El plegamiento, consiste en una o-hélice y una triple hoja-f3, con una arquitectura B que
es estabilizada por cuatro puentes disulfuro y son estructuralmente homodlogas a las
defensinas de humanos. Su mecanismo plantea la inducciéon de la permeabilizaciéon de
membrana por interaccién especifica con ciertos sitios de las paredes de los hongos,
identificados como esfingolipidos™.

En mamiferos, las defensinas fueron primero identificas en conejos, como una familia de
péptidos y posteriormente en otras especies, incluyendo la O-defensinas en neutréfilos
(NHP-1 — 4) del humano'***. Dentro de dichos péptidos antimicrobianos de mamiferos, se
encuentran las O-defensinas, B-defensina y 0-defensinas™. El plegamiento de las defensinas
comprende hojas [} antiparalelas y hélices o y algunas son estabilizadas por puentes disulfuro
en una forma compacta, como es el caso de las B-defensinas. Las 0-defensinas de mamifero
son péptidos ciclicos derivados de oi-defensinas'. Tas - y B- defensinas difieren en su
tamafio y en la disposicién de la unién entre las cisteinas® (Ver Tabla 2). Mientras que las -
defensinas se han encontrado en monos del viejo mundo y tienen un amplio espectro de
actividad antiviral y estan ausentes en humanos debido a la presencia de un codén de término
en el gen correspondiente. Las O-defensinas tienen actividad ant-HIV y su ausencia en
humanos se ha discutido como una posible causa a la infeccién del HIV y del SIDA’, esto
sugiere que la ausencia o presencia de un péptido antimicrobiano especifico, puede afectar la
resistencia o susceptibilidad a un patégeno.

Tanto o~ como P-defensinas, juegan un papel muy importante tanto en el sistema de defensa
primaria de humanos contra infecciones como en la sefializaciéon de unién entre los sistemas
de inmunidad innata y adaptativo mediante la atraccién de células dendriticas inmaduras y
células T de memoria™'. En contraste con las 0t-defensinas y la B-defensina-1 que tienen una
expresion constitutiva, las B-defensinas 2, 3 y 4 pueden tener una expresion inducible por
efecto de varios agentes proinflamatorios'’. La evidencia de su actividad antimicrobiana se
infiere a partir de expetimentos que demuestran que las preparaciones de las o, B- y 6-
defensinas purificadas, pueden matar una gran variedad de microorganismos 2z vitro, llegando

: e : : 2,6,17,24,25,28,31-33
a ser microbicidas efectivos en rangos de concentraciones entre 0.5 y 5 pM =% >
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Tabla 2. Caracteristicas de las 0.~ y B- defensinas

o-Defensinas

Tres puentes disulfuro (1-6, 2-4, 3-5).

Carecen de O-hélices!?

Contienen de 29 a 35 residuos de amino4cidos;
sintetizados como prepropéptidos (93 a 100

residuos de aminoacidos) 10

Se encuentran en células Paneth y almacenadas en
neutréfilos humanos, su funcién parece ser
destruir los microorganismos fagocitados por
neutrofilos 16,

Se han descritos seis moléculas de O-defensinas
humanas: HNP-1, HNP-2, HNP-4, HD-5, HD6

B-Defensinas

Tres puentes disulfuro (Uniones 1-5, 2-4, 3-6).

Poseen 0-hélices

Poseen alrededor de 35 residuos de aminoacidos;
sintetizados como prepropéptidos (64-68 residuos
de aminoacidos) 16

Se expresan predominantemente en tejidos
epiteliales

Se han detectado en el organismo, 4 moléculas de
B-defensina humana: HBD1, HBD2, HBD3,

HBD4 16, Pero se conoce la secuencias hasta la
HBD36 3+

y HNP-3 (que es una 0-defensina humana

truncada) 10

Tienen un amplio espectro de actividad contra Gram (+) y Gram (),

hongos y virus encapsulados 1416

2.2.1 Las o.-defensinas

Identificadas como proteinas antimicrobianas catidnicas, se producen en neutréfilos y células
Paneth del intestino™. Fueron purificadas a partir de extractos citoplasmaticos de leucocitos
polimorfonucleares, donde se encuentran presentes 4 O-defensinas (HNP-1 — 4) y una

cateledicina (hCAP-18/LL-37); otras dos O-defensinas humanas (HD-5 — 6), se expresan
principalmente en las células Paneth del intestino delgado™. Tas o-defensinas son
almacenadas en granulos primarios y requieren de procesamiento para adquirir potencia
antimicrobiana®. Las caracterizaciones moleculares mostraron que son catiénicas, poseen tres
puentes disulfuro (Figura 1); estin presentes en primates (humanos y macacos), conejos y

: , 2 . ’ . . .
varios roedores (ratas, hamster)”. Su biosintesis en forma de ‘pre-pro-ti-defensina’, involucra

el corte del péptido sefial para generar la ‘pro-0i-defensina’, de la que se ha reportado muy
poca o ninguna actividad antimicrobiana 7z wvitro, la activacion del péptido requiere de la
remocion proteolitica del ‘propice’, que tiene aproximadamente 40 residuos de aminoacidos y
confiere balance de cargas al ‘pre-pro-péptido’, minimizando la auto-toxicidad para la célula
productora’.

Las o-defensinas, poseen actividad antibacteriana sobre microorganismos Gram (+), Gram
(-), algunas levadura y vitrus, pero llegan a ser activas solo a concentraciones de 100 pg/mL,;
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por ejemplo, se ha demostrado que la actividad antimicrobiana de las O-defensinas humanas
contra C. albicans, es baja en comparacion con las derivadas de otras especies. Es el caso de
HNP-1, las mas activa de las O-defensinas humanas y es aproximadamente solo el 10% tan
potente como la defensina NP-1 de conejo contra dicha levadura'®. De manera que se
considera que el accionar de éstas defensinas esta asociado a leucocitos y deben ser usadas
para matar microorganismos fagocitados'!. También tienen la capacidad de proteger al
hospedero por su capacidad de quimio-atrayente de células T, promoviendo la inmunidad del

. . ; . 35
mismo y activando la via clasica del complemento™.

3 5
2 4
o-defensins 1 6
HMP-2 ¥ Irz|c|IacG RER
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Figura 1. Alineamiento de secuencias de las O(-defensinas, mostrando los puentes

disulfuro caracteristicos entre las cisteinas®
2.2.2 Las B-defensinas

Desde 1995, al menos 4 B-defensinas se han caracterizado en humanos, conocidas como [3-

defensina-humana 1 — 4 (HBD1 — 4) “*. Son péptidos antimicrobianos pequefios (~5 kDa),
basicos, anfifilicos, ricos en unidades de cisteina, catiénicos, con un amplio espectro de
actividad microbicida frente a bacterias y hongos'>'°. Son moléculas con una carga neta
positiva entre +2 y +11 y exhiben superficies tanto catibnicas como hidrofébicas,
propiedades consideradas como prerrequisitos para su capacidad de irrumpir membranas
biolégicas 7 vitro, ademas de poseer una naturaleza anfifilica marcada, como monémero'.
Todas las defensinas son sintetizadas como ‘pre-pro-péptidos’ y la expresion de las cuatro B-
defensinas humanas es inducible en uno o mas tejidos, aunque la HBD1 tiene expresion

. . .. . - 2,16,22,23,26,27
constitutiva en algunos tejidos epiteliales™ """,

Las B-defensinas pertenecen a la familia de los péptidos antimicrobianos catiénicos ricos en

14,16,17 . : 31 : :
*>" con tres puentes disulfuro intramoleculares conservados™ (Figura 2). Han sido

cisteina
halladas solo en vertebrados, incluyendo mamiferos y aves'’; encontrados inicialmente en
granulocitos y en tejido epitelial de células de traquea de bovino™. Su funcién es contribuir a
la defensa temprana de un organismo contra una gran cantidad de bacterias y hongos
patégenos activando la respuesta inmune innata'’; ademis, tienen la capacidad de atraer

monocitos, sugiriendo una posible interacciéon entre las expresiéon antimicrobiana y la

. s, 24 , . . .

inflamacion™, asi, las B-defensinas pueden promover la respuesta inmune adaptativa de
, L. L, .. . ., . . 35

vertebrados, reclutando células dendriticas y células T al sitio de la invasiéon microbiana™.
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Estan presentes en leucocitos, células epiteliales del tracto respiratorio, rifiones, vagina y

1173235

tracto urogenita donde pueden expresarse por efecto de la invasiéon de

b

microorganismos o ser regulados por la estimulacién con lipopolisacaridos o por el factor de
necrosis tumoral (TNF-0))"*”. Se considera que la naturaleza anfifilica de las B-defensinas es
determinante para su actividad antimicrobiana'®, pero la presencia de sales y cationes en el
medio puede inactivarlas e impedir su funcién antimicrobiana'’. Esta puede ser parte de la
explicacién de la aparicién de infecciones recurrentes en pacientes con fibrosis quistica™.

Hasta el momento no se ha observado resistencia adquirida en contra de los péptidos
.. . 32 . . ., .

antimicrobianos™ y debido a sus mecanismos de accién, se espera que se conviertan en los

agentes terapéuticos ideales como péptidos antibidticos, que puedan llegar a mitigar el

13,25,31 : , . , . .
=7, Producir estos péptidos usando técnicas recombinantes,

problema de la resistencia
podra acelerar y profundizar en la investigacion de su potencial farmacéutico y sus
aplicaciones clinicas. Algunas investigaciones indican que las HBD tienen la capacidad de
atraer células dendriticas inmaduras y células T de memoria por medio del receptor CCRO,
extendiendo as{ un puente de unién entre la defensa epitelial innata y la inmunidad

adaptativa™.

El primer péptido B-defensina, HBDI1, fue purificado a partir de hemofiltrados'’; HBD2 y
HBD3, se aislaron de la piel de pacientes que padecfan psoriasis'>*’ y han sido caracterizadas
estructural y funcionalmente. La expresion de la cuarta B-defensina, HBD4, ha sido
caractetizada a nivel de ARNm™. La expresién de HBD-5 y HBD-6, se ha detectado en el
epididimo. Ademis se han elucidado las secuencia de las B-defensinas de la 5 a la 36 por
medio del uso de herramientas bioinformaticas con sus secuencias y alineamientos que
permiten ver el consenso en las posiciones de las cisteinas, pero en el resto de las estructuras
es poco conservada™.

B-defensins
HBD-1 DH¥N|C|VS3GEQ L¥SA [C]PIFPTEIQ YREELE [CC| K
HBD-2 DEVT|C|LESGAI C [PREYEQI GLPGTE |CC| EEP (VEGGIG)
HBD-3 QEYY|C|RVRGER LVLS |C |LEEEEQI STRGRE |CC|RREE (GIINTL)
HED-4 LIDRI|C|GYETLER REFE- |C |RSQEYRI FNTYL- |CC| LEEPWDESLLNRTE
i |BESEFE]
5
2 4
3 (5]

Figura 2. Alineamiento de secuencias de las B-defensinas, mostrando los puentes

disulfuro caracteristicos entre las cisteinas®
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2.2.2.1 HBD1

Inicialmente aislada de hemofiltrado'’, presenta caracteristicas similares a la B-defensina de
neutréfilo de bovino (péptidos antimicrobianos de la traquea —T'AP—), de ahf que su nombre
sea B-defensina-1 (HBD1). Representa el primer miembro de la familia de las B-defensinas

14,17

humanas ™', cuenta con 47 residuos de aminoacidos. Se expresa constitutivamente en células

epiteliales, particularmente en aquellas del pancreas y rifion”, en células epiteliales del tracto

3,6,14 7 £ .21
>y en los ductos sudoriparos de la dermis™.

urinario, tracto respiratorio, queratinocitos
Pero los niveles de ARNm no se modificaron bajo la influencia de la presencia de
microorganismos retadores’. HBD1 también se expresa en el epitelio de la glandula mamaria
de mujeres, la expresion de esta proteina, bien podria brindar protecciéon contra la mastitis o

contribuir a la defensa del neonato™. Posee un poderoso efecto sobre E. w/i '* (Ver Tabla 3).

2.2.2.2 HBD2

Aislada inicialmente a partir de escamas de piel de pacientes con psoriasis® por medio de
cromatografia de afinidad bacteriana'™'**; también se ha aislado de nariz, mucosa oral, ducto
lacrimal, epitelio superficial ocular y epitelio intestinal en respuesta a una infeccién e
inflamacién®. L.a HBD2 es un péptido catiénico rico en cisteina que consta de 41 residuos de
aminodcidos presentes en el péptido maduro y en la secuencia lider, lo que puede indicar que
es un péptido secretado™, su punto isoeléctrico (p) teérico es 9.3 y tiene una naturaleza
anfifflica'. Ya que la HBD2 se encuentra distribuida por todo el epitelio de muchos 6rganos,
se considera que juega un papel sistémico muy importante en la inmunidad innata® y
adaptativa del organismo contra la invasién de microorganismos, por atraccion de las células
dendriticas inmaduras y de las células T de memoria'*”’. Su sintesis se induce por la presencia
de microorganismos como Escherichia coli, Psendomonas aernginosa, Helicobacter pylori, Candida

albicans y otros factores proinflamatorios como interleuquinas y citoquinas (factor necrosis

tumoral-o. “TNFo- y IL-1B) y en menor grado por algunos microorganismos Gram (+)
HH222336 " Presenta poderosas actividades antimicrobianas sobre E. col, P. aeruginosa y C.
albicans™"* y actividad bacteriostatica sobre el microorganismo Gram (+) Staphylococcus anrens”.
Las investigaciones conducen a demostrar que tiene actividad antimicrobiana preferencial
sobre Gram (-) y levaduras, aunque su efecto sinergistico es observable y comparable con la
lisozima y la lactoferrina™. Es sensible a la sal’' y es asi como en la fibrosis quistica, la HBD2
es menos efectiva sobre la P. aeruginosa, debido a la relativamente alta concentracion de sales

presentes en el medio como consecuencia del defecto en los canales de CI” *'* (Ver Tabla 3).
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2.2.2.3 HBD3

Hallada inicialmente por prospecciéon del gen que agrupa a HBD1 y HBD2. Su expresion se
detect6 posteriormente en lesiones de piel con psoriasis, en queratinocitos™, asi como en
otros tejidos epiteliales™, tejido cardiaco adulto, musculo esquelético, placenta, en timo fetal®

y se detect6 elevada expresién de ARNm en la piel y en las amigdalas™. Contiene 45 residuos

de aminoacidos y 6 unidades de cisteina con la unién entre ellas, caracteristica de [-
. .-, . 25 35 38 . . . .
defensinas y una carga catiénica neta de +117". Gran cantidad de estudios 7z vitro, han

25,33

- . . . . , . . . 20 .

demostrado la marcada actividad antimicrobiana, anti-fingica, anti-viral y ha sido
. . . , . 20 . . .

reportada como un antimicrobiano no hemolitico™. A diferencia de otras defensinas humanas

que son sensibles a altas concentraciones de sal, la HBD3 mantiene su amplio espectro de

20,25
b

actividad en presencia de concentraciones salinas fisiologicas también ha demostrado

tener baja toxicidad sobre las células hospederas™ (Ver Tabla 3).

Entre las B-defensinas, la HBD3 es la que exhibe la actividad antibacteriana mas fuerte sobre
bacterias Gram (+), inclusive S. aurens >, posiblemente debido al hecho de ser un péptido

»% Ta densidad de carga esti

mas basico y con mayor cantidad de cargas positivas
asimétricamente distribuida sobre la superficie molecular de HBD3 y es el incremento de la
carga neta positiva la causa parcial de la baja similitud con las secuencias HBD1, HBD2,
ademas HBD3 posee una gran insercién de residuos cargados en el C-terminal, se cambia la
treonina conservada antes del cuarto residuo de cisteina por una lisina y se reemplazan los

residuos 8, 12, 14 y 17 por residuos de aminoécidos catiénicos™.
2.2.2.4 HBD4

La HBD4 fue hallada por el andlisis de secuencia en el cromosoma 8p23°. La mayor
expresion de esta defensina, se encontré en testiculos y en la cavidad gastrica™”. Una muy
baja expresion constitutiva se detecta en neutroéfilos, ttero, tiroides, pulmones y rifiones, pero
su expresion se ve aumentada en las células epiteliales respiratorias ante la exposicion a
bactetias (P. aeruginosa, S. pnemmoniae)®. Su concentracién se incrementa durante los
desérdenes inflamatorios (Ver Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas de las B-defensinas humanas 1 a 4

HBD1

68 residuos de
aminoacidos (47 en
péptido maduro y una
secuencia lider!3); 3.9

kDa; carga neta +4

Aislada de hemofiltrado

17

Expresién constitutiva

en células epiteliales de

traquea, bronquios, vias

aéreas y glandula

mamaria 4. Se encuentra

en riflones, placenta,
pancreas, glandula
prostatica 9, tracto
urogenital 3

Actia sobre bacterias

Gram (=) (P. aeruginosa,

E. coli) y levaduras (C.
albicans)

HBD?2

64 residuos de
aminoacidos (41 en
péptido maduro y una
secuencia lider!3); 4.3

kDa; carga neta +7

Aislada de lesiones de

psoriasis (cromatografia

de afinidad) 13

Expresion inducida (por
factor tumoral Q,
lipopolisacaridos, IL1-B)
en queratinocitos,
mucosa gingival, epitelio
de la traquea,'* piel,
tractos respiratotio y

gastrointestinal 32

Actia sobre bacterias

Gram (=) (P. aeruginosa,

E. coli) y levaduras (C.
albicans)

HBD3

67 residuos de
aminodcidos (45 en
péptido maduro y una
secuencia lider); 5.2 kDa;
carga neta +11

Aislada de lesiones de
psoriasis, piel, células
epiteliales nasales®2,

musculo y corazén

Expresion inducida por
factor tumoral Q,
interferén vy 32. Presente
en queratinocitos,
epitelio gastrointestinal y
tracto respiratorio 6-20-32

Actia sobre bacterias
Gram (=) (P. aeruginosa,
E. coli) y levaduras (C.
albicans), bacterias Gram
(+) (. pyogenes, S.

anreus)®

HBD4

72 residuos de
aminodcidos (50 en
péptido maduro y una
secuencia lider)*; carga
neta +11

Detectada usando
bioinformatica y analisis

gendémico funcional

La expresion se ha
detectado en testiculos 32
y cavidad gastrica.
Expresién constitutiva
baja hallada en
neutrdfilos, epitelio de la
glandula tiroides,
pulmones, dtero y
rifiones 1,20

Actividad
antimicrobiana baja
contra E. cols, S. aureus, S.
neumoniae y B. cepacea.
Actividad elevada contra

P aeruginosa

2.3 Expresion de proteinas heterélogas

El nimero de péptidos y proteinas de naturaleza terapéutica y de origen recombinante, se ha

incrementado dramaticamente en la ultima década. Ha aumentado el numero de
medicamentos aprobados provenientes de procesos recombinantes, ya sean proteinas o
anticuerpos monoclonales, desde la aprobacién de la insulina recombinante en 1982%. Pero
aun as{ éstas expectativas, no pueden dejarse de lado circunstancias tales como el desarrollo
de la formulacién de los productos, las pruebas clinicas para su uso, ademas de la estabilidad
de los mismos en el tiempo de anaquel (1 — 2 afos) antes de ser usado en un paciente. Gran
cantidad de dichas proteinas recombinantes se obtienen a partir de sistemas bacterianos, que
se consideran los mas atractivos debido a su rapido crecimiento, a la alta densidad de
producto que generan en sustratos de bajo costo, a su genética bien caracterizada y la

disponibilidad de, gran cantidad de vectores de clonacién y cepas hospederas mutantes®'.

11
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Sin embargo la elecciéon del hospedero y del sistema promotor de expresiéon adecuados para
la obtencién de una proteina de interés especifica sigue siendo dificil y bastante racional®. Ta
seleccion de cepas de E. c/i con baja actividad proteolitica y la seleccién cuidadosa del
plasmido para prevenir la actividad toxica de la B-defensina, puede ser determinante para la
obtencién de péptidos catiénicos antimicrobianos”. Dentro de todos estos disefios se ha
contado, por ejemplo, con diferentes proteinas de fusiéon que unidas al péptido de interés,
tienen como funcién protegerlo de la degradacion, impedir la actividad antimicrobiana del
péptido de interés en contra de la célula hospedera y ademas ser expresado en la fraccion

soluble®

especifica, sin dejar ningun residuo de aminoacido adicional en la regién N-terminal

finalmente esta proteina de fusiéon puede ser liberada por accion proteolitica
31,41,42

b

2.3.1 Sistemas de expresion para B-defensinas

Para la produccion de proteinas heterélogas, se han estudiado, desarrollado y establecido una
serie de sistemas de expresion, tales como células procariotas, levaduras, virus, células de
mamiferos"'. Escherichia coli es una de las células mis cominmente empleadas como sistema
de expresion, debido a su amplio conocimiento genético y a la abundante cantidad de
plasmidos disponibles. Algunas dificultades se tienen en cuanto a la expresion de los genes
que codifican para péptidos antimicrobianos, debido a su toxicidad y a la potencial
degradacion del péptido por la enzimas proteoliticas del microorganismo. Pero si los péptidos
son sintetizados en forma de compuestos insolubles, llamado cuerpos de inclusién, pueden
obviarse estos inconvenientes'*. Otros sistemas se han utilizado para la obtencién de f-
defensinas humanas, la levadura Sacharomyces cerevisiae AH22, donde se obtuvo el producto de
interés en la fracciéon soluble aunque con muy bajos rendimientos y sin plegamiento
comprobado®. También se han evaluado de expresién de diferentes B-defensinas humanas en
sistemas libres de células, obteniendo también el producto en la fracciéon soluble, con bajo

. . . . . . . . . . 36.44
rendimiento y sin comprobar plegamiento ni actividad antimicrobiana ™.

Uno de los puntos mas importantes que determina una expresion de proteinas heterdlogas, es
su plegamiento nativo, principalmente la correcta unién de los puentes disulfuro, que
permiten que las moléculas obtenidas por estrategia recombinante sean biolégicamente
activas”. De ahf{ que sea necesario evaluar y considerar las potencialidades de algunos
vectores y sistemas de expresion y de clonacién. Aunque se ha reportado la presencia de
actividad antimicrobiana sin la necesidad del plegamiento correcto de la HBD, pero si se
afecta su capacidad quimioatrayente, por ende se deduce que la actividad quimiotactica esta
directamente relacionada con el plegamiento adecuado de la defensina humana™.

En la Tabla 4 se hace referencia a algunas [3-defensinas, obtenidas por expresion heterdloga,
usando diferentes sistemas de expresion y de clonacion.
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Tabla 1. Sistemas de expresion y de clonacion de las B-defensinas

Plasmido de

clonaciéon

Cepa de clonacion
Plasmido de
expresion

Cepa de expresion
Proteina de fusion
Promotor

Condiciones de
cultivo
Inductor
Tiempo de
expresion
Temperatura de
induccion

Rendimiento

Etiqueta de
histidinas
Proteina
Datos de
plegamiento

Actividad biolégica

Medio de cultivo

Referencia

HBD-1
pBluestipt IT SK (+)
E. cli' TG1
pLMM

E. coli AD202
LMM
Lac
37°C
0.7-0.8 OD
100 uM IPTG

8h
37°C

1 mg HBD1/ 6g

células (peso seco)
No
soluble
No

E. coli

Aislados clinicos

LB

Cipakova et al. 2004

HBD-1

pBluesript II SK (+) y
pPICIK

E. coli'TG1

pVT103L

S. cerevisiae
AH?2.
No

ADH1

28°C, 250 rpm; 120h
0.5 0D

Ninguno

No
No
55 ug/L

No

soluble

No
E. coli ML35-p
(dosis 150 ng)

YPD (para crecimiento) y
TSB (antimicrobiano)

Cipéakova et al. 2005

HBD-2

pGEM-T
E. cli'TG1
pET-32 (+)

E. wli BL21(DE3)
TrxA
T7/Lac

37°C, 250 rpm;
0.7 OD
0.8 mM IPTG

8h
37°Cy 28°C

346mg/1 28°C; 235mg/1.
37°C

Si
soluble
No

E. c0li K12D31
>5pg/ml

LB, MBL

Xu et al. 2006

HBD-2
pGEM-T
E. coli DH5a
pET-28a (+)

E. cli BL21(DE3)
N-term+35aa + 6-His
T7/Lac

30°C, 200 rpm
0.4 OD
0.8 mM IPTG

4h

37°C

DNS
Si

soluble

No

ND

2xYT

Fang ez al. 2002

HBD-2
pGEM-shBD2
E. coli DH5a
pIVEX2.4c-TrxA-shBD2

Free Cell system (CECF)
TrxA (de pET32)
T7

30°C, 990 rpm, 24h
Ninguno
No

No
2mg/mL- CECF
Si
soluble
No

E. co/i D31

Kit para expresion en sistemas
libre de células

Chen et al. 2005

HBD-2
No
E. i TG1
pET-32a (+)

E. wli BL21(DE3)
TrxA
T7/Lac

37°C, 250 rpm
0.4 OD
0.8 mM IPTG

8h
25y 28°C
1.3 g/L batch de 10L
Si
soluble

No

No

LB y MBL
(fermentador)

Peng ez al. 2004
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Plasmido de
clonacion

Cepa de clonacion
Plasmido de
expresion

Cepa de expresion

Proteina de fusion

Promotor
Condiciones de
cultivo
Inductor
Tiempo de
expresion
Temperatura de
induccion

Rendimiento
Etiqueta de
histidinas

Proteina

Datos de
plegamiento

Actividad biolégica

Medio de cultivo

Referencia

Medio cerebro corazon

HBD-3 HBD-3 -4
pGEM-T pET32-shBD3 pET32-
shBD4
E. co/i DH50. E. co/i DH50.
pET-32a (+) pIVEX2.4c

Sistema libre de células

trxA de pET32; GFP de

E. c0li BL21(DE3)

No
pBluescript-GFP
T7/Lac T7
37°C, 200 rpm; 30°C, 300 rpm, 3h
0.6 0D
0.6 mM IPTG ND
4h ND
37°C ND

trx-HBD-3: 390 trx-HBD-

1g/L proteina total
4: 385 GFP-HBD-3: 310

23% HBD3
GFP-HBD-4: 320 ug/ml
Si Si
Cuerpos de inclusién Soluble
No No
S.anrens ATCC 25923
(0.19 g/ml); E. coli No

ATCC 25922 >25

LB (crecimiento) y X .,
¢ )y Kit para expresion en

L . sistemas libre de células
para antimicrobiano

Song ez al. 2009 Chen ¢t al. 2007

HBD-3 HBD-3 HBD-4
pGEX-KG pGEM-T pGEM-T
E. coli Top 10 E. i TG1 E. c0li TG1
pGEX-KG- HBD-3 pET-32a(+) pET-32a (+)

E. w/iBL21(DE3)  E.w/iBL21(DE3)  E. /i BL21(DE3)

GST TrxA TrxA
Lac T7/Lac T7/Lac
Up t0 03 - 0.5 0D 32°C, 250 rpm 37°C;
0.4 0D 90D
0.5 mM IPTG 0.5 mM IPTG 0.4 mM IPTG
ND Gh 6h
ND ND 34°C
trx-HBD-3: 0.99;
D ’ 0.689 g/L
N trs-HBD-4: 0.09 g/L &/
No S Si (entre Trx y
hBD4)
Soluble Soluble Soluble
No No No
S. anrens E. c0/i K12 D31, P.
(ATCC25923) 12.5 E. coi K12D31 aernginosa ATCC
ng/ml 27853
LB LBy MBL LB, MBL: expresion,
(Fermentador) M-H (antimicrob)

Li-gang ez al. 2007 Huang L et al. 2006 Xu et al. 2006

HBD-5-6
pDrive
E. coli NovaBlue
pET-32a (+)
E. /i BL21(DE3)

TrxA

T7/Lac
32°C; 220 rpm
10 0D
0.4 mM IPTG

4h
ND

0.38 ¢ HBD5/L;
0.36 g HBDG6/L

Si (entre Trx y hBD)

Soluble

No

E. coli K12

LB, MBL: expresion, M-H
(antimicrob)

Huang ef al. 2008

HBD-26-27
pDrive
E. ¢coi NovaBlue
pET-32a (+)
E. c0li BL21(DE3)

TrxA

T7/Lac
32°C;
10 D.O
0,4 mM IPTG

4h
4 h; 32°C

0,31 g/L HBD26;
0,31 g/L HBD27

Si
Soluble

No

E. c0li K12, 8. anrens, y
S. cerevisiae

LB, MBL: expresion,
M-H (antimicrob)

Huang e al. 2009

ND. No Descrito
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2.4 Mecanismos de accion antimicrobiana

A nivel molecular el modo de acciéon de las B-defensinas atn no ha sido revelado y setfa
interesante explorar si las defensinas de diferentes 6rdenes de eucariotes también poseen
similitudes en su modo de accién antimicrobiano'>*. A pesar de las limitaciones para la
comprension del mecanismo de accién antibacteriano, se ha propuesto que las defensinas
afectan los organismos susceptibles, irrumpiendo en los elementos estructurales de sus

2,47

membranas celulares™'. Este es considerado como su mecanismo de accién primario y que

requieren dos cualidades presentes en los péptidos antimicrobianos: su naturaleza catiénica
que les permite interaccionar con los grupos aniénicos de la membrana microbiana” y su
naturaleza no polar que les permite integrarse en el interior de dicha membrana™”. Los
sitios de acople sobre la superficie bacteriana, incluyen lipopolisacaridos en bacterias Gram
(-), acidos lipo-teicoicos en bacterias Gram (+) y los fosfolipidos aniénicos de membrana
en ambos tipos de bacterias (fosfatidil glicerol y cardiolipina)'****. La base de la
discriminacién de los CAMP en cuanto a su accidn, parece estar relacionada con la
composicién lipidica de las membranas y generalmente que estén libres de colesterol™'".
Este es el motivo por el que las membranas celulares de eucariotes son mas resistentes al
mecanismo de los CAMP'""’. Sin embargo no pueden excluirse otros mecanismos
antimicrobianos, como son, la posible induccién de enzimas autocataliticas en la célula
microbiana o los posibles blancos intracelulares una vez que la permeabilizacion celular se

ha logradoz.

La evaluaciéon estructural de los péptidos antimicrobianos, ha mostrado tendencias
generales, pero poca identidad en sus secuencias, esto sugiere que cada péptido ha
evolucionado, para que pueda actuar de manera 6ptima en el ambiente en el que es
liberado®’. Asi los grupos estructurales sean una constante en los diferentes péptidos (hojas
B-, estabilizadas por puentes disulfuro, O-hélices anfipaticas), la carencia de identidad en la
secuencia, dificulta la prediccion de la actividad de los péptidos 7z vivo y hace atn mas
dificil, disefiar un péptido sintético con potencial actividad antibacteriana'’. Para el disefio
de un péptido se pueden tener en cuenta ciertos criterios como son, su naturaleza catidnica
(que promueve la interaccion con el exterior de la bacteria y con la membrana
citoplasmatica) y la hidrofobicidad, puesto que se posibilita la unién del péptido a la
membrana del microorganismo, por la interacciéon entre las cadenas acil-lipidos de las
bacterias y el nicleo helicoidal hidrofébico del péptido'.
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3. JUSTIFICACION

* Puesto que la HBD3 tiene un amplio espectro de accién antimicrobiano sobre
bacterias tanto Gram (—) como Gram (+), presumiblemente debido a la gran
cantidad de cargas positivas, y considerando que HBD2 tiene un espectro de accién
limitado principalmente sobre bacterias Gram (—), deseamos determinar si el
incremento en cargas positivas en la HBD2, aumentarfa su espectro de accién sobre
bacterias Gram (+). El incremento en el nimero de cargas positivas de la HBD2 se
realizard con base a la comparaciéon con estructura primaria de la HBD3.

* En nuestro grupo de trabajo existe interés en lograr la expresion y plegamiento de
proteinas ricas en puentes disulfuro. Hasta el momento tenemos experiencia en las
neurotoxinas de ariacnidos que poseen motivos estructurales estabilizados por
puentes disulfuro y que son del tipo /B o ICK (Inhibidor de los nudos de cisteina,
por sus siglas en inglés). Por tanto la expresion y plegamiento de las B-defensinas
humanas heterélogas con un “andamiaje estructural” similar debido a la presencia de
los puentes disulfuro, se convierte en una posibilidad para el entendimiento de las

caracteristicas de tales tipos de proteinas.

* Es de gran interés evaluar la capacidad de las P-defensinas producidas
heterélogamente en su actividad antimicrobiana sobre Mycobacterium: tuberculosis.
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4. HIPOTESIS

= El incremento en la carga catidénica de la B-defensina-2, dard como resultado un
aumento en la actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram (+) y una mayor
capacidad de inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos de interés clinico,
cuando se compara con la defensina parental.

* Es posible llegar a expresar y obtener cantidades representativas de péptidos
recombinantes de bajo peso molecular (como HBD2, HBD3 y HBD2 modificadas),
sin la presencia de proteinas de fusion como coadyuvantes en el proceso de
expresion.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivos generales

* Incrementar la carga positiva de la HBD2 para establecer su actividad antimicrobiana
comparada con la HBD2 parental.

* FBstablecer las condiciones para la produccion de HBD2, HBD2 modificadas y

HBD3 recombinantes y comparar su actividad biolégica en cuanto a su capacidad
antimicrobiana.

5.2 Objetivos especificos

* Disefiar y construir los genes de las B-defensina humanas 2, 3 recombinantes.
* Generar variantes de las defensinas mediante mutagénesis sitio dirigida.

* Establecer métodos para expresion, plegamiento y purificacion de PB-defensina

humana 2, B-defensina humana 3 y B-defensinas humanas modificadas.
» Caracterizar la actividad antimicrobiana de la B-defensina humana 2, B-defensina

humana 3 y B-defensinas humanas 2 modificadas, sobre microorganismos patdgenos

de interés clinico.
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6. METODOS

6.1 Materiales

Cepas de clonacion: E. w/i DH500 (F, endAl, ginN44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96, deoR,
nupG, lacZAM15, hsdR17). E. coli XL1-Blue (reeAT1 end A1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAT lac [F' proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tetr)]).

Cepas de Expresion: E. co/i M15[(pREP4]) (Nal®, S#°, sz, Thi, Lac, Ara", Gal", M1/,
F, ReeA", Uvr', Lon") ésta cepa contiene un plasmido que confiere resistencia a
kanamicina; E. /i BL21 DE3 (F°, ompT, gal, dem, lon, hsdSy(ty my), MDE3 [lacd,
lacUV5-TT7))) o en C41 DE3 (I ompT hsdSy (v my) gal, demr (DE3)).

Cepas para ensayos antimicrobianos: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aurens
(ATCC 25923) y Pseundomonas aernginosa (AN'TCC 27853). Compradas directamente de
American Type Culture Collection por medio de The Global Bioresource Center™
por la UNAM.

Enzimas: BamHI, PsAl, EcwRV, Msd, Hindlll, BgIl Ncol, Vent Polimerasa, Taq
polimerasa (New Englands Biolabs-NEB); T4 ADN Ligasa, (Fermentas); Factor Xa
(NEB); Lisozima (Muramidasa aislada a partir de la clara de huevo de gallina - Roche).

Vectores: pBluescript KS(+) (pKS) (promotor /Zac, resistencia ampicilina) (Stratagene);
pQE30 (promotor T5//ac; resistencia ampicilina) (QiaGen); pQE40 (promotor ;
resistencia ampicilina; contiene proteina de fusiéon Dihidroxifolato reductasa o DHFR)
(QiaGen); pET22b(+) (promotor T7; resistencia ampicilina; contiene péptido sefial
que envia las proteinas expresadas a periplasma) (Novagen); pET28a(+) (promotor T7;
resistencia kanamicina) (Novagen) y pET32(a) (promotor T7; resistencia ampicilina;
plasmido que contiene la proteina de fusion tiorredoxina o Trx) (Novagen).

Medios de cultivo: 2xYT (17 g triptona; 10 g extracto de levadura; 5 g cloruro de
sodio; agua destilada hasta 1 L); Caldo Tripticasa soya (ITSB, Fluka); 7TH9 (Becton-
Dickinson); Medio RPMI 1640 (Cambrex).

Reactivos: isopropil-1-tio-B-galactopiranosido (IPTG) (Fermentas); 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-GAL) (Sigma); Bromuro de Cianégeno (CNBr)
(Sigma), Tricina; Cloruro de Guanidinio (GndHCI) (Sigma); 3,3-tetrahidrocloruro de
diaminobenzidina (DAB) (Sigma); 1,4-Ditiotreitol (DTT) (Sigma); agarosa de baja
electro-endosmosis (L-EEO) (IBI Scientific); Resazurina (Sigma); Suero fetal bovino
(FBS) (Gibco).

Kits: purificacion de ADN a partir de agarosa, QIAquickTM (Qiagen); purificaciéon de
plasmidos High Pure Plasmid Isolation (Roche); Resina y columna para cromatografia
de afinidad a niquel (fon-metal affinity chromatography (IMAC) con acido Ni-nitrilo
triacético (Ni-NTA)) (QiaGen).
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6.2 Diseno de oligonucleétidos para el ensamble de los genes de HBD2 y HBD3

Para el disefio de los genes de las B-defensinas se utilizaron como base las secuencias
aminoacidicas depositadas en la base de datos, Protein Data Bank (PDB), identificadas con
las claves 1FD3 y 1KJ6 para HBD2 y HBD3, respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Secuencias de residuos de amino4cidos de las B-defensinas 2y 3

PDB Secuencia de residuos de aminoacidos
HBD2 1FD3 GGIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

HBD3 1KJ6 GGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

Por medio de una traduccion reversa de las secuencias de aminoicidos, se obtiene la
secuencia de ADN de cada uno de los genes, que fueron optimizadas considerando el uso
preferencial de codones para la bacteria hospedera E. c/i ¥, Se disefiaron entonces cuatro
oligonucledtidos sintéticos sobrelapantes para cada uno de los genes HBD2 y HBD3
(Tabla 6). Adicional al gen de cada B-defensina, se ubicaron en el extremo 5’ los sitios de
reconocimiento para la enzima restriccion BawHI y para la proteasa Factor Xa (Ile-Glu-
Gly-Arg); v en el extremo 3’ se ubicaron dos codones de paro, seguidos por el sitio de
reconocimiento para la enzima restriccion PsAl. Estas construcciones se disefiaron
considerando ser clonadas en el vector de expresion pQE30.

Tabla 6. Secuencias de los oligonucleétidos sobrelapantes para los genes de las B-

defensina 2 y B-defensina 3.

01ig1:z$l:§ti 4,  SECUENCIAS DEL OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS (5 — 3)
Up 1-H2 GAGGATCCATCGAGGGAAGGGGTATTGGCGATCCGGTTACCTGTCTGAAAAGCGG (55 nt)
8 Lw2-H2 CGACGCGGACAAAACACTGGATGGCAGATTGCACCGCTTTTCAGACAGGTAACC (54 nt)
% Up3—H2 CAGTGTTTTGTCCGCGTCGCTATAAGCAGATTGGCACCTGCGGTCTGCCTGG (52 nt)
Lw4-H2 TCCTGCAGTTATTACGGTTTCTTGCAACATTTGGTGCCAGGCAGACCGCAGGTG (54 nt)
Up 1-H3 GAGGATCCATCGAGGGAAGGGGCATTATCAATACGCTGCAGAAATACTATTGCCGGGT (58 nt)
B Lw2-H3 TCGGTAAACAGCTCAGAACTGCACAACGACCTCCTCTCACCCGGCAATAGTATTTCTG (58 nt)
% Up3—H3 CAGTTCTGAGCTGTTTACCGAAAGAGGAACAAATAGGCAAGTGCAGTACCCGC (53 nt)
Lw4-H3 TCCTGCAGCTATTATTTCTTGCGACGACAGCATTTACGACCGCGGGTACTGCACTTGC (58 nt)

Los oligonucleétidos purificados en gel de poliacrilamida (15 %) con urea (8 M) se
empalmaron por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), donde la secuencias
sobrelapantes entre los oligonucleétidos Upl-Lw2, Up3-Lw4 y Lw2-Up3, permitieron la
amplificacion hasta obtener el gen completo y de doble cadena de HBD2 y HBD3. Las
concentraciones de los reactivos usados para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,

por sus siglas en inglés) fueron: 10 pico-moles/pL de cada uno de los oligonucle6tidos Upl
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y Lw4; 5 pico-moles/pL de los cada uno de los oligonucleétidos Lw2 y Up3; 0.2 mM
dNTPs; 1X Buffer de la polimerasa; 5 U de Vent polimerasa (New Englands Biolabs). La
mezcla de PCR se sometié a 30 ciclos de desnaturalizaciéon (30 s, 95 °C), hibridacién (1
min, 55 °C) y elongacién (30 s, 75 °C). Finalmente y teniendo los genes ya ensamblados, se

procede a realizar la clonacion.

6.3 Clonacion de los genes ensamblados

Cada gen obtenido por amplificacion en la reacciéon de PCR se purificé de gel preparativo
de agarosa (1.2 %), usando el 47 de extraccion de ADN, QIAquickTM. Para llevar a cabo
el proceso de ligacion, se utiliz6 como vector de clonaciéon el plasmido pKS cortado
previamente con la enzima de restriccion EwRV, que lineariza el vector dejando extremos
romos. Para 20 uL. de reaccion de ligacion, se usaron 5 U de la enzima T4 ADN Ligasa, 1X
del Buffer T4 ADN Ligasa, y una mezcla conformada por el inserto y el vector linearizado,
en una relacién molar de 5 a 1, respectivamente. La reaccion se realizé a 16 °C durante 16
horas. Pasado el tiempo de incubacién, 5 uL. de la reaccién de ligacion se utilizaron para
transformar células hospederas de mantenimiento E. w/ DH5a o E. co/i XL1-Blue
(quimiocompetentes). Las transformaciones se incubaron en medio sélido 2xYT con
ampicilina 200 pg/mL, 100 pg/mL de IPTG y 40 ng/pl de X-GAL, a 37°C durante 16
horas. El sistema de seleccion de colonias blanco/azul del plaismido pKS, permiti6 elegir 14
colonias blancas que se evaluaron por PCR de colonia, utilizando Taq polimerasa y los
oligonucleétidos T7-like (GCGTAATACGACTCACTATA) y T3-like
(CTCACTAAAGGGAACAAAAGC). Condiciones del PCR de colonia: 0.2 mM de
dNTPs; 0.4 pmol/uL de oligonucleétido directo; 0.4 pmol/ul. de oligonucleétido reverso;
1X de Buffer de polimerasa; 5 U de Vent Polimerasa; una colonia disuelta en 5 uL. de agua.
Cuatro colonias con el tamafio de inserto esperado se pusieron a crecer en 5 mL de medio
liquido 2xYT con 200 pg/mL de ampicilina. Luego de 16 horas de incubacién se
purificaron los plasmidos por 4z de purificacién y posteriormente se secuencié el ADN
plasmidico, utilizando los mismos oligonucle6tidos antes mencionados. Finalmente se
obtuvieron las construcciones llamadas pKS:HBD2 y pKS::HBD?3 (se indica el plasmido y
la construccién que éste lleva).

6.4 Disefio para la clonacién de los genes de las B-defensina en los vectores de

expresion

Se disefiaron diferentes oligonucleétidos que permitieran generar otras construcciones
dirigidas especificamente a ciertos vectores de expresion (Tabla 7). En dichas
construcciones estan presentes: sitios de restriccién en los extremos 5’ y 3, la secuencia que
codifica para el factor de corte por la proteasa Factor Xa o un codéon AUG que codifica
para metionina (corte con CNBr), la secuencia que codifica para la etiqueta de histidinas, y
los codones de paro. Los diferentes disefios pudieron ademas ser ensamblados a partir de
los moldes de secuencia comprobada pKS::HBD2 y pKS::HBD3.
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Tabla 7. Construcciones de los vectores de expresion

Vector Detalles para la construccion del vector (5> — 3’)
pQE30 BamHI + Factor Xa + Gen HBD+ Codones de Paro + Ps/A
pQE30 BamHI + Met + Gen HBD+ Codones de Paro + PsA
pQEA40 Bg/ll + Factor Xa + Gen HBD+ Codones de Paro + PsA
pET22b(+) BamHI + His Tag + Factor Xa + Gen HBD+ Codones de Paro + Hindlll
pET28a(+) BamHI + Factor Xa + Gen HBD+ Codones de Paro + Hindlll
pET32(a) Msel + His Tag + Factor Xa + Gen HBD+ Codones de Paro + Hindlll

Esstas construcciones se amplificaron por PCR con oligonucleétido directos o codificantes
y reversos o complementarios, que eran particulares para cada uno de los vectores de
expresion (Tabla 8): pQE40, pET22b(+) y pET32(a). Las construcciones en pET28a(+) se
lograron a partir de los genes obtenidos de los plasmidos pQE30::HBD2 y pQE30::HBD3,
utilizando las enzimas de restriccion BazHI y Hindlll. Posteriormente se purificaba el
producto de restriccién a partir de gel de agarosa y finalmente se sometia cada gen a
reaccién de ligacion con el plasmido pET28a(+), previamente digerido con las mismas
enzimas de restriccion.

Tabla 8. Oligonucleétidos directo (F) y reverso (R) para construcciones de los
vectores de expresion

Plasmido HBD Oligonucleétidos (5’ — 3’)
HRD?2 F  GGAAGATCTATCGAGGGACGCGGTATTGGTGATCCGGTTACCTGTCTG
R GTCCTGCAGCTATTACGGTTTTTTACAACATTTGGT
E40
pQ F  GGAAGATCTATCGAGGGACGCGGCATTATCAATACGCTGCAAAAATAC
HBD3
R GTCCTGCAGCTATTATTTCTTGCGACGACAGCATTT
F  GGATGGCCATCACCATCATCATCATCATATCGAGGG
HBD2
R CCCAAGCTTCTATTACGGTTTCTTGCAACATTTGGT
pET32(a)
F  GGATGGCCATCACCATCATCATCATCATATCGAGGG
HBD3
R CCCAAGCTTCTATTATTTCTTGCGACGACAGCATT
P TGGGATCCTCACCATCATCATCATCATATCGAGGGACGCGGTATTGGCGATCCG
HBD?2 GTTACCTGTC
R CCCAAGCTTCTATTACGGTTTCTTGCAACATTTGGT
pET22b(+)
P TGGGATCCTCACCATCATCATCATCATATCGAGGGACGCGGCATTATCAATACG
CTGCAAAAATAC
HBD3

R CCCAAGCTTCTATTATTTCTTGCGACGACAGCATT

F: oligonucleétido directo

R: oligonucleétido reverso

Para la amplificacién por PCR se usaron, como templado, las secuencias correctas de
pKS:HBD2 y pKS:HBD3, y los oligonucleétidos directo y reverso segun el plasmido de

22



6. Métodos

expresion adecuado para la clonaciéon. Las condiciones de la reaccion fueron: 50 ng del
plasmido templado; 0.2 mM de dNTPs; 0.4 pmol/pL de oligonucleétido directo; 0.4
pmol/pL de oligonucleétido reverso; 1X de Buffer de polimerasa; 5 U de Vent Polimerasa.
La mezcla de PCR se sometié a 30 ciclos de desnaturalizaciéon (30 s 95 °C), hibridacion
(entre 30 s y 1:30 min a 55 °C, segun la longitud del inserto) y elongacién (30 s 75 °C). Al
lograr la amplificacién por PCR de la nueva construccion, se purificé utilizando gel de
agarosa (1.2 %) y se hizo ligaciéon de cada inserto en el plasmido de clonaciéon pKS y al
igual que en el procedimiento anterior (apartado 6.3) se evalud cada colonia por PCR y por

secuenciacion.

6.5 Construccion de vectores de expresion

A partir de los vectores de clonacién construidos y secuenciados, se procedio a digerir el
gen de HBD2 o HBD3, usando las enzimas de restriccion (New Englands Biolabs)
correspondientes a cada uno de los vectores de expresion:
®  BamHI 'y PsA para el vector pQE30
Bg/l1 y Psl para el vector pQE40
BamH1 y Hindlll para el vector pET22b(+)
Msc y Hindlll para el vector pET32(a)
BamH1 y Hindlll para le vector pET28a(+)

Tanto los plasmidos de clonacién que contenian el inserto, como los vectores de expresion,
fueron digeridos con las mismas enzimas de restriccién, de manera que se obtuvieran
extremos congruentes entre plasmidos e insertos que luego pudieran ser ligados.

Se realiz6 la sub-clonacién de los insertos (HBD2 o HBD3) purificados por gel de agarosa
(1.2 %), en el vector de expresion digerido. Las ligaciones dieron como resultados las
construcciones para expresion pQE30:HBD2 y pQE30:HBD3; pQE40:HBD2 y
pQE40:HBD3; pET22:HBD2 y pET22:HBD3; pET32:HBD2 y pET32:HBD3;
pET28:HBD2. Cada uno de los productos de la reacciéon de ligacion se transformé en
células quimiocompetentes E. co/f XL.1-Blue. Algunas de las clonas se evaluaron por PCR
de colonia y aquellas que mostraran un tamafio de inserto similar al esperado fueron
puestas a crecer para obtener plasmido y finalmente se verificaron por secuenciaciéon desde
ambos extremos del inserto para confirmar tanto el marco de lectura como la conservacion
de los sitios de restriccion. Se utilizaron los oligonucleétidos indicados en la Tabla 9.

Tabla 9. Oligonucledtidos para secuenciacion de vectores de expresion

Vector Oligonucleétido Directo (5’ — 3°) Oligonucleétido Reverso (5> — 3%)
pQE GAGCGGATAACAATTATAA (pQE-F) GGTCATTACTGGATCTAT (pQE-R)
pET AGATCTCGATCCCGC (pET-F) GACCCGTTTAGAGGC(pET-R)

Las evaluaciones de identidad se llevaron a cabo en todas las construcciones usando el
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programa BLASTx (NCBI), para confirmar la exactitud de sus estructuras primarias.

6.6 Expresion heter6loga de las B-defensinas 2y 3

Para evaluar la expresion de las defensinas, las cepas hospederas E. /i BL21 DE3, C41
DE3 o E. cw/i M15[pREP4|, fueron transformada con los vectores de expresion, siguiendo
el procedimiento mencionado a continuacién: una clona de una transformacion reciente, se
utiliz6 para inocular 5 mL de medio 2xY'T mas el antibiético correspondiente. Este cultivo,
llamado pre-inéculo se incuba durante 16 horas a 37 °C y 180 rpm. Un mililitro del pre-
in6éculo se adiciona a 25 mL de medio 2xY'T mads antibiético, éste es el indéculo que se
incuba por 2 horas a 37 °C y 180 rpm. El inéculo se adiciona a 500 mL de medio 2xY'T
mas antibidtico y se incuba (37 °C y 180 rpm) hasta alcanzar una densidad 6ptica de 1.3 U,
momento en que se hace la induccién del cultivo con IPTG vy se adiciona nuevamente el
antibiético. Las condiciones de la induccion son: 0.1 mM de IPTG, durante 4 horas, 20 °C
y 180 rpm para pET28a(+); y 1 mM de IPTG, durante 8 horas, 29 °C y 180 rpm para
pQE30. En cuanto al antibidtico se usa con dependencia del sistema de expresion usado
asi: para expresiones en pET28a(+) se usaron 30 pg/ml de kanamicina y para expresiones
en pE30 se usaron 200 pug/mL de ampicilina y 30 pg/mL de kanamicina.

El cultivo inducido se incuba entre 4 y 8 horas. Luego las células fueron concentradas por
centrifugaciéon a 7,000 g durante 15 minutos y 4 °C en una centrifuga Beckman Coulter
Avanti J-301 (Beckman Coulter). El botén celular resultante se resuspendié en Buffer Tris-
HCI 0.05 M pH 8.0 y se adicioné 0.1 volumen de lisozima (1 mg/mL), dejando en
incubacién por 30 minutos en hielo. Se continué con un proceso fisico de ruptura celular
utilizando un sonicador. Las fracciones solubles e insolubles se separaron por
centrifugacion (7,000 g durante 60 minutos). En éste punto se efectuaron determinaciones
para establecer la fraccion celular en el que podria encontrarse la proteina expresada, por
medio de geles poliacrilamida de Tricina - dodecil sulfato de sodio (Tricina-SDS-PAGE)
(gel separador 15 / gel concentrador 4 %) con tincién de Coomassie Brilliant blue.
También se realizaron analisis de inmuno-b/t, en el que las muestras se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Protran BA 85 0.45 pum, Whatman) en un equipo Sewz-Dry
Blotter (Scientific Co.) a una corriente de intensidad constante de 0.65 mA/cm’ de
membrana y usando Buffer de transferencia (48 mM Tris-HCl; 39 mM Glicina; 0,037 %
SDS; 20 % Metanol; y agua destilada hasta 1 litro), durante 45 minutos. La membrana se
bloqueé con 1% de BSA en Buffer Tris salino-Tween (TBST: 150 mM NaCl; 50 mM Tris
base pH 7.5; agua destilada hasta 1 L; 0.1% Tween 20) durante la noche. Posteriormente, la
membrana se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente con una soluciéon del
anticuerpo monoclonal de ratén Anti-His-Peroxidasa (1:10,000 v/v) (Roche) en TBST. Al
final de la incubacién la membrana fue lavada y la deteccion de las proteinas recombinantes
que presentaran la etiqueta de histidinas, se hizo con solucién de revelado (10 mL de la
solucién: 6 mg DAB (3,3’-diaminobezidina, Sigma); 0.03 % [w/v] de cloturo de niquel; 10
pL peroxido de hidrégeno al 30 %; 50 mM Tris-HCI (pH 7.5); 150 mM cloruro de sodio).

24



6. Métodos

6.7 Tratamiento de la proteina expresada en fraccion soluble y en cuerpos de
inclusion

A partir de los procesos quimicos y fisicos de ruptura celular, se llegan a obtener las
fracciones soluble (sobrenadante) e insoluble (precipitado) producto de la expresion. La
fraccion que contenga el péptido expresado fue tratada de la siguiente manera: se
resuspende en Buffer de solubilizaciéon (6M GndHCI; 0.05 M Tris-HCI pH 8.0), se incuba
durante 2 horas y se centrifuga a 7,000 g durante 40 minutos. Las proteinas heterélogas
presentes en el sobrenadante de la solucién de solubilizacién, se purifican mediante
columna de afinidad IMAC-NiNTA, cuyo principio es la interaccién entre las histidinas del
péptido expresado con cationes divalente como el niquel, en dos de sus seis puntos de
coordinacion. Posteriormente las proteinas se eluyen de la resina con Buffer de eluciéon (6M
GndHCI; 0.05 M Tris-HCI que contiene ademas 0.4 M imidazol, pH 8,0). Las muestras
obtenidas fueron sujetas a analisis por electroforesis de proteinas de Tricina-SDS-PAGE
(15 %) e inmuno-blot.

6.8 Purificacion de péptidos heterdlogos

Las muestras obtenidas a partir de la columna de niquel, se sometieron a reacciones de
reduccion con 0.1 mM de DTT que se incubaron a 55°C durante 1 hora y luego se
purificaron por HPLC-RP (Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa). La
muestra se pas6 por una columna semipreparativa C,g de fase reversa (Cosmosil Cg, 5um,
120 A, 10 x 250 mm) usando el solvente A (0.12% de Acido Tri-Fluoracético ~-TFA- en
agua) y el solvente B (0.1% de TFA en acetonitrilo); con un gradiente de 20 a 60% de
solvente B en 40 minutos y con un flujo de 2 mL/min. La proteina recombinante se
purificé posteriormente usando una columna analftica (Vydac C,5 o C,: 5um, 300 A, 4.6 x
250 mm), con el mismo gradiente, aunque el flujo de 1 mL/min. Los productos de la
purificaciéon se liofilizaron, se almacenaron a -20°C y se reservaron para los diferentes
analisis. Las masas moleculares de las defensinas heterdlogas se confirmaron por
espectrometria de masas (ElectroSpray lonization Mass Espectrometry (ESI-MS), LCQ
Fleet Ion Trap, Thermo Scientific). La concentracion de cada uno de los péptidos se
determiné por absorbancia a una longitud de onda de 280 nm y usando sus respectivos
coeficientes de extincion tedricos.

6.9 Plegamiento de los péptidos

Los péptidos purificados y con masa molecular correcta, se sometieron a proceso de
plegamiento zz vitro bajo condiciones controladas, usando 2 M de GndCl en Buffer Tris-HCl
0.05 M pH 8.0, 1 mM de glutatiéon reducido (GSH) y 0.1 M de glutatién oxidado (GSSH).
Posteriormente se purificaron en RP-HPLC en iguales condiciones a las mencionadas en el
apartado anterior. Las fracciones obtenidas se evaluaron en sus masas por ESI-MS.
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6.10 Cambios en el gen de HBD2

Considerando los inconvenientes para lograr la expresion del gen de HBD2, se plantearon
estrategias que pudieran conducir a la obtencién de la proteina recombinante. La primera
de las estrategias fue aumentar el tamafio del gen, insertando 12 nucleétidos que codifican
para los aminoacidos GGSG, ubicados antes del sitio de corte del factor Xa y que en caso
de expresarse no introducirfan cambio alguno en el péptido HBD2. Para lograr la
construccion se utilizo el oligonucleétido directo p30-GS-HBD2 (Tabla 10) que contenia la
insercion, el oligonucleétido reverso Lw4-H2 (Tablas 6 y 10) y como templado la
construccion corroborada pQE30:HBD2. Se siguieron los procesos de clonacién y
subclonacion, descritas anteriormente, hasta obtener construccion pQE30:GS-HBD2.

Tabla 10. Oligonucleé6tidos usados para realizar cambios en HBD2

Nombre de la Oligonucleétido Directo (5> —

. 7 b >
Construccién %) Oligonucleotido Reverso (5’ — 3°)

GAGGATCCGGCGGTAGCGG  TCCTGCAGTTATTACGGTTTCTIT
CATCGAGGGAAGGGGTATT  GCAACATTTGGTGCCAGGCAGA
GGCG (Oligonucleétido p30-G- CCGCAGGTG (Oligonucledtido
HBD2) Lw4-H2)

pQE30: GS-HBD2

Otras construcciones que dieron origen a los diferentes cambios en el gen HBD2, se
hicieron siguiendo la técnica de mutagénesis sitio dirigida por PCR, en la que primero se
amplifica un megaprimer que se construye con un oligonucleétido directo, un
oligonucledtido reverso interno y un templado. Luego de purificar el megaprimer se realiza
una segunda reaccion de amplificacién en la que se tiene un oligonucleétido directo que es
el megaprimer, un oligonucleétido reverso y un templado. Esta ultima amplificacion da
como resultado el gen que se usa para hacer los procesos de clonacién y subclonacion hasta
obtener las construcciones finales.

Se obtienen las siguientes construcciones en las que se introducen aminoacidos
principalmente en la region a-hélice del péptido HBD2, logrando asi mayor semejanza con
la secuencia de HBD3: pQE30:HBD2-KLK, pQE30:HBD2-KL, pQE30::HBD2-K,
pQE30:KLK-HBD2, pQE30::GS-HBD2-KLK (Figura 3).

. 10 2 30 40 50

0
H3 MRGSHHHHHHGSIEGRGEMINTLQKYYCRVREGRCAVLSCLPK KCSTRER
5 i GDPVT---CLKSGAICHPVECPR TCGLP@T
GGSGH2 - ----- - GGSGIEGRGEMGDPVTKLKCLKSEAICHPVECPR TCGLP®T
HXKXLK - - - mmmm - GDPVTKLKCLKSEAICHPVECPR TCGLP@®T
HXKXKL | -----mmmm e GDPVTKL-CLKSEAICHPVECPR TCGLPET
HX - GDPVTK~~CLKSEAICHPVECPR TCGLP@®T
KLKH2 -------GSKLKIEGRGEMGDPVT- - - CLKSGAICHPVFCPRRYK TCGLP@T
GSH2KLK |- ----- GSGGSGIEGREGEMGDPVTKLKCLKSEAICHPVFCPRRYK TCGLP®T

Figura 3. Alineamiento de secuencias de residuos de aminoacidos de las diferentes
mutantes de HBD2

Como templado para éstas construcciones se utilizé el plasmido de secuencia confirmada
pQE30:HBD2 vy los oligonucleétidos directo y reverso interno que estan indicados para

26



6. Métodos

cada construccion en la Tabla 11. La amplificacién final para cada una de las
construcciones, se hizo utilizando el megaprimer particular ya obtenido y el oligonucleétido
reverso universal R-p30 (Tabla 11).

Tabla 11. Oligonucleo6tidos usados para la generacion de los megaprimers

Nombre de la
Construccion

Oligonucleodtidos para construccion de Megaprimers

pQE30:HBD2-KLK

pQE30:HBD2-KL

pQE30:HBD2-K

pQE30:: KLK-HBD2

pQE30:: GS-HBD2-KLK

Oligonucleotidos
Universales para pQE30

Oligonucleétido Directo

Oligonucleoétido Reverso Interno

& —=3) & —3)

CGCTTTTCAGACA A
CACGGATCCATCGAGGGAC GTAACCGG OI'C CTIT,Ct. dGTTTG
GCGGTATTGGC ( (Oligonucleétido

interno)
GGATCGCATCACCATCACCA  GGCCAATGGTTTGACACAGACT
TCAC TTTCGC (Oligonucleétido interno)
GGATCGCATCACCATCACCA  GGCCAATGGTTTACAGACTTTT
TCAC CGC (Oligonucleétido interno)

GAGGATCCAAACTGAAGATC
GAGGG

GAGGATCCGGCGGTAGCGG
CATCGAGGGAAGGGGTATT
GGCG

GGATCGCATCACCATCACCA
TCAC (Oligonucleétido Directo
Universal F-p30)

GCTCAGCTAATTAAGCTTGGCT
GCAG (Oligonucleétido interno)

CGCTTTTCAGACACTTCAGTTTG
GTAACCGG (Oligonucleétido

interno)

GCTCAGCTAATTAAGCTTGGCT
GCAG (Oligonucleétido Reverso
Universal R-p30)

6.11 Construccion de la B-defensina en tandem HBD3 y HBD2

Se planteé la construcciéon en tindem de HBD3 unida con HBD2 por medio de la
secuencia flexible de aminoacidos GGGGM. La idea inicial era poder obtener la expresion
de HBD2 mediante un péptido acarreador o de fusiéon que en éste caso seria HBD3. La
construccion se disefid para ser expresada en el vector pQE30 y quedaria de la siguiente

manera:

MRGSHHHHHHGSIEGRMGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTR
GRKCCRRKKGGGGMGIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCK
KP

La construccién tiene 108 residuos de aminoacidos y una masa molecular tedrica de 11,822
Da, cuenta con dos metioninas (M) que permitiran hacer la separaciéon de los péptidos
usando el reactivo CNBr. La unién entre la defensinas se hace por medio de cuatro glicinas
(GGGG) que en principio no confieren rigidez a la estructura, ni cargas o polaridad alguna.
La construccion sigue presentado la etiqueta de histidinas al inicio de las secuencias que
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permitird hacer la purificacién por columna de afinidad de niquel. También podria llegar a
esperarse mayor toxicidad del dimero hacia el hospedero puesto que estaria expresando dos
péptidos antimicrobianos, pero si se lograba expresar probablemente se irfa a cuerpos de
inclusién y se evitarfa la toxicidad. También se pensé que el dimero podia tener mayor
actividad antimicrobiana. Para la construccién se partié de los plasmidos pQE30:HBD3-M
y pQE30::HBD2, ambos con secuencias confirmadas. La estrategia fue la siguiente:

* Amplificar HBD3-M utilizando el oligonucleétido directo Fp30 (oligonucleétido
universal directo, Tabla 11). Como oligonucleétido reverso se utilizé6 una nueva
construcciéon de 15 nucleétidos complementarios con la parte final de la secuencia de
HBD3, mas 15 nucleétidos que codifiquen para las 4 glicinas y la metionina. Es
importante eliminar los sitios de paro y el sitio de corte PsA de HBD3.
Oligonucleétido reverso 3-M-2 con direccién 5 - 3%
ACCCATGCCTCCACCGCCTTTCTTGCGACGACAG.

* Amplificar HBD2-R utilizando como oligonucleétido reverso Rp30 (oligonucleétido
universal Reverso, Tabla 11) y como oligonucleétido directo una nueva construccion
que tenga 15 nucledtidos que codifican para 4 glicinas y la metionina mas 15 nucle6tidos
complementarios al inicio de la secuencia de HBD2. Es importante eliminar el sitio de
restriccién para reconocimiento de la enzima BazHI. Oligonucleétido reverso 2-M-3
con direccion 5’ — 3 GGCGGTGGAGGCATGGGTATTGGCGATCCGG.

* Luego de las amplificaciones anteriores, llamadas megaprimers, se purificaron los
productos de PCR a partir de gel de agarosa (1.2 %) y se hizo una nueva amplificaciéon
utilizando los megaprimers de HBD3 y HBD2 y los oligonucleétidos Fp30 y Rp30
(oligonucleoétidos universales).

* Ja construccion completa se cloné en el vector pGEM, que se someti6 a secuenciacion.

* Fl tandem de secuencia corroborada se aislé por restriccion en los sitios BaHI y PsAl y
finalmente se cloné en el plasmido de expresion pQE30, en donde se corroboré la

secuencia.

6.12 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las HBDs se determiné por ensayos de difusién en agar™,
concentracién minima inhibitoria (CMI) en medio liquido y la determinaciéon de 1C,,. Las
determinaciones de la actividad antimicrobiana por ensayos de difusién en medio sélido, se
iniciaron con un pre-indculo de cada una de las bacterias patégenas, que se incubaron en
medio TSB durante 18 h, 37 °C y 180 rpm. Cuando el cultivo estaba en la mitad de su fase
logaritmica (0.5 de la escala de McFarland), se tomaron 50 pl. del pre-inéculo y se
inocularon 50 mL de medio TSB fresco. Pasadas 2.5 horas de incubaciéon a 37 °C y en
agitacion, el cultivo se centrifugé a 900 g durante 10 min. Las células se lavaron dos veces
con 15 mL de Buffer fosfato de sodio 10 mM (NaPB) pH 7.4; se centrifugaron nuevamente
y se resuspendieron en 10 ml del mismo Buffer frio. Se determiné la densidad 6ptica (D.O.)
del cultivo a una longitud de onda de 620 nm, utilizando como blanco NaPB. A partir de la
relacion que indica que una D.O. de 0.2 contiene 5x10” UFC/mL (Unidades Formadoras
de Colonias/mL), se tomé el volumen que contuviera 1x10° CFU y se mezcl6 con 10 mL
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de medio 1 tibio (10 mM NaPB, 0.03 % w/v de TSB en polvo, 1 % w/v agarosa L-EEO y
0.02 % v/v Tween 20). La mezcla se vertié en cajas Petri (15 x 100 mm) situadas en una
plataforma nivelada de manera que se formara una capa de aproximadamente 1 mm de
profundidad. Cuando solidificara el medio se hicieron 7 pozos espaciados con un diametro
cada uno de 3 mm y se adicionaron en ellos 5 ul. de cada una de la HBDs en diferentes
concentraciones, ademas de un control negativo (NaPB 5 plL ) y otro positivo (ampicilina 5
ug/pozo). Las cajas fueron incubadas por 3 h a 37 °C. Luego del tiempo de incubacion se
cubrieron con 10 mL de medio 2 (TSB en doble concentracion (6 % w/v) y 1 % w/v
agarosa L-EEO). Después de 18-24 h de incubacién, se midi6 el diametro de la zona clara
que estuviera alrededor de los pozos y que indicaba la inhibicién del crecimiento
bacteriano.

La Concentracién minima Inhibitoria o CMI, se define como la menor concentracion de
péptido que impide el crecimiento microbiano después de una incubacién de 12 horas a 37
°C. Para su determinacién en liquido se hizo en platos de ELISA (96 pozos) y siguiendo un
procedimiento semejante al indicado para los ensayos de difusién en placa, excepto por la
presencia de la agarosa en los medios 1 y 2.

La IC
Los valores fueron determinados a partir del grado de inhibicién calculado como la

50 €8 1a concentracion de péptido que inhibe el 50% del crecimiento de la bacteria.
relacién entre la absorbancia de las bacterias en presencia y en ausencia del péptido,
durante 240 minutos y de acuerdo con la férmula %I= (1-(A"/A") x 100. Dénde A’ es la
intensidad de absorcién en ausencia del péptido a 240 minutos y A" es la intensidad de
absorcién en la presencia de la una concentraciéon de péptido dada en el mismo tiempo’.
Los datos de inhibicién del crecimiento fueron obtenidos a partit de experimentos
semejantes a los descritos para la determinacién de CMI, haciendo mediciones cada 60
minutos durante 4 horas.

6.13 Actividad anti-Mycobacterium tuberculosis

La susceptibilidad del bacilo Mycobacterium tuberculosis bajo la acciéon de las defensinas
heterélogas, se determiné por el ensayo de resazurina (REMA — por sus siglas en inglés —)
usando el método en placa. La resazurina es un indicador de procesos de éxido-reducciéon y
se ha usado para evaluar la viabilidad de microorganismos, determinaciéon de la presencia
de contaminaciones bacterianas y test de actividad antimicrobiana *. Para la realizacién de
los experimentos se usaron las cepas de M. tuberculosis H37TRv (ATCC 27294) y el aislado
clinico resistente a medicamentos (MDR). El método REMA en placa se llevé a cabo
utilizando medio 7H9 suplementado con 10 % de OADC (acido oleico, albumina, dextrosa
y catalasa). La resazurina (en polvo) se preparé al 10 % (w/v) en agua destilada y se
esterilizé por filtracion (0.22 um). Para este ensayo se partié de péptidos secos de HBDs y
previamente cuantificados que fueron resuspendidos en medio 7H9-OADC. En cada uno
de los pozos de la placa de ELISA se deposit6 el volumen correspondiente al doble de la
concentracion del péptido que deseaba evaluarse y luego se completaba el volumen hasta
100 pLL con medio 7HI9-OADC. Las concentraciones evaluadas para las HBDs estaban
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comprendidas un rango entre 96.2 y 0.3 ug/mL. El inéculo de M. tuberculosis se preparé a
partir de un cultivo en fase logaritmica de 14 dias, que luego fue ajustado con medio 7H9-
OADC a una concentracién segun la escala de Mcfarland de 1.0 (0.76 OD, 600nm) y de
dénde se hicieron diluciones de 1:20. A cada uno de los pozos que ya contenian los
péptidos en diferentes concentraciones se adicionaron 100 uL. del inéculo de M. fuberculosis,
obteniéndose un volumen final de 200 pL. Rifampicina y etambutol se usaron como
controles positivos, el medio 7TH9-OADC como control negativo y medio 7TH9-OADC sin
adicién de indculo como control de esterilidad. Las placas se cubrieron y se incubaron a 37
°C en atmosfera normal. Después de 5 dias de incubacion, se adicionaron 20 pL de la
solucién de resazurina a los pozos que contenfan los controles y se incubaron por 24 h a
37°C. Si se llegaba a observar un desarrollo de color como era el esperado (rosa para
control de crecimiento de microorganismos y color azul para el control de esterilidad), se
adicionaban 20 pL de la solucién de resazurina a los pozos que contenian las defensinas en
las diferentes concentraciones. Después de 24 h de incubacién, un cambio de color de azul
a rosa indici6 reduccion de la resazurina y por ende el crecimiento del microorganismo. La
concentracién minima inhibitoria, CMI, se defini6 como la menor concentracién de
péptido que inhibié el cambio de color. Los experimentos se realizaron por triplicado.

6.14 Actividad hemolitica

La actividad hemolitica o citotéxica de las defensinas heterélogas, se evalué sobre
eritrocitos humanos, obtenidos a partir de muestras de sangre de un donador sano, quien
dio su consentimiento previo. Los eritrocitos fueron concentrados por centrifugacion (800
2 v luego se eliminé todo el suero con cuatro lavados usando Buffer fosfato salino (PBS) 5
mM pH 7.4. Los eritrocitos concentrados y limpios se resuspendieron en PBS y su
concentracién se ajusté a 10" UFC/mlL. Un volumen de 200 pl. de dicha suspensién se
incub6 en presencia de cada una de las HBD en concentraciones que iban de 2.5 a 50 uM,
durante 60 min y a 37 °C. Pasado el tiempo de la incubacién, las suspensiones se
centrifugaron 5 min a 1,000 g La absorbancia del sobrenadante se determiné a una
longitud de onda de 595 nm. Como control positivo se utilizaron eritrocitos incubados con
una solucién al 10% de Triton X-100, que generaba una lisis considerada como el 100 % de
la hemolisis; mientras que eritrocitos incubados con PBS (pH 7.4) sirvié como control
negativo. También fue usado como control positivo el péptido hemolitico y
antimicrobiano, Pin 2 del veneno del escorpion africano Pandinus imperator ». Todos los
experimentos fueron realizados en triplicado.

6.15 Actividad quimiotactica

La capacidad quimiotactica de las defensinas recombinantes se evalu6 sobre células THP-1
(ATCC TIB-202), linea celular proveniente de leucemia aguda monocitica humana. El
crecimiento y mantenimiento de las células THP-1 se realiz6 en frascos para cultivo celular
(25 cm?®, Corning) que contenian el medio Roswell Park Memorial Institute o RPMI,
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) (Gibco-Life Technologies). Las
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células se cultivaron a 37 °C con 100 % de humedad y 5 % de CO, y de las que se
efectuaron subcultivos cada dos dias. El ensayo se realizé en la camara de Boyden de 48
pozos (Neuro Probe, Inc.) y se determind la migracion (quimiotaxis) de las células THP-1 a
través de una membrana de policarbonato libre de polivinil pirrolidona (PVP-free) con
poro de 5 uM de didmetro. Para el ensayo 2x10° células/ml. se marcaron con 10 uM de
calcefna-AM fluorescente (BD Biosciences) durante 30 minutos™. En breve el ensayo se
realizé de la siguiente manera: los pozos de la parte inferior de la camara de Boyden se
llenaron con 27 pl. del péptido disuelto en el medio RPMI y en diferentes concentraciones
(50, 100, 250, 500 y 1000 nM); cada muestra se evalu6 por triplicado. Como control de
quimioatraccion, se utilizaron 27 ul. de N-formil-methionil-leucil-phenilalanina o fMLP
(Sigma, St. Louis, MO) (triplicado). Como control negativo se utilizaron 27 ul. de medio
RPMI (por triplicado). Posteriormente se posicioné una membrana de policarbonato PVP-
free sobre la parte inferior de la cimara que contenia las muestras y los controles. A
continuacién se ubicaron un empaque y finalmente la parte superior de la camara que se
ajust6 firmemente con los seguros de la camara. En este punto del proceso se adicionaron
al compartimiento superior de la camara, las células THP1 previamente tratadas con
calceina-AM (2x10° células en 50 pL). La cdmara se incub6 en oscuridad durante 2 horas a
37 °C con 100 % de humedad y 5 % de CO,. Al final de la incubaciéon la membrana se
retiré y las células que estuvieran en la parte superior de la membrana se removieron con
lavados de NaPB pH 7.4. Cuando la membrana estuvo totalmente seca, se determiné la
fluorescencia de la calceina el equipo FluorChem 8800 Imaging System (Alpha Innotech,
San Leandro, Ca, U.S.A.) en el que la longitud de onda de la excitacion se estableci6 a 485
nm y la longitud de onda de la emision se establecié a 520 nm. La mayor intensidad de
fluorescencia indicaba la migracion de las células por efecto de la presencia de las
defensinas recombinantes.

6.16 Corte de péptidos con bromuro de cianégeno

Las defensinas heter6logas HBD3-M y HBD3-M-HBD?2 fueron sometidas al proceso de
corte quimico por medio de CNBr. Los péptidos maduros de las defensinas humanas
heterélogas, estan precedidos por un segmento de 16 aminoacidos que puede ser retirado
por medio de un corte en el carbono terminal de la metionina, que esta ubicada
inmediatamente antes del péptido. Con el corte también puede lograrse la separacion de las
defensinas presentes en el tandem. El proceso se lleva a cabo resuspendiendo las HBDs en
una solucién de 50 mg/mlL de CNBr en 70 % de 4cido férmico de manera que se logre la
relaciéon de 1 ug de proteina por 1 ug de CNBr . La reacciéon se deja incubando en
oscuridad y temperatura ambiente. Terminada la reaccién, el CNBr se desplaza de la mezcla
inyectando N, suavemente hasta que se logre secar todo, se adiciona agua y se realiza
nuevamente el desplazamiento del liquido con N,, se repite el proceso en total 3 veces.
Finalmente, la muestra se resuspende en agua con TFA y se purifica por RP-HPLC.
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6.17 Tratamiento estadistico

Se realizaron los analisis One-way ANOVA vy test de Tukey, para examinar la varianza, de
manera que pudiera demostrarse si las medias de dos o mas muestras eran iguales cuando
eran comparadas dos o mas condiciones. Los software Origin 8® (Originl.ab Corporation)
y GraphPad Prisma® (GraphPad) se usaron para las determinaciones estadisticas. Los
valores se consideraron significativos con P > 0.05. Los datos son mostrados como la

media con su desviacion estandar (£SD).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Como producto de los resultados de ésta tesis doctoral, se publicaron dos articulos
cientificos en revistas internacionales indexadas. El primero de ellos corresponde a una
revision acerca de la expresion heterdloga de B-defensinas (Corrales-Gatceia y cols., 2011) y
el segundo es el reporte de los resultados obtenidos en ésta investigacion (Corrales-Garcfa y
cols., 2013). Ambos articulos estan en el Anexo 4.

7.1 Disefio y ensamble de genes de las defensinas humanas 2y 3

Teniendo como base la secuencia de aminoécidos obtenidas del PDB para las B-defensinas
2y 3, se realiz6 una traduccion reversa de las secuencias y se considero el uso preferencial
de codones para E. /i, para disefiar cuatro oligonucleétidos sintéticos para cada uno de los
genes de las defensinas humanas (Tabla 6). Posteriormente los oligonucleétidos se
sometieron a reacciones de armado por PCR hasta llegar a obtener los genes sintéticos. El
diseno de los genes se hizo considerando que serfan clonados en el plasmido de expresion
pQE30. La construccion final de los genes se caracterizé por contar en el extremo 5’ con la
secuencia 5-GAGGATCCATCGAGGGAAGG-3’ (que lleva el sitio de restriccion de la
enzima BamHI y el sitio de reconocimiento para el corte con el factor Xa) y en el extremo
3’ tiene la secuencia 5-TAATAGCTGCAGGA-3’ que lleva dos codones de paro y el sitio
de reconocimiento de la enzima PsA. Teniendo en cuenta todas éstas consideraciones, y
utilizando como ejemplo el procedimiento seguido para HBD3, se empalmaron por PCR
los oligonucleétidos Upl-Lw2, oligonucleétidos Up3-Lw4, y oligonucleétidos Upl-Lw2-
Up3-Lw4 en reacciones de PCR separadas (Figura 4) (condiciones de trabajo indicadas en
el apartado 6.2). El tamafio de amplificado esperado corresponde al visualizado en el gel,
que es para el producto del empalme de los oligonucleétidos Upl-Lw2 y Up3-Lw4 de 96 y
94 nucleétidos respectivamente, y para el gen completo de 169 nucleétidos. La banda con
el tamafio esperado se purificé a partir del gel de agarosa, usando un 477 de purificacion y se
obtuvo el gen listo para ser clonado (Figura 6). Finalmente se obtuvieron las secuencias
nucleotidicas mostradas en la Tabla 12.
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Figura 4. Amplificacién de los oligonucleétidos para empalmar el gen HBD3.
Lineas: M- marcador de pares de bases; 1- producto del empalme de los oligonucleé6tidos Upl-Lw2,
96 pares de bases; 2- producto del empalme de los oligonucleétidos Up3-Lw4, 94 pares de bases; 3-
producto del empalme de los cuatro oligonucleétidos, 169 pares de bases. (Gel de agarosa 1%).

Tabla 12. Secuencias finales de las B-defensinas humanas 2y 3.

Defensina Secuencia (5> — 3%)

GA GGA TCC ATC GAG GGA AGG GGT ATT GGC GAT CCG GTT ACCTGT
CTG AAA AGC GGT GCA ATC TGC CAT CCA GTG TTT TGT CCG CGT CGC
TAT AAG CAG ATT GGC ACC TGC GGT CTG CCT GGC ACC AAATGT TGC
AAG AAA CCG TAA TAG CTG CAG GA (157 nt)

HBD2

GA GGA TCC ATC GAG GGA AGG GGC ATT ATC AAT ACG CTG CAG AAA
TAC TAT TGC CGG GTG AGA GGA GGT CGT TGT GCA GTT CTG AGC TGT
TTA CCG AAA GAG GAA CAA ATA GGC AAG TGC AGT ACC CGC GGT CGT
AAA TGCTGT CGT CGC AAG AAA TAA TAG CTG CAG GA (169 nt)

HBD3

7.2 Construcciones de vectores de clonacion

Siguiendo el procedimiento descrito en los métodos (Apartado 6.3), se procedid luego a
ligar los genes HBD2 y HBD3 (amplificados por PCR) con el plasmido pKS hasta obtener
las construcciones pKS:HBD2 y pKS::HBD3, las cuales se utilizaron para transformar las
células E. co/i DH50. Las células transformadas se eligieron con base en los siguientes
marcadores de seleccion del plasmido pKS: resistencia a ampicilina y expresion de la
enzima P-galactosidasa (lac Z). La expresion de ésta enzima se detecta de manera indirecta
por la formacién de un precipitado azul intenso en presencia del sustrato cromogénico X-
GAL. La ligaciéon exitosa del gen HBD2 o HBD3 con el plasmido pKS, se da en la region
del gen /ac Z. De tal manera, la insercién del gen heterélogo provoca la irrupcion de lac Z'y
se impide la formacién del color en la bacteria. Posteriormente, de cada una de las
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construcciones se tomaron 14 clones que no presentaron color azul cuando crecieron en la
caja Petri (medio sélido 2xY'T, ampicilina 200 pg/mL, 100 ug/mL de IPTG y 40 ng/ul de
X-GAL) y se realiz6 PCR de colonia para determinar cuales clones mostraban un
amplificado de ADN del tamano esperado. Los plasmidos purificados de aquellas clonas
positivos en el PCR se verificaron por secuenciacién usando oligonucledtidos T7-/ike y T3-
like (secuencias indicadas en el apartado 6.3); al alinear se comprobé que se tenfa la
secuencia correcta (Figura 5). Los plasmidos recombinantes pKS:HBD2(pQE30) o
pKS:HBD3(pQE30), purificados y secuenciados, se usaron para dos propodsitos: como
templado para la construccion de los otros vectores de clonacién y de expresion, y para
obtener los insertos de HBD2 y HBD3.

GGATCCA TC GAGGGAAGGGGTAT TGGCGATCC GG TTACC TG TCTG: GCGGTGCAA TC TGCCA TCCAG TG TTTTGTCCGCGTCGCTATAAGCAGATTG GCACCTGCGGTCTGCCTGGCACC TGITGCAAG CCGTAATAACTGCAR
|

HBD2

Figura 5. Electroferograma que muestra los resultados de secuenciaciéon para
plasmidos pKS::HBD2 y pKS::HBD3

Con posterioridad y tal como se indicé en el apartado 6.4 del apartado correspondiente a
métodos, se efectud el disefio de una serie de oligonucleétidos que permitieran hacer
construcciones denominadas también insertos (Tabla 7), dirigidas a diferentes vectores de
expresion. Para este proceso, se procedié a amplificar por PCR cada uno de dichos
insertos, usando como primers los oligonucledtidos disefiados para cada uno de los
vectores de expresion, como templado los plasmidos recombinantes pKS:HBD2(pQE30)
o pKS:HBD3(pQE30), y las condiciones de reaccién mencionadas en el apartado 6.4.

Luego de la amplificaciéon por PCR se obtuvieron los insertos de ADN con el tamafio

esperado segun el marcador de peso molecular, para cada uno de los vectores de expresion

(Figura 0).

3000 p

2000 p

1000 pb

500 ph)
400 ph)

300 ph

200 p
Figura 6. Genes construidos para diferentes vectores de expresion. Pozos: M.

Marcador; 1. HBD2(pET32a); 2. HBD2(pQE40); 3. HBD3(pQE30); 4. HBD3(pET32a); 5.
HBD3(pQEA40).
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De cada uno de los insertos se obtuvieron 100 pl. de volumen de reacciéon de PCR, los
cuales se purificaron por medio de gel preparativo de agarosa (1.2 %) y se sometieron a
reacciéon de ligacion con el plasmido de clonaciéon pKS. Se obtuvieron las siguiente
construcciones que fueron verificadas por secuenciacion:

= pKS:HBD2(pQE40)
= pKS:HBD2(pET32a)
= pKS:HBD2(pET22b)
= pKS:HBD2(pET28a)
= pKS:HBD3(pQE40)
= pKS:HBD3(pET32a)
= pKS:HBD3(pET22b)

Cada uno de los plasmidos de clonacién se someti6 a reacciéon de restricciéon con las
enzimas correspondientes; luego se obtuvieron los insertos purificados que se clonaron en
su vector correspondiente de expresion. Cada uno de los plasmidos de expresion se
sometié previamente a restriccion con las mismas enzimas, de manera que los extremos
tanto de insertos como de vectores fueran similares y se posibilitara la ligacion entre ellos.
Todas las construcciones fueron verificadas por secuenciacion y a partir de ellos se hicieron
los vectores de expresion.

7.3 Construcciones de vectores de expresion

Con los vectores de clonacién de secuencia correcta se inici6 el proceso de la construccion
de los vectores de expresion. Cada vector de clonacion se digirié con las enzimas de
restriccién correspondientes segun el disefio, al igual que el plasmido de expresion
acarreador (Tabla 13). Los insertos obtenidos de cada reaccién de restriccion que
mostraran el tamafio esperado, se purificaron y se usaron para la reaccion del ligacion con
el vector de expresion linearizado. A continuacién se realizo la transformacion de células E.
coli XIL1-Blue quimiocompetentes y las clonas de cada transformaciéon se evaluaron por
PCR de colonia, usando oligonucle6tidos para secuenciacion de vectores de expresion
(Tabla 9). Aquellas clonas que mostraran tamafio de inserto esperado se evaluaron por
secuenciacién y finalmente se obtuvieron los plasmidos recombinantes: pQE30:HBD?2 y
pQE30:HBD3; pQE40:HBD2 y pQE40:HBD3; pET22b:HBD2 y pET22b:HBD3;
pET32a:HBD2 y pET32a2:HBD3; pET28a::HBD2 (Tabla 13).
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Tabla 13. Construcciones de vectores de expresion

Vector Clonacion Enzfm?? Plésmiﬁo Tamafio Vector Expresion
Restriccién Expresion  Inserto (pb)
pKS::HBD2(pQE30) BamH1 y PsAl pQE30 153 pQE30:HBD2
pKS::HBD2(pQEA40) Bg/ll y PsA pQEA40 153 pQE40:HBD2
pKS::HBD2(pET32a) Msel y Hindll1 pET32a 172 pET32a:HBD2
pKS:HBD2(pET22b)  BamHI 'y Hindlll pET22b 172 pET22b:HBD2
pKS:HBD2(pET28a)  BamHIy Hindlll pET28a 161 pET28a:HBD2
pKS::HBD3(pQE30) BamH1 y PsAl pQE30 165 pQE30:HBD3
pKS::HBD3(pQEA40) B/l y PsA pQEA40 165 pQE40:HBD3
pKS::HBD3(pET32a) Msel y Hindll1 pET32a 184 pET32a:HBD3
pKS:HBD3(pET22b)  BamHI1 'y Hindlll pET22b 184 pET22b:HBD3

Los vectores de expresion se corroboraron por secuenciaciéon y se utilizaron para los

subsiguientes ensayos de expresion, destinados a obtener los péptidos heterdlogos de las B
defensinas humanas 2 y 3.

7.4 Construccion del tandem

La construccién en la que se obtuvo HBD3 unida a HBD2 por medio de una corta
secuencia de aminoacidos (GGGGM), se llamé pQE30-HBD3-M-HBD2. El proceso de
construccion comenzé con la obtenciéon de dos megaprimers (MP1 y MP2) por medio de
dos reacciones separadas de PCR; en la primera de ellas se utiliz6 pQE30-HBD3-M como
templado, el oligonucleétido directo Fp30 (Tabla 11) y el oligonucledtido reverso 3-M-2
(apartado 6.12); en la segunda reaccion se utilizé pQE30-HBD2 como templado, el
oligonucleétido directo 2-M-3 (apartado 6.12) y el oligonucleétido reverso Rp30 (Tabla 11).
Los megaprimers obtenidos después de las reacciones de PCR mostraron los tamafios

esperados para cada uno de los disefios, 198 nucleétidos para MP1 y 170 nucleétidos para
MP1 (Figura 7A).
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Figura 7. Construccion del gen que codifica para el Tandem de HBD3 y HBD2. A-
Generacion de los megaprimes de HBD3 y HBD2. B-Amplificacion del gen perteneciente al tandem
HBD-M-HBD?2. C-PCR de colonia que indica tamafos de insertos esperados en los pozos 1al 7 (473
pb); control negativo en el pozo 8 con un tamafio de inserto que corresponde al plasmido vacio (200
pb); control positivo en el pozo 9, que indica un tamaifio de inserto esperado de (310 pb). D-Espectro
del secuenciacién del tindem.

Luego de la purificacion del ADN que codifica para cada uno de los megaprimers, se
realizé una tercera reacciéon de PCR en la que estaban presentes los oligonucle6tidos, MP1,
MP2, Fp30 y Rp30, de los que se esperaba lograr el empalme completo del gen y donde se
obtuvo el tamafo esperado de 350 nucleétidos (Figura 7B). El gen completo y purificado a
partir del gel de agarosa (1.2 %) se ligb en el plasmido pKS (previamente digerido con la
enzima de restriccion EwRYV) y posteriormente se transformo en la cepa E. w/i DH5a. La
presencia de la nueva construccién se corrobord por secuenciacion. A partir 500 ng del
plasmido recombinante con secuencia correcta, se procedid a hacer restriccion con las
enzimas BamHI y Psfl, de donde se obtuvo un inserto que correspondia al gen completo
del tandem, que luego se ligd en el plasmido pQE30 digerido previamente con las mismas
enzimas de restricciéon. El nuevo plasmido recombinante se transformé en la cepa E. ol
DHb5a y después de 24 horas de crecimiento, 14 clonas se evaluaron por el método de PCR
de colonia (oligonucleétidos pQE-F y pQE-R, Tabla 9) (Figura 7C). Cuatro clones que
mostraron el tamafio esperado en la amplificacion de 473 nucledtidos se enviaron a
secuenciaciéon para corroborar su secuencia (Figura 7D). Teniendo ya los plasmidos con
secuencia correcta se procedié a realizar los ensayos de expresion del péptido heterélogo
en tandem.
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7.5 Expresion heter6loga y purificacion de las B-defensinas humanas

Los plasmidos de expresion fueron transformados en células que permitieran producir la
proteina recombinante: E. /i M15[pREP4|, E. w/i BL21 DE3, E. cw/i C41 DE3. La
eleccion de célula a transformar se hizo con base en el promotor de cada uno de los
plasmidos de expresion.

Es asi como los plasmidos pQE30 y pQE40 (QiaGen) fueron transformados en la cepa E.
coli M15 [pREP4]. Dichos plismidos poseen el promotor T5//ac, que es regulado por la
proteina represora Lac. Esta regulacién se la proporciona el plasmido pREP4, que es un
vector de bajo numero de copia, confiere resistencia a kanamicina y expresa
constitutivamente la proteina del represor Lac (codificada por el gen /ac I), dando asi un
control sobre el promotor que ademas puede ser inducido en presencia de IPTG.

Los plasmidos del tipo pET (Novagen) tienen promotor T7//ac y fueron transformados en
células E. co/i BL21 DE3 6 E. w/i C41 DE3. Los plasmidos de la familia pET tienen el
promotor del bacteriéfago T7 que es reconocido por la ARN polimerasa del bacteriéfago
mas no por la polimerasa de E. co/z; por tanto no se obtendria expresion en la bacteria, de
aquellos genes que estén bajo el control del promotor T7 *. Para lograr la expresion, las
células hospederas deben tener el gen que codifica para la T7-ARN polimerasa (ADE3
lisogénico) que a su vez estan bajo control del promotor /U175 a nivel del cromosoma de
la bacteria hospedera y que si permite la expresiéon en condiciones de induccion. Ademas
del control proporcionado por el promotor /acUL’5, los plasmidos de la familia pET
también tienen un gen que codifica para el represor /acl, cuyo operador /ac se encuentra
inmediatamente después de la regién promotora, confiriendo asi un segundo mecanismo
de control de la expresion.

Los diferentes plasmidos recombinantes transformados en la célula hospedera adecuada,
fueron evaluados en condiciones de expresion, esperando que se generaran las proteinas de
interés. En la Tabla 14 se muestra una relacién entre tamafio de inserto, secuencia de
aminoacidos y tamano esperado de la proteina expresada.
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Tabla 14. Construcciones de péptidos diseniados para ser expresados

Plasmido i Tamafio
Proteina que se Expresa*

Recombinante Proteina (Da)

MRGSHHHHHHGSIEGRGIGDPVTCLKSGAICHPVFE
E30:HBD2 6,188.2

PQE30 CPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP ’
MRGSHHHHHHGSGIMVRPLNSIVAVSQNMGIGKN
GDLPWPPLRNEFKYFQRMTTTSSVEGKQNLVIMG
RKTWEFSIPEKNRPLKDRINIVLSRELKEPPRGAHFL

pQE40:HBD2 AKSLDDALRLIEQPELASKVDMVWIVGGSSVYQEA 28.202.0

MNQPGHLRLFVTRIMQEFESDTFFPEIDLGKYKLL
PEYPGVLSEVQEEKGIKYKFEVYEKKGSRSIEGRGI
GDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKC

CKKP

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCG
PCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAP
pET32a::HBD2 KYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFL 17,883.0
DANLAGSGSGHHHHHHHIEGRGIGDPVTCLKSGA
ICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

AMDIGINSDPHHHHHHIEGRGIGDPVTCLKSGAIC

ET22b::HBD2 6,600.0
pET22b HPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP ’
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRG 8.333.6/
pET28a::HBD2 SIEGRGIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCG 8,2024
LPGTKCCKKP 20241
pET28a:HBD2- MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRG 8,703.1/
KLK SIEGRGIGDPVTKLKCLKSGAICHPVFCPRRYKQIG 8,571.9
TCGLPGTKCCKKP o
MRGSHHHHHHGSIEGRGIINTLOKYYCRVRGGRC
E30::HBD 7,015.2
pQES30 3 AVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK ’
MRGSHHHHHHGSIEGRMGIINTLOKYYCRVRGGR
E30::HBD3-M === 7,146.4
pQES30 3 CAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK ’
MRGSHHHHHHGSGIMVRPLNSIVAVSQNMGIGKN
GDLPWPPLRNEFKYFQRMTTTSSVEGKQNLVIMG
RKTWFSIPEKNRPLKDRINIVLSRELKEPPRGAHFL
pQE40:HBD3 AKSLDDALRLIEQPELASKVDMVWIVGGSSVYQEA 29,029.0

MNQPGHLRLFVTRIMQEFESDTFFPEIDLGKYKLL
PEYPGVLSEVQEEKGIKYKFEVYEKKGSRSIEGRGI
INTLOKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRG
RKCCRRKK

MSDKITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCG
PCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAP
pET32a::HBD3 KYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFL 18,710.0
DANLAGSGSGHHHHHHHIEGRGIINTLOQKYYCRV
RGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK

AMDIGINSDPHHHHHHIEGRGIINTLOKYYCRVRG

ET22b::HBD 7,430.0
pET22b 3 GRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK ’
MRGSHHHHHHGSIEGRMGIINTLOKYYCRVRGGR
pQE30:HBD3-M-  CAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKKGGGGMG 11.822.0

HBD2 IGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKC
CKKP

*Subrayado sencillo: péptidos maduros; Subrayado doble: sitio de corte de factor Xa (IEGR) o
metionina (M)

I Procesamiento de la metionina inicial
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7.5.1 Expresion y purificacion de defensinas recombinantes en los plasmidos
pQEA40, pET32a(+) y pET22b(+)

Uno de los principales inconvenientes en el descubrimiento de medicamentos de naturaleza
proteica, a partir de la informaciéon que ha generado el conocimiento del genoma humano,
es llegar a generar suficientes cantidades de proteina soluble recombinante para su
caracterizacién estructural y bioquimica’. La eficacia de la produccién de péptidos
recombinantes en E. ¢/, esta determinada por parametros tales como cepa hospedera, uso
preferencial de codones, vector de expresion, promotor, antibidtico de seleccion,
estabilidad del ARNm, temperatura, medio de cultivo™”, entre otros, y las interacciones
entre ellos hace aun mayor la complejidad en el momento de elegir los parametros y sus

niveles, que permitiran llegar a obtener mayor cantidad de proteina recombinante.

Algunas investigaciones reportan una serie de plasmidos de expresion para la obtenciéon de
las HBDs recombinantes (Tabla 4). A partir de dicha informacién se realizaron una serie de
construcciones (Tabla 13 y 14) y ensayos de expresiéon que permitieron obtener algo de
informacién para continuar con el proceso de obtencion de las proteinas recombinantes en
cantidades suficientes para llevar a cabo las diferentes pruebas biologicas. Los resultados de
tales expresiones estan expuestos en el Anexo 1 (apartados A.1.1 a A.1.3). En términos
generales, se encontré que la expresion de HBD3 acoplada a la proteina de fusion DHFR
del plasmido pQE40, estaba presente como cuerpos de inclusién y luego de todos los
procesos de purificacion, el rendimiento fue de 1.6 mg de proteina por litro de cultivo
celular. Considerando que la HBD3 representa el 19.6 % de la proteina total, se
recuperarfan en teorfa 0.32 mg/L de HBD3, sin tener en cuenta las pérdidas por corte y
repurificacién, por lo que se decidié no considerar ésta construccién como apta para los
procesos subsiguientes de evaluaciones bioldgicas. En cuanto a HBD2, las expresion en el
plasmido pQE40, no fue posible bajo ninguna de las condiciones evaluadas. Por otro lado,
las expresiones en el plasmido pET32, llegaron a mostrar rendimientos de 3.2 mg/L y 2.5
mg/L para Trx-HBD3 y Trx-HBD?2, respectivamente. Lamentablemente, los resultados
obtenidos en los procesos de expresion y purificacion de Trx-HBDs no fueron
contundentes para continuar trabajando con este sistema de expresion. Por una parte su
rendimiento en masa no fue tan elevado como otros reportes lo presentan’™ ™ y el
producto final obtenido es aun menor, considerando que el péptido maduro de cualquiera
de las defensinas, representa unicamente el 20% del péptido total; Ademas, al momento de
hacer la separacion de la proteina de fusiéon Trx del péptido HBD, nos encontramos con
que existe una degradacién total de la HBD3 y un muy bajo rendimiento de HBD2. Otra
de las pruebas realizadas fueron las construcciones en pET22b(+) de HBD2 y HBD3 que
generaron cantidades muy bajas de proteina heteréloga, apenas detectable por inmuno-b/t,
por lo tanto no se considerd purificarlas o usarlas en ensayos biolégicos. Finalmente, se
concluy6 que éstos vectores de expresion no permitirfan obtener material suficiente para
llevar a cabo los ensayos biol6gicos necesarios.
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7.5.2 Obtenciéon de HBD3, HBD3-M y el tandem HBD3-M-HBD2, expresados en
el vector pQE30

Actualmente existen tres maneras de obtener CAMPs en concentraciones importantes para

. . 13,20 s . 21 40,62
bioensayos, las cuales son a partir de las fuentes naturales ™, la sintesis quimica™”

256

o por
medio de estrategias de expresion recombinante®®. Tas primeras dos formas de obtencién
de la molécula de interés tienen algunos inconvenientes, puesto que en las fuentes naturales
los CAMPs se encuentran en cantidades limitadas y se tiene cierto grado de complejidad
para lograr su purificacion; y en cuanto a la sintesis quimica se habla de costos elevados en
el momento de la producciéon de la molécula de interés. De manera que la expresion
recombinante de CAMPs puede llegar a convertirse en una alternativa atractiva para
producirlos. Ademas, existen diferentes metodologias que permiten realizar su purificacion

de manera sencilla y de relativo bajo costo.

Para dicho efecto, se utiliz6 el plasmido pQE30 (promotor T5//ac) con las construcciones
HBD3, HBD3-M 6 HBD3-M-HBD?2, se expresaron en la cepa E. cw/i M15[pRep4]| en
medio 2xYT suplementado con 200 pg/mL de ampicilina y 30 pg/mL de kanamicina. Las
células crecieron a 37 °C y 180 rpm hasta alcanzar una densidad éptica de 1.3 U (600 nm) y
en éste punto se realizé la induccién con 1 mM de IPTG y se adicion6 nuevamente
ampicilina (200 pg/mL). El proceso de induccion se llevé a cabo durante 8 horas a 30 °C'y
180 rpm. Al final del proceso las células se recolectaron y se sometieron a procesos de
ruptura, hasta obtener las fracciones soluble e insoluble que se analizaron por geles de
Tricina-SDS-PAGE (15 %). Tanto HBD3, HBD3-M como HBD3-M-HBD2 se
encontraron en la fraccion insoluble celular en forma de cuerpos de inclusion (Figuras 8-A,
9-A, 10-A). La presencia de las HBDs recombinantes se confirmaron por inmuno-blot
(Figuras 8-B, 9-B, 10-B). Los cuerpos de inclusién se solubilizaron con GndHCI y la
proteina de interés se separd del extracto celular por cromatografia de afinidad (IMAC-Ni-
NTA) en varias fracciones de elucién, que se sometieron a reduccién y posteriormente se
purificaron por RP-HPLC (C,y) (Figuras 8-C, 9-C, 10-C), hasta obtener el péptido puro,
que se evaluo tanto por Tricine-SDS-PAGE como por inmuno-b/? (Figuras 8-A-B, 9-A-B,
10-A-B, lineas 6 y 7). La determinacién de la masa molecular del péptido puro en estado
reducido fue de 7,015.4 (Figura 8-D) y 7,146.3 Da (Figura 9-D), para HBD3 y HBD3-M,
respectivamente. Para HBD3-M-HBD2 la masa molecular oxidada fue de 11,810.0 kDa,
puesto que no pudo detectarse en condiciones reducidas. Posiblemente la incapacidad de la
determinacién por espectrometria de masas fue consecuencia de la formacién de
agregados.
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Figura 8. Obtencion y purificaciéon de HBD3 a partir del vector pQE30. (A) Gel de
Tricina SDS-PAGE (15 %) luego de la tincién con Coomasie (20 pg de proteina). Lineas: M-
Marcador de peso molecular; 1- Células antes de induccion (20 pg de proteina); 2- Células después
de induccion (15 pg de proteina); 3- Fraccion soluble (20 pg de proteina); 4- Fraccién Insoluble (10
ng de proteina). (B) Analisis de expresion por inmuno-4/oz; deteccion del péptido recombinante con
el anticuerpo anti-His6 acoplado a peroxidasa (10 pg de proteina total en las lineas 1a 5y 0.5 pg en
las lineas 6 y 7). Lineas: 1- Células antes de induccion; 2- Células después de induccion; 3- Fracciéon
soluble; 4- Fraccion Insoluble; 5- Purificacion por IMAC-Ni-NTA; 6- Péptido luego de purificacion
por RP-HPLC semipreparativa; 7- Péptido luego de purificacion por RP-HPLC analitica. (C)
Cromatograma producto de la purificacion RP-HPLC analitica de HBD3. Tiempo de retencion 18.7
minutos correspondientes a 33.7% de AcN. (D) Anailisis de espectrometria de masas de HBD3.
Masa molecular esperada de 7,015.2 kDa y masa molecular experimental obtenida 7,015.6 kDa. Las
flechas indican la presencia del péptido de interés.
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Figura 9. Obtencion y purificacion de HBD3-M a partir del vector pQE30. (A) Gel de
Tricina SDS-PAGE (15 %) luego de la tincion con Coomasie. Lineas: M- Marcador de peso
molecular; 1- Células antes de induccion (10 ug de proteina); 2- Células después de induccion (15 pg
de proteina); 3- Fraccion soluble (15 pg de proteina); 4- Fraccion Insoluble (15 pg de proteina); 5-
Purificacion por IMAC-Ni-NTA (20 pg de proteina); 6- Péptido luego de purificacién por RP-HPLC
semipreparativa (2 ng de proteina); 7- Péptido luego de purificacion por RP-HPLC analitica (2 pg de
proteina). (B) Analisis de expresion por inmuno-b/o#; deteccion del péptido recombinante con el
anticuerpo anti-His6 acoplado a peroxidasa (10 pg de proteina total en las lineas 1 a 5y 0.5 pg en las
lineas 6 y 7). (C) Cromatograma producto de la purificacion RP-HPLC analitica de HBD3-M.
Tiempo de retencién 19.4 minutos correspondientes a 34.4% de AcN. (D) Analisis de espectrometria
de masas de HBD3. Masa molecular esperada de 7,146.4 kDa y masa molecular experimental
obtenida 7,146.6 kDa. Las flechas indican la presencia del péptido de interés.
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Figura 10. Obtencién y purificacion de HBD3-M-HBD?2 a partir del vector pQE30.
(A) Gel de Tricina SDS-PAGE (15 %) luego de la tinciéon con Coomasie (20 pg de proteina total en
las lineas 1 a 5y 2 ug en las lineas 6 y 7). Lineas: M- Marcador de peso molecular; 1- Células antes de
induccion; 2- Células después de induccién; 3- Fracciéon soluble; 4- Fraccion Insoluble; 5-
Purificacion por IMAC-Ni-NTA; 6- Péptido luego de purificacion por RP-HPLC semipreparativa; 7-
Péptido luego de purificaciéon por RP-HPLC analitica. (B) Analisis de expresién por inmuno-b/o#;
deteccion del péptido recombinante con el anticuetpo anti-His6 acoplado a peroxidasa (10 pg de
proteina total en las lineas 1 a 5 y 0.5 pg en las lineas 6 y 7). (C) Cromatograma producto de la
purificacion RP-HPLC analitica de HBD3-M. Tiempo de retencion 20.7 minutos correspondientes a
35.7% de AcN. Las flechas indican la presencia del péptido de interés. Las flechas indican la
presencia del péptido de interés.

Los rendimientos de HBD3, HBD3-M y HBD3-M-HBD?2 se determinaron en cada uno de
los pasos de purificaciéon (Tabla 17). La expresion de HBD3 y HBD3-M-HBD2 generaron
5 ¢/L de biomasa en peso humedo, mientras que HBD3-M produjo 6 g/L. Después de los
procesos de extraccion y purificaciéon de las HBDs, fue posible determinar en que paso
podia generarse la mayor pérdida de producto. Es asi como el rendimiento de HBD3,
HBD3-M y HBD3-M-HBD2, se redujo después de la solubilizacién de los cuerpos de
inclusién con el GndHCI y la purificacién por la columna de afinidad de Ni, en donde se
lleg6 a un rendimiento del 25, 22 y 11 % para los tres péptidos heterélogos,
respectivamente. Pero la mayor reduccién en el rendimiento se observa después del
proceso de purificaciéon por RP-HPLC, donde el rendimiento llega al orden de 4, 11 y 9.4%
respectivamente (Tabla 17). Finalmente, los rendimientos para HBD3, HBD3-M y HBD3-
M-HBD2 fueron 3.4, 9.5 y 5.5 mg/L, que cotresponden a una recuperacién aparente de
4.3, 10.9 y 9.4% respectivamente y con una pureza minima del 90 % para todos ellos.
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Analizando las cantidades obtenidas después los procesos de purificaciéon por HPLC, semi-
preparativa y analitica, puede deducirse que el segundo paso de purificacion no es
totalmente necesario (Figuras 8-A-B, 9-A-B, 10-A-B, lineas 6 y 7; Tabla 17).

La presencia de péptidos de fusiéon unidos a proteinas de interés se ha convertido en un
método alternativo que permite obtener péptidos recombinantes con altos niveles de
expresion, comodidad en la purificacion, facilidad en la identificacién por inmunoensayos,
impedir la protedlisis del péptido de interés e inducir plegamiento, entre otras *. Una de las
formas de retirar el péptido de fusiéon que se encuentra en el extremo N-terminal de un
péptido heterélogo maduro, es por medio del corte con la enzima llamada Factor de
Coagulaciéon Xa (Factor Xa), que es una serin proteasa de mamifero y que corta en la
secuencia lle-Glu(o Asp)-Gly-Arg|, aunque el corte no se lleva a cabo si hay un residuo de
prolina inmediatamente después de la arginina presente en la secuencia de corte™. Otro de
los lugares alternos de reconocimiento para el Factor Xa es el sitio Gly-Arg y en la medida
en que esté presente, mayor sera el reconocimiento inespecifico de la enzima por el
péptido. En el caso de HBD3, se tienen ademas del sitio de reconocimiento especifico para
el Factor Xa, otros dos sitios secundarios que generaron en el momento del corte, una
inespecificidad tal, que el péptido HBD3 no pudo ser encontrado. Esta fue la razén por la
que se hizo la adiciéon de un residuo de metionina antes de la secuencia de HBD3, que
permitiera ser cortada con CNBr.

Cuando se consideran las aplicaciones comerciales, el rendimiento de la proteina expresada
se convierte en un factor de gran importancia. En éste trabajo los rendimientos de las
HBDs humanas se consideran buenos si se llegan a comparar con otros reportes ***. T.a
expresion de antimicrobianos de origen recombinante, pueden generar problemas que
otros autores ya han reportado principalmente cuando se trata de expresion y obtencion de
péptidos pequefos, tales como la citotoxicidad hacia el hospedero, la susceptibilidad a la
degradacion del péptido heterélogo por enzimas proteoliticas y los bajos niveles de
expresién debido al tamafio de la molécula (menos de 60 residuos de aminoacidos)™*. Sin
embargo es posible atenuar el impacto de todas éstas limitaciones en el rendimiento global.
Algunos procedimientos se han propuesto para reducir esos efectos adversos, tales como el
uso preferencial de codones, de manera que se mejore la expresion de proteinas en células

: 31,63,69
que se hayan elegido para el proceso™ "

. Como ejemplo del impacto que puede llegar a
generar la eleccion racional de la secuencia de ADN en el rendimiento de las expresiones
heterélogas, algunos reportes demostraron el incremento de nueve veces la cantidad de
HBD2 recombinante como resultado de la optimizacién del uso preferencial de codones

646668 Yprq

cuando la defensina se expresé con tiorredoxina como proteina de fusion
estrategia que puede llegar a utilizarse para lograr la expresion de péptidos potencialmente
toxicos para el hospedero es unirlos a una protefna de fusion™”*™7, Se ha reportado que
las proteina acarreadoras pueden expresarse en grandes cantidades, sin generar efectos
toxicos para la célula y en ocasiones facilitan el plegamiento de las proteinas expresadas. Sin
embargo es importante considerar que aunque se aumente la cantidad de proteina
expresada, también se llega poner en riesgo tanto la actividad biolégica de la proteina de
interés como el rendimiento final que llega a obtenerse después de los procesos de cortes

25,65,76,

. s . . ; s 77
enzimaticos o quimicos que permiten separarla de la proteina de fusion . Por otro
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lado, también se ha documentado como el rendimiento de las proteinas recombinantes se
ha aumentado significativamente en la medida en que va disminuyendo el tamafio de la
proteina de fusién’. Por lo tanto, es importante tener en cuenta un sistema de expresién
que posibilita la obtenciéon de los péptidos recombinantes a los que estd unido solo una
pequena secuencia con un numero limitado de residuos de aminoacidos que no interfieren
con la actividad biolégica del producto recombinante, como los obtenidos en éste trabajo.

Se ha propuesto que uno de los factores que contribuye a la capacidad de las HBDs de

- - . . . 79,80
irrumpir las membranas bacterianas, es su efecto oligomerizante "

. Una carga neta
positiva elevada en una molécula facilita dicha oligomerizacién o ain, en ocasiones un alto
grado de multimerizaciéon. En ésta investigaciéon se construyd, expresé y evalud un
ensamble en tindem de las defensinas HBD2 y HBD3, llamado HBD3-M-HBD2, que
demostré una actividad antimicrobiana mayor comparada con sus componentes
individuales (Tabla 18). La carga neta del tandem es de +18, que es considerablemente mas
clevada que la carga de las especies individuales. Esto no solo promueve su
oligomerizacién, sino que puede llegar a aumentar la interaccién con las membranas
bacterianas y en otras instancias de dafio celular puede interactuar con las moléculas de
ADN y ARN bacterianas, interfiriendo con los procesos celulares de transcripcion y

65

traduccion™. Se cuenta en la literatura con un reporte de la expresion de HBD2 en tandem
homomérico, en el que se evaluaron 2, 4 y 8 unidades de la defensina®. El mejor
rendimiento se obtuvo cuando dos unidades de HBD2 se expresaron unidas a la proteina
de fusién Trx. Desafortunadamente, la actividad antimicrobiana de éstas construcciones no
se reportd. Hasta el momento no se cuenta con un reporte de expresion de un tindem
heteromérico de HBDs, como el realizado en la presente investigaciéon, donde se ha
demostrado un alto nivel de expresiéon para HBD3-M-HBD2 (Figuras 10-A y 10-B; Tabla
17), ademas de su efectividad como péptido antimicrobiano contra microorganismos

patégenos como E. coli, S. aunreus, P. aernginosa y M. tuberculosis (Tablas 18, 19 y 20).

7.5.3 Estrategia para expresar HBD2: algunas variantes

Siguiendo un proceso semejante al desarrollado para la expresion de pQE30:HBD3, no
fue posible obtener producto de pQE30::HBD2. De manera que se propuso incrementar la
similitud entre HBD2 y HBD3. Inicialmente se pensé en la diferencia de tamafio entre las
defensinas, por lo que se decidi6 hacer una construcciébn que presentara cuatro
aminoacidos adicionales (Gly-Gly-Ser-Gly) ubicados justo antes de la secuencia de
reconocimiento para el factor Xa (Figura 13), pero sin éxito alguno.

Buscando otras estrategias y comparando las secuencias alineadas de HBD2 y HBD3,
encontramos que en la region O-hélice de HBD3 existe una mayor presencia de
aminoacidos cati6nicos, comparada con la HBD2 (Figura 11). Asi que se decidié insertar
una triada compuesta por los residuos de aminoacidos Lys-Leu-Lys (KLK) en la region o-
hélice de HBD2 y con ayuda de un modelado zz silico, se asume que la presencia de los
aminoacidos adicionados se mantuvieron en dicha regién de la estructura de la HBD2
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(Figura 12). La eleccion racional de dichos aminoacidos se basé en reportes previos que
indicaban que la presencia de residuos de aminoacidos de naturaleza basica e hidrofilicos,
pueden mejorar la capacidad de la interacciéon de los AMPs con las membranas de
microorganismos patégenos™*¥, También se ha sugerido que la presencia en regiones -
hélice, de aminoacidos cargados positivamente que estén rodeados de residuos de
aminoacidos de naturaleza hidrofébica, pueden llegar a generar mayor actividad
antimicrobiana®. Por tanto, con base en la comparacién de secuencias entre HBD3 y
HBD2, que solo comparten un 35% de identidad pero que estructuralmente son similares,
se encontré que HBD3 tiene mayor cantidad de cargas positivas en la O-hélice de la region
N-terminal, lo que es semejante a otros péptidos biolégicamente activos™'. Ademas de la
insercion de los aminoacidos KLK, también se trataron otras construcciones en las que se
adicionaron diferentes aminoacidos y que podian estar dentro o fuera del gen que codifica
para HBD2 (Figura 13). Con todas éstas construcciones se traté de encontrar una
expresion heteréloga satisfactoria en cantidad del péptido HBD2. Desafortunadamente
ninguna de las construcciones disefiadas para el vector de expresion pQE30, mostré una
expresion tal que permitiera llegar a realizar los ensayos bioldgicos necesarios y la presencia
de algunos de ellos solo se logré detectar por inmuno-&/of (Figura 14). La construccion que
lleg6 a generar un poco mas de péptido heterélogo fue pQE30::HBD2-KLK, que produjo
30 ng/L de péptido y que en el dnico ensayo bioldgico que pudo hacetse con él, mostrd
actividad inhibitoria del crecimiento de la cepa de E. co/i ATCC 25922.

F—b—\/\/\r"— p———. | S S

FE'EGIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP
PDB 4 10 T

~ Betadefensin,BD(d1k6a)
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FOEGI | NT LQKYYCRVRGGRCAVL SCLPKE EQ | GKCSTRGRKCCRRKK
FDE 4 10 20 30 40 a5

Figura 11. Secuencias de HBD2 (PDB 1fd3) y HBD3 (PDB 1kj6) en las que se

muestran las posiciones de las a-hélices y las hojas .
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Figura 12. Modelado de HBD2 con la inserciéon de KLK en la region o.-Hélice de su

estructura. La estructura fue adquirida mediante el servidor ESyPred3D.
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Figura 13. Algunas variantes de la construccion pQE30::HBD2. « 1 ” indica el lugar de
la insercion de los aminoacidos en cada variante. Los péptidos producto de las construcciones
HBD2-KLK, HBD2-KL. y HBD2-K se detectaron por inmuno-b/o¢. Las proteinas expresadas
mediante las construcciones HBD2, GGSG-HBD2, KLK-HBD2 y GGSG-HBD2-KLK no fueron
detectadas en analisis de inmuno-b/o7.
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Figura 14. Inmuno-b/o¢ producto de expresion de variantes pQE30::HBD2 en la

cepa E. co/i M15[pRep]. Lineas: M-Marcador molecular. 1-plasmido pQE30 sin inserto. 2-
pQE30::HBD2 inducida. 3-pQE30::HBD2-KLK inducida. 4- pQE30::HBD2-KL antes de inducir. 5-
pQE30::HBD2-KL 3 horas después de inducir. 6- pQE30::HBD2-KL final de la induccién. 7-
pQE30::HBD2-K antes de inducir. 8-pQE30:HBD2-K 3 horas después de inducir. 9-
pQE30::HBD2-K final de la induccién.

Debido a los resultados negativos en este sistema de expresion, se decididé probar otro
vector de expresion que permitieran llegar a obtener el producto con cantidades suficientes
para realizar los ensayos biolégicos y fue asi como se llego al plasmido pET28a(+).

7.5.4 Expresion pET28a::HBD2 y su variante pET28a:: HBD2-KLK

Para obtener las construcciones pET28::HBD2 y pET28::HBD2-KLK, se inici6 a partir la
digestion de los plasmidos de secuencia confimada pQE30::HBD2 y pQE30::HBD2-KLK
con las enzimas BawHI y Hind. Posteriormente se realizé la ligacion en el plasmido
pET28a(+) digerido con las mismas enzimas de restricciéon. La expresion de HBD2 y
HBD2-KLK se realizé en la cepa BL21 (DE3) y el proceso de expresion fue semejante al
ya mencionado, sin embargo tiene algunas modificaciones que fueron determinadas luego
del diseno experimental factorial (Anexo 3). Entre ellas se tiene que la densidad celular del
cultivo al momento de la induccién fue mayor, la concentracion de IPTG usada fue de 0.1
mM, la temperatura de inducciéon se establecié a 20 °C y un tiempo de inducciéon de 4
horas. LLa mayorfa de las investigaciones concernientes a la expresion de proteinas, utilizan
una baja densidad 6ptica (p.ej. 0.5 U) en el momento de realizar la induccién (ver Tabla 4),
pero en ésta investigacion, se ha encontrado es posible aumentar la produccion de péptidos
recombinantes, realizando la induccién a mayores densidades Opticas de poblacion
microbiana (1.0 U 6 1.3 U).

El proceso de producciéon de HBD2 y HBD2-KLK se realizé de la manera descrita en el
apartado 0.6, aunque con los cambios que generaron los resultados del disefio
experimental. Al finalizar el proceso de induccién las células se recolectaron y se
rompieron. Se encontré que el péptido heterdlogo estaba principalmente en la fraccion
soluble y con una pequefia presencia en la fracciéon insoluble. Cuando los péptido se
analizaron por Tricina SDS-PAGE (15 %) se detectd que el peso molecular aparente de
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ambos péptidos recombinantes estaban un poco por debajo del esperado (Figura 15-A y
16-A). Sin embargo la presencia de HBD2 y HBD2-KLK se confirmé por inmuno-blot
(Figura 15-B y 16-B), por tanto puede decirse que ésta discrepancia puede deberse a un
artefacto electroforético. Al momento de realizar el proceso de purificaciéon de la fraccion
soluble por columna de afinidad de Ni, se presenté una precipitacion masiva del péptido,
dando como resultado la pérdida de todo el material. De manera que se decidi6 tratar la
fraccion soluble con GndHCI con lo que se evito la agregacion del péptido y la proteina de
interés se separé del extracto celular por IMAC-Ni-NTA en varias fracciones de elucion,
que se sometieron a reduccion y posteriormente se purificaron por RP-HPLC (C,) (Figuras
15-C, 16-C), hasta obtener el péptido puro, que se evalud tanto por Tricine-SDS-PAGE
como por inmuno-blt (Figuras 15-A-B, 16-A-B, lineas 6 y 7). Los analisis de
espectrometria de masas, indicaron que HBD2 tiene una masa molecular reducida de
8,202.4 kDa y HBD2-KLK de 8,571.9 kDa, que corresponden a los valores tedricos
(Tablal4, Figuras 15-D, 16-D).

Los rendimientos de expresiéon para HBD2 y HBD2-KLK, después de cada paso de
purificacién se muestran en la Tabla 17. Las expresiones de HBD2 y HBD2-KLK
generaron 6 g/L de biomasa en peso himedo. Semejante a lo observado en los péptidos
expresados en pQE30, la mayor disminuciéon en el rendimiento se aprecio luego de los
procesos de tratamiento de la fraccién soluble y del paso por la columna de afinidad.
Finalmente, se recuperaron 4 y 3 mg/L de HBD2 y HBD2-KLK respectivamente.

51



7. Resultados y Discusion

M 2 3 4 5 6
80 kDa - s BN == ; 3 .
A :
40 kDa - [ -
o 80
30 kDa - o
25 1
25 kDa - !.‘. ] ot 70
17 kDa - s i
2 60
7kDa- — P
. - . ol
= >
E 15 %
0
M 2 3 4 5 6
B 80 kDa - 30
40 KDa - 20
30 kDa -
05
25KDa - 10
17 kDa -
0 0
10 20 30 40
Dall Tiempo (min)
7
- s «—
8202.92
D 100+
804
60
40_
204 8468.07
o L LJ 1 J 1
6000 6500 7000 7500 8000

m/z

Figura 15. Expresion y purificacion de HBD2. (A) Gel de Tricina SDS-PAGE luego de la
tinciéon con Coomasie (10 pg de proteina total en la linea 1; 20 ug en las lineas 2 a 5 y 2 pg en la linea
6). Lineas: M- Marcador de peso molecular; 1- Células antes de induccion; 2- Células después de
induccion; 3- Fraccion soluble; 4- Fraccion Insoluble; 5- Purificacion por IMAC-Ni-NTA; 6- Péptido
luego de purificacion por RP-HPLC analitica. (B) Analisis de expresion por inmuno-4/o#; detecciéon
del péptido recombinante con el anticuerpo anti-His6 acoplado a peroxidasa (10 pg de proteina total
en las lineas 1 a 5 y 0.5 pg en la linea 6). (C) Cromatograma producto de la purificacion RP-HPLC
analitica de HBD2. Tiempo de retencion 31.3 minutos correspondientes a 31.3% de AcN. (D)
Analisis de espectrometria de masas de HBD3. Masa molecular esperada de 8,202.9 kDa y masa
molecular experimental obtenida 8,202.4 kDa. Las flechas indican la presencia del péptido de

interés.
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Figura 16. Expresion y purificacion de HBD2-KLK. (A) Gel de Tricina SDS-PAGE luego
de la tincién con Coomasie (10 pg de proteina total en las linea 1y 2; 20 pg en las lineas 3a 5y 2 pg
en la linea 6). Lineas: M- Marcador de peso molecular; 1- Células antes de induccién; 2- Células
después de induccidén; 3- Fraccién soluble; 4- Fraccion Insoluble; 5- Purificaciéon por IMAC-Ni-
NTA; 6- Péptido luego de purificacion por RP-HPLC analitica. (B) Analisis de expresion por
inmuno-b/o#; deteccion del péptido recombinante con el anticuerpo anti-His6 acoplado a peroxidasa
(10 pg de proteina total en las lineas 1 a 5y 0.5 pg en la linea 6). (C) Cromatograma producto de la
purificacion RP-HPLC analitica de HBD2-KLK. Tiempo de retenciéon 33.2 minutos
correspondientes a 33.2% de AcN. (D) Analisis de espectrometria de masas de HBD3. Masa
molecular esperada de 8,571.2 kDa y masa molecular experimental obtenida 8, 571.9 kDa. Las
flechas indican la presencia del péptido de interés.

Algunas investigaciones han demostrado que la presencia de residuos de aminoacidos
basicos, pueden mejorar significativamente la capacidad biolégica de interacciéon de un
péptido de naturaleza bactericida, sobre membranas de algunos microorganismos
patégenos™®¥. Otros reportes han sugerido que la presencia de residuos de aminoacidos
basicos rodeados de aminoacidos no polares, en las O-hélices, pueden llegar a mejorar la
actividad antimicrobiana del péptido®’. Basindonos en la comparacién de secuencias entre
HBD2 y HBD3, que solo comparten un 35 % de similitud en la secuencia pero que
estructuralmente son semejantes, se encontré que HBD3 tiene mayor numero de cargas
positivas en su extremo N-terminal (regién O-hélice), similar a otros péptidos
biolégicamente activos >'". De manera que se decidi6 incrementar el nimero de residuos de
aminoacidos cargados positivamente en la region 0O-hélice del N-terminal de HBD2
insertando el triplete de aminoacidos KLK (HBD2-KLK) y determinar si el incremento
daba como resultado una mejora en las propiedades antimicrobianas de éste péptido contra
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bacterias Gram (+). Se encontré que la CMI de HBD2-KLK es mejor comparada con la
actividad de HBD2 cuando se probaron los microorganismos S. aureus and P. aeruginosa
(Tabla 18). Es importante mencionar que a pesar de la alta similitud entre las secuencias de
HBD2 y HBD2-KLK, se encontraron diferencias en los niveles de expresion y de actividad
biolégica. Esto puede tal vez ser explicado por el contenido de lisina (K), de quien se sabe
que afecta los niveles de expresion asi como el rendimiento de recuperacion en algunos

. , ., . - 42775
sistemas heterélogos de expresion, especialmente en E. coli ™.

7.6 Plegamiento de los péptidos

La formacién de los puentes disulfuro es generalmente favorecida por un pH basico y la
presencia de agentes, como el glutation oxidado, puede incrementar el plegamiento
oxidativo, mientras que la presencia de agentes desnaturalizantes, como urea y GdnHCI,
impiden el proceso de plegamiento®. Es asi como el proceso de plegamiento en las
defensinas humanas recombinantes se realizé 7z vitro y bajo condiciones controladas en
presencia de 2 M de GndCl en Buffer Tris-HC1 0.05 M pH 8.0, 1 mM de glutatién reducido
(GSH) y 0.1 M de glutatiéon oxidado (GSSH). El material peptidico para la reaccién fue
corroborado previamente en su masa molecular correcta para estado reducido. Pasadas 24
horas de incubacién de la mezcla de reacciéon a temperatura ambiente, las diferentes
muestras fueron purificadas por RP-HPLC. Se obtuvieron cromatogramas que mostraron
varias fracciones (Figura 17), las cuales fueron enviadas a evaluacién de su masa molecular.
Considerando las masas moleculares tedricas y experimentales, tanto de los estados
oxidados como reducidos de los diferentes péptidos expresados en ésta investigacion,
puede decirse que de todos ellos se obtuvo con éxito el valor esperado (Tabla 15) (Anexo
2, Figuras A-8 a A-11), por tanto, puede afirmarse con certeza, que los diferentes ensayos
biolégicos llevados a acabo se realizaron con los péptidos recombinantes disefiados

especificamente en éste trabajo.
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Figura 17. Cromatograma de HBD3 obtenido a partir del proceso de oxidacion.

Tabla 15. Purificacion de defensinas heterélogas: porcentaje de acetonitrilo

Porcentaje de Acetonitrilo (%)

Péptido
Reducido Oxidado
HBD3 33.7 34.5
HBD3-M 34.4 35.5
HBD3-M-HBD2 35.75 38.0
HBD2 31.3 33.5
HBD2-KLK 33.2 34.0
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Figura 18. Espectto de masa de HBD3 Oxidada. Se muestra un valor de 7,008.57 Da, que
corresponde al valor del péptido en forma oxidada.

7.7 Determinacion de la concentracion de los péptidos heterélogos

La concentraciéon de un péptido puede calcularse por la ley de Beer-Lambert que ha
demostrado una relacioén lineal entre la absorbancia (A) del péptido y su concentracion
molar (c), por medio de la siguiente ecuacion:
A=¢excXxl

donde € es el coeficiente de absortividad molar (M'cm™) y [ es la longitud de paso (cm) del
haz de luz, segin la celda y el equipo™. Las cadenas laterales de algunos aminoacidos que
contienen residuos de aminodcidos aromaticos (como tirosina, triptéfano y fenilalanina)
generan una absorciéon bajo la luz ultravioleta (UV). De manera que los péptidos pueden
absorber luz UV en proporcion al contenido de aminoacidos aromaticos que presenten en
su secuencia. En general, se ha demostrado que los aminoacidos triptéfano (Trp, W),
tirosina (Tyr, Y) y en menor grado la cistina (Cys-Cys, C-C), contribuyen a la absorbancia
de un péptido a una longitud de onda por encima de 275 nm®. Y son dichos aminoacidos
los que permiten llegar a conocer el coeficiente de absortividad molar (€) por medio de la
ecuacion®:

€20 = (5500 X 1) + (1490 X 117y,) + (125 X Neys—cys)
donde 1 representa el nimero de aminoacidos presentes en la secuencia, ya sean Trp, Tyr o
Cys-Cys, respectivamente. Una vez establecido el € de un péptido dado, es posible
determinar la concentracién del mismo en una solucién acuosa a partir de su absorbancia.
En ésta investigacion la determinacion del coeficiente de extinciéon molar para cada uno de
los péptidos heterdlogos, se obtuvo por medio de la herramienta en linea ProtParam
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(http://web.expasy.otg/protparam/), que utliza el mismo algoritmo explicado
anteriormente, ademas determina el valor del coeficiente de extincion molar si el péptido se
encuentra en forma reducida (Tabla 16). Considerando que HBD2 (Tyr = 1, Cys=0),
HBD3 (Tyr =2 Cys =6) y HBD3-M-HBD2 (Tyr =3 Cys =12), puede decirse que la
precision de la determinacion de la concentracion es del 90 %.

Tabla 16. Masa moleculares y coeficientes de extinciéon molar teoéricos de las
defensinas humanas heterélogas en estados reducido y oxidado.

Coeficiente de extincion

Masa Molecular (Da) Molar (M-lcm1)
olar (M-lcm-

Péptido Reducido Oxidado
Reducido Oxidado
Teorico Exp. Teorico Exp.
HBD3 7,015.2 7,015.5 7,009.2 7,008.5 2,980 3,355.2
HBD3-M 7,146.4 7,146.6 7,140.4 7,139.5 2,980 3,355.2
HBD3-M-HBD2 11,822.0 ND 11,810.0 11,809.9 4,470 5,220
HBD2 8,202.4 8,202.9 8,196.4 8,196.0 1,490 1865
HBD2-KLK 8,571.9 8,571.2 8,565.9 8,565.1 1,490 1865

ND: no determinado por la formaciéon de agregados e isoformas (de aproximadamente 62 Da) que

podrian ser derivadas de la formacién masiva de aductos de Na* y K*.

7.8 Rendimientos en las expresiones

Durante el proceso de expresion y obtencion de los péptidos heterdlogos, se establecieron
una serie de pasos en los que fue posible monitorear la presencia y concentraciéon de las
defensinas humanas recombinantes. Es asi como se determiné la presencia de proteina
total en el extracto celular crudo, en las fracciones solubles e insolubles y en el producto de
la purificacion por IMAC-Ni por medio del método de BCA; la concentraciéon de los
péptidos obtenidos de las purificaciones por RP-HPLC fueron determinadas por
absorbancia con ayuda del coeficiente de extincién molar (Tabla 16). Teniendo las
concentraciones totales de proteina se procedié a hacer geles de Tricina-SDS-PAGE en
donde se cargd una cantidad conocida de proteina y posteriormente los genes pudieron ser
analizados con ayuda del equipo ChemiDoc y con el software ImagelLab (BioRad) y asi
pudo finalmente determinarse la cantidad de proteina de interés presente en cada paso de
purificaciéon ademas de la pureza del péptido (Tabla 17).
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Tabla 17. Pasos de purificaciéon y rendimiento de la defensinas heter6logas

Proteina Defensina L.
. . . . Rendimiento Purezab
Péptido Paso de Purificacion Total? RecombinanteaP %) %)
(mg/L) (mg/L)
Extracto Celulare 576 + 43 80 £ 20 100 16+ 3
- Extracto Crudo (Insoluble) 436 £ 10 663 82.5 15.1 £ 0.6
g IMAC-Ni 613+ 8 20+ 0.9 25 327+3
T RP-HPLC-S (Cis) 42+04 3.8+ 0.5 4.8 89.3*3
RP-HPLC-A (Cig) 38+ 04 34+04 4.3 89.6+3
Extracto Celulard 572 + 59 87 + 14 100 155 £ 0.5
= Extracto Crudo (Insoluble) 436 £ 10 61.4%9 70.6 141 £22
S IMAC-Ni 42117 182+ 7 21.6 43+ 5
é RP-HPLC-S (Cis) 161 148 £ 0.6 17 923+3
RP-HPLC-A (Cs) 10.1 £ 0.7 95103 10.9 93.1+3
Extracto Celulare 380123 58.319 100.0 15314
2' « Extracto Crudo (Insoluble) 111.2+8 26.4%2 453 23.7+1
‘*Q" g IMAC-Ni 3916 20.418 35.0 5218
% T RP-HPLC-S (Ci5) 8.2%0.4 6.5%0.1 11.1 80+2
RP-HPLC-A (Cis) 6.210.3 5.5%0.1 9.4 90+2
Extracto Celularf 602 £ 90 57.7%8 100.0 95+%1
8 Extracto Crudo (Soluble) 446.8 £ 40 39+5 67.6 9.6+ 2
% IMAC-Ni 716+ 8 20+ 3 34.7 27+ 1
RP-HPLC-A (Cy) 41+02 4401 6.9 952+ 4
Extracto Celulat® 441 £ 41 39.7 £ 10.5 100 9+3
8' v Extracto Crudo (Soluble) 386.1 + 17 28912 72.9 10.2 £ 0.6
<o) d IMAC-Ni 33.2+8 75+%1 18.9 24+ 4
= RP-HPLC-A (Cy) 32£05 3104 7.6 92+ 1.2

2 Concentracion de proteina determinada por BCA usando BSA como estandar proteico

b Proteina de interés, estimada por densitometria en gel PAGE con ChemiDoc System (BioRad)
¢ Obtenido a partir de 5 = 0.1 g de botén celular himedo de E. co/i en 1 L cultivo (n=3)

4 Obtenido a partir de 6 + 0.4 g de botén celular himedo de E. c/i en 1 L cultivo (n=3)

¢ Obtenido a partir de 5 = 0.3 g de botén celular himedo de E. o/ en 1 L cultivo (n=3)

f Obtenido a partir de 6 = 0.2 de botén celular himedo de E. w/en 1 L cultivo (n=6)

g Obtenido a partir de 6 £ 0.3 de botén celular himedo de E. co/i en 1 L cultivo (n=5)

Llevar a cabo el registro de la presencia de un péptido expresado permite detectar en que
paso de la purificacién puede darse la mayor pérdida del mismo. En general puede decirse
que el rendimiento en la obtencién del producto recombinante, muestra mayor pérdida
cuando se realiza el paso de purificacion por columna de afinidad IMAC-Ni, con valores
que estan en el orden de 50 a 60 % de pérdida. Aquellas purificaciones que constaron de
dos pasos de RP-HPLC demostraron que no es necesario realizar el segundo paso de
purificacién analitica, puesto que por una parte los rendimientos se reducen y la pureza
final del péptido es similar a la que se obtiene con la purificacién semipreparativa.

Como se observa en la tabla 17, los rendimientos de las HBDs son apreciables. Para

HBD3, HBD3-M, HBD3-M-HBD2, HBD2 y HBD2-KLK el rendimiento global fue 3.4,

9.5, 5.5, 4 y 3 mg/L, respectivamente, con una puteza mayor del 90 %, como fue
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determinada por analisis de imagenes de los geles de poliacrilamida. A primera vista, éstos
resultados pueden parecer bajos cuando se comparan con otros reportes. Por ejemplo, se
tienen registros de rendimientos del orden de 346 mg/l para Trx-HBD2 *' y 1 g/I. para
Trx-HBD3 . Sin embargo, dichas investigaciones reportaron los rendimientos sin realizar
la separaciéon de la defensina y de la proteina de fusién Trx, ni hacer las purificaciones
concernientes, ademas las estimaciones de rendimientos totales se realizaron sobre el gel,
no por cuantificaciéon del péptido después de todos los procesos de purificacion. Dichos
reportes tampoco evalian la pureza de sus productos y no realizan el analisis de la
determinacién de la masa molecular de las defensinas, de manera que puedan confirmar su
identidad y/o integridad.

7.9 Corte con CNBr

Los cortes quimicos con CNBr son bastante eficientes, pero pueden llegar a presentarse
modificaciones de las cadenas laterales de los aminoacidos o el corte inespecifico, cuando
las reacciones se desarrollan durante un tiempo prolongado a bajo pH. Por éste motivo fue
necesario llevar a cabo pruebas de corte que permitieran determinar el tiempo de
incubacién necesario para lograr la separacion de los residuos de aminoacidos unidos a la
defensina. Se evaluaron tiempos de 0, 7, 24, 48 y 72 horas, encontrando que el tiempo mas
adecuado es de 24 horas de reacciéon del péptido con el reactivo CNBr disuelto en acido
térmico 70%, en donde pudo observarse que la HBD3 liberada mostraba una masa
molecular aparente de aproximadamente 5 kDa (Figura 19). Se observé que en la medida
en que el tiempo iba incrementandose, la degradacién del péptido se hacfa cada vez mayor,
debido principalmente al pH bajo, que también pueden conducir a la desnaturalizacion de
la protefna o a la modificacion de algunas cadenas laterales de los residuos de
amino4cidos™.

... 25KkDa-

. - -
e
- o Rad

Figura 19. Corte de HBD3-M con CNBr. Lineas: M-matcador de peso molecular; 1- HBD3-

M sin cortar; 2- 0 horas; 3- 7 horas; 4- 24 horas; 5- 48 horas; 6- 72 horas de reaccion.
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7.10 Actividad antimicrobiana

Todas las construcciones obtenidas en ésta investigacion inclufan un formato que permitia
separar la HBD de los otros residuos de aminoacidos con los que era expresado (ver Tabla
14). Pero antes de realizar los procesos de corte y separacion, se decidié probar la actividad
antimicrobiana, encontrandose que todos presentaban dicha actividad. Este resultado estd
en concordancia con otros resultados que demuestran que la presencia de aminoacidos
extras no tienen influencia en la actividad antimicrobiana de los CAMP. Por ejemplo Song
et al. (2009)”, concluy6 en su investigacién que atn usando protefnas de fusién de gran
tamafilo como la Trx, la actividad antimicrobiana no se veia afectada.

Los péptidos recombinantes HBD3, HBD3-M y HBD3-M-HBD2, mostraron
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) por ensayos de difusién en agar’’ en medio
solido de 5 uM sobre las tres cepas evaluadas E. coli, S. aurens and P. aernginosa. A menor
inhibicién en el crecimiento bacteriano corresponden mayores CMI, en este caso HBD2 y
HBD2-KLK tuvieron CMIs de 10 y 5 uM para E. co/i, 40 y 20 uM para S. aurens, y 80 y 40
uM para P. aeruginosa, respectivamente.

La inhibicién del crecimiento bacteriano en medio liquido se realizé en placas de 96 pozos
donde se registr6 el crecimiento de las bacterias mediante la absorbancia de los cultivos a
una longitud de onda de 600 nm durante un periodo de 8 horas. Los resultados no fueron
muy diferentes a los resultados de difusiéon en agar (Figura 20). Cabe notar un incremento
en la actividad antibiética para la defensina en tandem, demostrandose posiblemente un
efecto aditivo de HBD3 y HBD2 (Tabla 18). Los resultados muestran una correlacion
positiva entre el numero de cargas basicas de los péptidos y la actividad antimicrobiana, que
se presenta en el siguiente orden:
HBD3-M-HBD2 > HBD3-M = HBD3 = HB2-KL.K > HBD?2
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. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de HBD3 sobre tres cepas

. Se representan diferentes concentraciones del péptido HBD3 desde 0.3 hasta 10 pM.

Concentracién inicial de células para todas las concentraciones de péptido. (A) E. coli; (B) S.

anrensy (C) P. aernginosa.

Tabla 18. Actividades antimicrobianas de las HBDs en medio liquido

E. coli S. anrens P. aeruginosa
Defensina
CMI (uD)

HBD3 5 5 5
HBD3-M 5 5 5
HBD3-M-HBD2 2.5 2.5 2.5
HBD?2 5 10 10
HBD2-KLK 5 5 5

El valor del IC,;, que es la concentracion de péptido que inhibe el 50% del crecimiento de

la bacteria, se realizé para cada uno de los péptidos heterélogos generados en éste proyecto

por medio de experimentos semejantes a los descritos para la determinacion de CMI,

haciendo mediciones cada 60 minutos durante 4 horas. Se evaluaron dos microorganismos
Gram (=) (E. coli y P. aeruginosa) y uno Gram (+) (8. aurens). La determinacion del IC;, es
una medida mas sensible y ademads es realizada con base en la cinética de la curva de

. . . . . , . . . . 6
crecimiento del microorganismo en presencia del péptido antimicrobiano usando 1 x 10°
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células/mlL (Figura 21 y Tabla 19). Los valores de IC;, se estiman con base en grificas del
porcentaje de inhibicién en 240 minutos y en incrementos de concentraciones del péptido
evaluado, la media se determiné a partir de 3 valores de dos experimentos independientes.

A "
HBD2y §.
0.20- y S.aureus - —— —a
-e- CELLS )
s -a- CELLS +Amp
fg - == 20uM £
£ = 10uM £
& 0.101 —— 5uM
5 o- 2.5uM
0.05- -8 1.25uM
- 0.625uM
0.00- -~ 0.3125uM
0 5 10 15
Tiempo (h) Péptido HBD2 [uM]

Figura 21. Inhibicién del crecimiento de S. axreus en la determinacion del IC;,. (A)
Las curvas representan el crecimiento del microorganismo en presencia de diferentes
concentraciones del péptido heter6logo HBD2. Los datos cortesponden al promedio de al menos
tres experimentos independientes y la desviacion estandar se representa como barras de error. (B)

Curva que permite la determinacién del ICso de HBD2 actuando sobre S. axreus.

Tabla 19. IC;, de los péptidos recombinantes

ICso (uM)
HBD3-M- HBD2-
i i BD3-M HBD2
Microorganismo HBD3 HBD3 HBD?2 KLK
E. coli 0.8 0.4 0.2 0.6 0.5
P. aeruginosa 0.7 0.7 0.3 0.5 0.5
S. aureus 0.6 0.5 0.3 0.5 0.5

La mayoria de las HBDs perdieron su actividad antimicrobiana, casi completamente,
cuando se evaluaron sobre medios de cultivo de elevada fuerza idnica, como es el caso del
medio Muller-Hinton (MH) *. Este medio de cultivo contiene almidén en su composicion,
que es una molécula cargada negativamente y probablemente interactie con los péptidos de
naturaleza catidnica expresados en ésta investigacion, dando como resultado la inhibicion
de la actividad antimicrobiana. Algunos investigadores han llegado a usar el medio de
cultivo MH a un cuarto de su concentraciéon original para realizar los ensayos
antimicrobianos y prevenir los inconvenientes antes mencionados, llegando a obtener
valores de CMI de 10 pug/mL o 2 uM HBD3 *. De llegar a usar el MH al 100 % de su
concentracién, se obtienen CMI de més de 300 ug/mlL., equivalente a 60 uM HBD3 *.

Algunos investigadores han reportado la CMI de HBD3 sobre varios microorganismos
86

patégenos. Por ejemplo Garcia e¢f al. (2001) ™ demostraron que HBD3 (producida por
sintesis quimica, 40 residuos de aminoacidos y 4,662.6 Da) tenia actividad sobre P.

aernginosa PAO 1 (26.5 pg/mL o 6 uM), E. cli (6.6 pg/mL o 1.5 uM) y S. aurens ATCC
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25923 (mas de 26.5 pg/ml. o mas de 6 uM). Por otro lado Harder e a/. (2001) ** demostrd
que la concentracion de HBD3 (producida por sintesis quimica, 45 residuos de
aminoacidos y 5,161.2 Da) necesaria para eliminar el 90% de las bacteria de . awrens
(ATCC 6538) fue de 2.5 pg/mL (0.5 uM) cuando se utilizaron cultivos del microorganismo
de 8x10* células/mlL. La concentracién celular es aproximadamente dos o6rdenes de
magnitud menor que la usada en la presente investigacion.

Al comparar la actividad antimicrobiana de HBD3 recombinante con otras investigaciones,
se encontrd que el valor de CMI sobre S. awreus es mayor que la reportada por Harder ez 4.

86

(2001)*, pero menor que la reportada por Garcia ef a/. (2001)*. Aunque en ocasiones no es
posible realizar una comparacion que pueda llevar a una conclusién, por ejemplo se ha
reportado que HBD2 en una concentraciéon de 0.022 uM tiene capacidad de eliminar el
50% del cultivo de P. aeruginosa V', pero no se reporta la CMI. Cuando se trabaja con la
defensina unida a la proteina de fusién Trx, se requitieron mas de 25 pg/mL de Trx-HBD3
para impedir el crecimiento de of E. w/i ATCC 25922 * y E. coli K12 %

expresa con exactitud cuanto mas se necesita para impedir total crecimiento de los

, aunque no se
microorganismos. También se encuentra el reporte de HBD3 expresada heterélogamente y
unida a la proteina de fusiéon GST y que presentd una actividad antimicrobiana de 2.5 pM
sobre E. coli ATCC 25922 ™. El péptido natural HBD2, obtenido directamente de la piel de
pacientes que padecen psoriasis, presentd una actividad antimicrobiana de 23 uM sobre S.

13
aureus .

7.11 Actividad anti-Mycobacterium tubercalosis

Los ensayos de actividad anti-tuberculosis realizados por el método REMA, mostraron que
tanto la HBD3 como HBD3-M tienen actividades semejantes sobre las dos cepas de M.
tuberculosis evaluadas, aunque fueron menos efectivas cuando se comparan con las otras
defensinas recombinantes probadas en el ensayo (Tabla 20). Es asi como las actividades
anti tuberculosis de HBD2 y HBD2-KLK sobre la cepa H37Rv mostraron valores de CMI
de 1.5 y 0.8 uM, siendo las mejores de todas las defensinas humanas probadas. Ademas es
importarte anotar, que en éste punto como en otros anteriores vuelve a justificarse la
hipétesis, que al aumentar en el numero de cargas positivas en la estructura de HBD2 es
factible mejorar la actividad biolégica de la proteina, como se observé con HBD2-KLK.
Por otro lado, la defensina en tandem HBD3-M-HBD2, demostré ser el péptido
recombinante mas efectivo sobre la cepa MDR con una CMI de 3.3 uM (Tabla 20). Los
valores de inhibicién exhibidos por las defensinas recombinantes, muestran un
comportamiento sobre la cepa H37Rv dentro del rango de los antibiéticos comerciales
usados para abatir y controlar al bacilo; pero asi mismo muestran que la actividad anti-
tuberculosis sobre el aislado clinico MDR es hasta 30 o 10 veces mejor en el caso de
HBD3-M-HBD2, cuando se compara con antibiéticos comerciales como el etambutol y la
rifampicina®, respectivamente. La diferencia en los comportamientos de HBD2 y HBD3,
podria pensarse en términos del lugar en que se detecta la expresion de cada una de las
defensinas en el organismo humano. HBD3 ha sido reportada como componente del

12()

sistema de defensa de epitelio de piel”, mientras que HBD2 ha sido reportada como

b
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elemento constituyente de las células epiteliales de pulmén y como componentes de la

. . - 90
respuesta innata inmune sobre M. fuberculosis

. De ésta manera se sugiere que existe la
posibilidad de utilizar éste tipo de péptidos sobre cepas patdgenas que representan un
problema de salud publica, considerando que aproximadamente un-tercio de la poblacion
mundial estd infectada con M. tuberculosis, mas de 10 nuevos casos de infeccién con el bacilo
ocurren cada minuto y que se cuentan entre 2 y 2.5 millones de muertes anuales en el

, 91
mundo por ésta enfermedad .

Tabla 20. Efecto antimicrobiano de los péptidos recombinantes HBDs sobre las
cepas H37Rv y MDR de Mycobacterium tuberculosis.

Defensin H37Rv MDR H37Rv MDR
CMI (ug/mL) CMI (uM)

HBD3 24 96.2 3.4 13.7
HBD3-M 24 96.2 3.4 13.5
HBD3MHBD2 481+16  387+115  41+13  33+10
HBD2 12 40 124 1.5 49 1.5
HBD2-KLK 7014245  361+132  082+03 42+154
Etambutol 2 0.5 19.8 2.5 97
Rifampicina @ 0.4 31.2 0.5 38

? Referencia Rastogi et al.
Nota: Cuando no se presentan las desviaciones estandar, indica que los
experimentos por triplicado dieron los mismos resultados

Es sabido que la presencia de la tuberculosis es elevada en la poblacién mundial, pero no
todas las personas estan infectadas y por tanto debe existir un mecanismo que protege de
este tipo de infeccidn, aunque el mecanismo de proteccion continuda sin ser esclarecido. La
induccion de la expresion del gen que codifica para HBD2 se ha demostrado en células
epiteliales A549 que fueron infectadas con M. tuberculosis. Esto sugiere que HBD2 presente
en las células epiteliales de pulmoén puede ser un componente de la respuesta inmune en
respuesta al microorganismo causante de la tuberculosis, tanto en la infeccién primaria

: o : 90
como en la inmunopatogénesis de la tuberculosis humana

. Aunque existen medicamentos
especificos que atacan M. fuberculosis, tales como isoniazida, estreptomicina, etambutol,
gentamicina, kanamicina y rifampicina, no existe actualmente una solucién unica y
completa a éste problema médico, sin contar con la marcada resistencia a los
medicamentos que algunas de las cepas de M. tuberculosis adquieren constantemente’. En
ésta investigacion se utilizaron las cepas H37Rv (ATCC 27294) y MDR para evaluar la
posible actividad anti-tuberculosis de las HBDs recombinantes (Tabla 20). Y es asi como se
encontr6 que HBD2 presenté la mejor actividad sobre H37Rv (ATCC 27294) con una
CMI de 1.5 uM, valor que se encuentra en el rango observado para gentamicina, etambutol
y kanamicina, los cuales reportaron una actividad de 25, 2.5 and 0.4 uM, respectivamente,
sobre la misma cepa®”'. Mientras tanto HBD3-M-HBD2 exhibi6 la mejor actividad sobre
la cepa multirresistente MDR con una CMI de of 2.7 uM, que se encontré muy por debajo
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de las concentraciones de inhibicién para los antibiéticos tradicionalmente usados en el
tratamiento de éste patégeno, 97 uM para etambutol y 38 uM para rifampicina®.
Considerando que péptidos como las HBDs pueden generar menor resistencia en bacterias,
puesto que en parte su mecanismo de acciéon esta directamente relacionado con la
membrana celular que luego puede llegar a desatar un estrés generalizado(’4’93, las defensinas
recombinantes de ésta investigacion pueden llegar a ser propuestas como una nueva clase
de sustancias terapéuticasm.

7.12 Actividad hemolitica

Previamente se ha reportado que los péptidos antimicrobianos de naturaleza catidnica y
que poseen caracter hidrofébico, pueden llegar a generar actividad citotoxica sobre células
eucariotas''. Considerando que las defensinas humanas recombinantes expresadas en este
trabajo son moléculas catidnicos (HBD3: 13 cargas positivas; HBD2: 7 cargas positivas;
HBD2-KLK: 9 cargas positivas y HBD3-M-HBD2: 22 cargas positivas), se evalu6 el
posible efecto téxico que pudieran tener sobre células eucariotas y especificamente sobre
eritrocitos humanos. En éste ensayo se determiné la liberaciéon de hemoglobina de los
eritrocitos, generada por la presencia del péptido en diferentes concentraciones. Como
controles se utilizaron Triton X-100 (10 %) que genera lisis celular por un efecto de
detergente; PBS (pH 7.4), una solucién isoténica como control negativo, donde no se
presenta hemolisis; y el péptido Pin 2 (25 uM) del veneno del escorpion africano Pandinus
imperator, reportado como hemolitico”. Los resultados mostraron que solo en
concentraciones de 50 uM, para cualquiera de los péptidos recombinantes, se observé un
2% de hemolisis (Figura 22), lo cual no es significativo (P > 0.05) comparado con la
hemolisis generada por el Triton X-100 y el péptido Pin2, con valores de hemolisis de 100
y 92 % respectivamente. Este resultado es congruente con el reportado por Harder e a/”’
para la HBD3, quienes demostraron hemolisis del 5 % a una concentraciéon 100 uM. Por
tanto éstos resultados indican la baja toxicidad o casi nula hemolisis que las defensinas
recombinantes puedan tener sobre células eucariotas, ademas este resultado es importante,
considerando el posible uso de las defensinas recombinantes como una fuente alternativa
de nuevos péptidos antibidticos.
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Figura 22. Actividad hemolitica de los péptidos heterdlogos tipo defensinas.
Concentraciones de las moléculas evaluadas: 10% de Triton X-100; 25 uM de Pin 2 y 50uM de HBD3,
HBD3-M, HBD3-M-HBD2, HBD2 y HBD2-KLK sobre eritrocitos humanos.

Los péptidos antimicrobianos poseen regiones ricas en residuos de aminoacidos
hidrofébicos que son esenciales para la actividad antimicrobiana, pero éstos a su vez
pueden aumentar la unién no especifica a membranas de células eucariotas, o bien
incrementar su actividad hemolitica ****. Aunque todas las HBDs expresadas en éste trabajo
contienen una cantidad apreciable de residuos de aminoacidos de naturaleza hidrofébica,
ninguno de ellos mostré actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos, a diferencia de
péptidos como Pin2, indolicina o bactenicina que han sido reportados como
antimicrobianos que generan una elevada hemolisis de los etitrocitos™. Probablemente las
HBDs interactian con las paredes celulares bacterianas debido a su alto contenido de
fosfolipidos y otras moléculas cargadas negativamente llevandolas a su desestabilizacion.
Este no es el caso de las membranas de eucariotes, puesto que estin compuestas
principalmente de fosfolipidos neutros de naturaleza zwiteriénica con abundantes unidades

: 46
de colesterol insertadas en la membrana™.

Una de las condiciones ineludibles para lograr la actividad antimicrobiana es la presencia de
membranas. Las células humanas son relativamente resistentes a los péptidos
antimicrobianos catiénicos, con algunas excepciones como son la melitina de abejas, la
mastoparan de avispas y la caribdotoxina de escorpion. La razoén de la relativa resistencia de
las células humanas puede se la composiciéon lipidica de la membrana, puesto que los
péptidos antimicrobianos puede preferir membranas que tienen superficies cargadas
negativamente, que no posean colesterol y la presencia de un gran potencial eléctrico

transmembranal’.
7.13 Actividad quimiotactica

La determinaciéon de la actividad quimioatrayente de los péptidos heterélogos sobre las
células THP-1 se realiz6 por la comparacion de las intensidades luminicas que reportaron
cada uno de los péptidos en diferentes concentraciones. En la Tabla 21 se indican las
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concentraciones a las que cada uno de los péptidos desarrollé la mayor intensidad luminica
por efecto de la quimioatracciéon sobre las células THP-1 previamente marcadas con
calceina.

Tabla 21. Concentracion 6ptima (nM) para la maxima quimiotaxis generada por los
de péptidos heterélogos sobre las células THP-1

Concentracion de los péptidos (nM)

HBD3 HBD3-M HBD3-M- HBD2 HBD2-
i HBD2 KLK
Células THP-1 250 250 500 500 500

Reportes anteriores demostraron que la ausencia de puentes disulfuro, ya sea porque el
péptido se encuentre en estado reducido o porque se ha impedido quimicamente la
formacion del puente disulfuro, no tuvieron respuesta en la quimioatraccién de células tales
como monocitos *’. Aqui se demostré la diferencia que existe en la capacidad quimiotictica
de una defensina plegada de masa molecular corroborada, y de una defensina en estado
reducido. Se encontré que la muestra plegada, presenté una mayor indice quimioatrayente
representado en una mayor intensidad luminica comparada con la muestra reducida. Lo
que indica es que la defensina oxidada tiene una mayor capacidad de movilizaciéon en forma
de atracciéon sobre las células THP-1 marcadas con calceina comparada a la defensina
reducida (Figura 23).
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Figura 23. Comparacién de la capacidad quimioatrayente de HBD3 reducida y

oxidada. La mayor intensidad luminica se observa aproximadamente en 200 nM de HBD3, pero la

intensidad es mayor en el péptido oxidado, indicando mayor nivel de quimiatracciéon sobre las
células THP-1.
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8. CONCLUSION

En éste trabajo se demostré que las HBDs pueden ser expresadas en cantidades
significativas en la bacteria E. ¢/ utilizando los vectores de expresion pET28(a+) y pQE30
en las cepas E. co/i BL21 (DE3) y M15, respectivamente. Este trabajo reporta por primera

5,95 .
°., Los dos sistemas de

vez la expresién de defensinas utilizando el vector pQE30 °
expresion utilizando pET28a(+) o pQE30 generan proteinas recombinantes con actividad
antimicrobiana contra cepas reportadas como patoégenas (E. coli, Staphylococcus aurens y
Psendomonas aernginosa) e incluyendo las cepas de M. tuberculosis H37Rv y MDR. De manera
interesante, las HBDs recombinantes fueron activas ain cuando estan precedidas de una
pequena secuencia de aminoacidos, lo cual finalmente favorece los rendimientos de cada
molécula ya que se evita una pérdida de proteina por el paso de corte proteolitico para
liberar la proteina nativa. En vista que las HBDs no mostraron actividad citotéxica contra
eritrocitos humanos, podemos proponer a las HBDs recombinantes como moléculas
candidatas para futuros compuestos terapéuticos, ademas la actividad quimioatrayente de
las B-defensina puede ser un factor positivo adicional al uso de estas proteinas como
antibidticos para uso clinico, ya que podrian aumentar la respuesta del sistema
inmunolégico del individuo tratado.
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ANEXOS

Anexo 1: Expresion y purificacion de f-defensinas recombinantes en los plasmidos
pQEA40, pET32a(+) y pET22b(+)

A.1.1 Expresion y purificacion de pQE40::HBD3

El plasmido pQE40 (QiaGen) es un vector que confiere resistencia a ampicilina y cuya
organizacion en el extremos 5’, en la regién concerniente a la expresion, esta disefiado de la
siguiente manera: un promotor T5//ac, dos sitios para unién del represor (Operador Lac),
sitio de unién del ribosoma, codén de inicio (ATG), una regiéon que codifica para una
etiqueta de 6 histidinas, la secuencia que codifica para la proteina de fusién dihidro-folato
reductasa (DHFR), sitio de clonacién mdltiple y codones de término. Para la construccion
del plasmido de expresion, éste se sometié a restricciéon con las enzimas Bg/ll y PsA. El
vector lineal se llevo a reaccion de ligacion con el inserto proveniente de la construccion
pKS:HBD3(pQE40), previamente digerido con la mismas enzimas de restriccion. A partir
del producto de ligacion se procedié a realizar transformacion en células E. co/ XL1-Blue y
con algunas de las clonas obtenidas se realiz6 PCR de colonia (oligonucle6tidos pQE Tabla
9). Aquellas clonas que mostraran un inserto de tamafo esperado (911 pb) se enviaron a
secuenciar (Figura A-1).

WAGATCTATCGAGGGACGCGGCATTATCAATACGCTGC TACTATTGCCGGGTGAGAGGAGGT CGTTGTCC GT CTGAGCTGTTTACCGAAAGAGGAACAAATAGE CAAGTGCAGTA CCCGCGGTCGTAAATGCTGT CETCGCAAGAAATAATA GCTGCA Gl
pQE40 HBD3 \ .

| \‘

Flgura A-1. Secuenc1a de HBD3 en el plasmldo pQE40. Secuencia en donde se aprecia
en el extremo 5 el sitio de reconocimiento de Bg/II (AGATCT) y el sitio de corte del factor Xa

(aminoacidos IEGR), el péptido HBD3. En el extremo 3’ se observan dos codones de paro
(mostrados como asteriscos) y el sitio de restriccion de Ps#I (CTGCAG).

El plasmido recombinante pQE40:HBD3 con secuencia corroborada, fue transformado
en la célula E. /i M15 [pREP4] y sembrado en medio sélido 2xYT suplementado con 200
ug/mL de ampicilina y 30 pg/mL de kanamicina. La expresién en 500 mL de medio
liquido 2xYT y con los mismos antibiéticos, se hizo a 37 °C y 180 rpm; cuando el cultivo
alcanzé una densidad optica celular de 0.6 U, se indujo la expresion del péptido con 1mM
de IPTG y se dejo incubar durante 6 horas a 29 °C y 180 rpm. Se encontré que la expresion
de HBD3 acoplada a la proteina de fusion DHFR estaba presente como cuerpos de
inclusién en la fracciéon insoluble (Figura 2-A), que posteriormente se solubiliz6 con
GndHCI (6 M). A continuacién el péptido se purificoé por columna de afinidad IMAC-
NiNTA, de donde se eluyeron 6 fracciones que se redujeron con DTT 100 mM vy se incub6
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durante 1 hora a 55°C para luego ser purificadas por RP-HPLC, inicialmente preparativo y
finalmente analitico (los procedimientos se describen en los apartados 6.7 y 6.9). Después
de los procesos de purificaciéon se logré obtener una fraccibn mayoritaria en el
cromatograma, y que en un gel de Tricina-SDS-PAGE se constaté como una banda unica y
con el peso molecular esperado (Figura A-2). Luego de la purificacion (Figura A-3), el
rendimiento obtenido fue de 1.6 mg de proteina por litro de cultivo celular. Considerando
que la HBD3 representa el 19.6 % de la proteina total, se recuperarian en teorfa 0.32 mg/L
de HBD3, sin tener en cuenta las pérdidas por corte y repurificacion, por lo que se decidié
no considerar ésta construccidon como apta para los procesos subsiguientes de evaluaciones
biolégicas.

En cuanto a la construccion del plasmido de expresion pQE40:HBD2, debe registrarse
que no pudo lograrse su deteccion ni en geles de poliacrilamida ni en inmuno-&/t.

M 1 2 3 4
T— . - -
80kDa - =3
=
40kDa -
. »
30kDa - -
25kDa - ~
i e
17 kDa - e
N ’
— =
7 kDa - ——

Figura A- 2. Expresion de HBD3 en el plasmido pQE40. Lineas: M-marcador de peso
molecular; 1-Cultivo antes de la induccion; 2-Cultivo al final de la induccion; 3-Fraccion soluble; 4-
Fraccion insoluble. La flecha sefiala el péptido heter6logo HBD3 unido a la proteina de fusion
DHFR con un peso molecular de aproximadamente 29 kDa.
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Figura A- 3. Purificacion de HBD3 unida a la proteina de fusion DHFR.

Cromatograma con una fracciéon mayoritaria obtenida en un tiempo de retencién de 53.15 min (53 %
de acetonitrilo). El inserto es un gel Tricina-SDS-PAGE que en la linea 1 muestra 5 ng provenientes
de la fraccion de 53.13 min y que indica un peso molecular aparente de aproximadamente 29 kDa.

A.1.2 Expresion y purificacion de HBD2 y HBD3 expresados en pET32a

Las células hospederas E. e/ BL21 (DE3) quimiocompetentes se transformaron, con los
plasmidos de expresion pET32a:HBD2 y pET32a:HBD3, que ademas de contener la
secuencia que codifica para la defensina humana, antecedida por la etiqueta de histidinas,
también tiene una secuencia para la expresar la proteina de fusién tiorredoxina (Trx),
ambas proteinas bajo control del promotor T7. El plasmido ademas confiere a la cepa
hospedera, resistencia a ampicilina. La expresion se llevé a cabo en 500 mL de medio
liquido 2xYT en presencia del antibiético en concentracién de 200 pg/ml. El crecimiento
celular se realizé a 37 °C y 180 rpm y cuando el cultivo alcanz6 una densidad 6ptica de
aproximadamente 0.8 U se procedié a hacer la inducciéon con IPTG en una concentracion
final de 1 mM y se incubé el cultivo durante 6 horas a 30 °C y 180 rpm. En el momento de
hacer el analisis de la presencia de la proteina recombinante en las diferentes fracciones
celulares, la proteina expresada se encontré tanto en la fraccién insoluble como en la
fracciéon soluble citoplasmatica. Las proteinas expresadas, unidas a la proteina de fusion,
mostraron masas moleculares aparentes en la migracion en el gel de electroforesis,
semejantes a las esperadas segun los valores teéricos calculados (Tabla 14 y Figura A-4):
17.9 kDa para Trx-HBD2; 18.7 kDa para Trx-HBD3. Se observé que las muestras
pertenecientes a las fracciones solubles se agregaban y precipitaban por lo que fue
necesario tratarlas de las misma manera que la fraccién insoluble; esto es, solubilizarlas con
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GndHCI (apartado 6.7), y posteriormente purificarlas por columna de afinidad, IMAC-
NiNTA. Las fracciones obtenidas mediante la purificacién por afinidad se sometieron a un
proceso de reduccién con 100 mM de DTT y se incubaron durante 1 hora a 55 °C. A
continuacién cada fraccién se purifico por RP-HPLC, inicialmente en una columna
semipreparativa y finalmente en una columna analitica. Al final de los diferentes procesos
de purificacion y concentracioén del producto final, se llegaron a tener rendimientos de 3.2
mg/Ly 2.5 mg/L de Trx-HBD3 y Trx-HBD2, respectivamente.

17 kDa -

7kDa -

Figura A- 4. Expresion de HBD3 y HBD2 en el plasmido pET32a. Trx-HBD2: lineas 1
a 4; Trx-HBD3: Lineas: 5 a 8. Lineas 1y 5: células sin inducir. Lineas 2 y 6: células al final de la
induccién. Lineas 3 y 7: fraccion soluble. Lineas 4 y 8: fraccion insoluble. Las flechas indican la
presencia del péptido en la masa molecular aparente correspondiente a la tedrica: Trx-HBD2: 17.9
kDay Trx-HBD3: 18.7 kDa.

La purificacion de HBD3 unida a Trx en columna de RP-HPLC analitico, mostré un
patron cromatografico en el que se identifica una fraccién mayoritaria con un tiempo de
retencion de 53.4 minutos (Figura A-5A). La proteina Trx-HBD2 purificada por RP-HPLC
analitico dio como resultado que mostraba una fraccién mayoritaria en un tiempo de 56

minutos (Figura A-5B).
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Figura A- 5. Putrificacion de P-defensinas humanas unidas a Trx. A-Cromatograma
producto de purificacion de Trx-HBD3 por RP-HPLC analitico en columna Cys (0 a 70% de AcN en

70 minutos). B- Cromatograma producto de purificacion de Trx-HBD2 por RP-HPLC analitico en
columna Cig (0 a2 70% de AcN en 70 minutos).

Una porciéon pura de cada una de las fracciones mayoritarias (~200 pg), se sometid a
proceso de plegamiento y posteriormente a corte con la proteasa Factor Xa (1 ug de Factor
Xa corta ~50 ug de proteina). Pasado el tiempo de reacciéon de la protedlisis (24 horas) se
procedié a purificar la muestra de reaccion por RP-HPLC y se recolectaron varias
fracciones cuyas masas moleculares se analizaron por ESI-MS. Los resultados del corte de
Trx-HBD3 muestran un corte inespecifico, con gran cantidad de fracciones pequefias, que
no permiten obtener ninguna masa coincidente con el producto buscado y tampoco a una
conclusion valida que permitiera continuar con el proceso. Por otro lado, la reacciéon de
corte de Trx-HBD2, mostré varias fracciones, inclusive una que corresponderia al péptido
sin cortar, pero la fraccién con un tiempo de retenciéon de 42.6 minutos (Figura A-6A), al
evaluarla por ESI-MS presenté una masa molecular semejante a la del péptido maduro de
HBD?2 (4,334.2 kDa) (Figura A-6B).
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Xa. A- El cromatograma corresponde a la purificacién de 200 pg de péptido Trx-HBD2 que se
sometié a plegamiento. Se observan varias fracciones, entre ellas la del tiempo de retencién 56.3 que
y a corte enzimatico con el Factor Xa. (Condiciones del RP-HPLC columna Cjg analitica: 0 a 70% de
AcN en 70 minutos). B- La flecha indica la presencia de un péptido con la masa molecular
correspondiente a HBD2 (4,334.2 kDa).

Los resultados obtenidos en los procesos de expresion y purificacion de Trx-HBDs no
fueron contundentes para continuar con este sistema de expresiéon. Por una parte su
rendimiento en masa no fue significativo, considerando que el péptido maduro de
cualquiera de las defensinas, representa aproximadamente el 20% del péptido total y
ademas al momento de hacer la separacion de la proteina de fusion Trx del péptido HBD,
nos encontramos con que existe una degradaciéon total de la HBD3 y un muy bajo
rendimiento de HBD2. Por otra parte el procedimiento de expresién fue muy demandante
con respecto a los rendimientos y purezas obtenidos. Finalmente, se concluyé que éstos
vectores de expresion no permitirfan obtener material suficiente para llevar a cabo los

ensayos biologicos necesarios.
A.1.3 Expresion pET22b::HBD2 y pET22b::HBD3

La expresion de las defensinas humanas HBD2 y HBD3, clonadas en el plasmido pET22b,
se probaron en las cepas hospederas E. w/i BL21 DE3 y E. w/i C41 DE3. Con la
construccion  realizada, se esperaba encontrar la expresion de protefnas de
aproximadamente 6.6 kDa y 7.4 kDa para HBD2 y HBD3 respectivamente, que de acuerdo
a nuestro disefio, contenian las secuencias de reconocimiento para Factor Xa, etiqueta de
histidinas y péptido maduro de cada una de las defensinas (Tabla 14).

Los plasmidos recombinantes, pET22b:HBD2 y pET22b:HBD3, de secuencia
corroborada y transformados en las células hospederas mencionadas anteriormente, se
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usaron para hacer ensayos de expresion. Las condiciones de cultivo fueron 50 ml de medio
de cultivo, 37 °C y 180 rpm, la induccién con 1 mM de IPTG se hizo en el momento en
que el cultivo alcanz6 una densidad 6ptica celular de 0.6 U, se incubd durante 6 horas, 22
°Cy 120 rpm. Debido a que el plasmido pET22b se disefi6 de manera que las proteinas alli
expresadas fueran enviadas al periplasma celular, los cultivos fueron tratados siguiendo los
lineamientos de péptidos presentes en el periplasma (apartado 06.8). Las diferentes
fracciones obtenidas al final del proceso de extraccién, se analizaron en un gel de Tricina
SDS-PAGE y inmuno-Blot (Anticuerpo Anti-Histidinas). La expresion en el gel no pudo
ser detectada con claridad, aunque en el revelado del inmuno-&/# las proteinas si estuvieron
presentes (Figura A-7).

58 kDa
40 kDa

30 kDa

17 kDa

:

-

‘ 25 kD
‘
—

S

Figura A- 7. Inmuno-4/o¢ de la expresion de pET22b::HBD2 y pET22b::HBD3. E.
coli BL21/ pET22b::HBD3, lineas 1-Antes de inducir y 2-Después de inducir. E. ¢o/i C41/
pET22b::HBD3, lineas 3-Antes de inducir y 4-Después de inducit. E. ¢o/i BL21/ pET22b::HBD2,
lineas 5-Antes de inducir y 6-Después de inducir. M-marcador de peso molecular.

Estos sistemas de expresion generaron cantidades muy bajas de proteina heteréloga, por lo
tanto no se considerd purificarlas o usarlas en ensayos biolégicos. La cepa hospedera E. co/i
C41 DE3 (Figura 6-A, lineas 5 y 6), no mostr6 capacidad alguna para expresar los péptidos
antimicrobianos tipo defensinas en este trabajo, contrario a los resultados obtenidos con la
misma cepa cuando expresaron péptidos potencialmente téxicos para E. coli .
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Anexo 2: Resultados de los plegamientos de las defensinas f}-humanas expresadas
en la investigacion

El plegamiento en las defensinas humanas recombinantes obtenidas, se realiz6 7 vitro bajo
condiciones controladas, y dio como resultado los espectros masas que se presentan a
continuacién y que demuestran la coherencia entre los valores tedricos y experimentales de
oxidacién de todas y cada una de las proteinas expresadas en esta investigacion.
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Anexo 3: Disefio experimental para mejorar la expresion de HBD2

En la era pre-genémica, la produccion de proteinas se realizaba por el método de ensayo y
error. Este método ademas de ser realizado a mano, solo evaluaba un parametro a la vez,
haciendo el proceso muy prolongado y costoso’. Debido al bajo nivel de expresion del
HBD2 en el plasmido pET28a(+), se decidié plantear un disefio de experimentos que
pudiera conducir a la obtencién de suficiente material peptidico para efectuar los diferentes
analisis biolégicos.

La expresion de HBD2, clonada en el plasmido pET28a(+) y transformado en la cepa de
expresion E. /i BL.21 DE3, se evalu6 usando un analisis factorial completo (2% en el que
se combinaron 4 factores, 2 niveles en cada factor, tres puntos al centro, para un total de 19
experimentos. Los factores y niveles evaluados fueron:

* Concentracion celular en la que se procede a la induccién (0.4 U y 1.0 U de densidad

6ptica medida a 600 nm)
* Temperatura a que se hace la induccién (20 y 30 °C)
= Concentracién del inductor (0.1 y 1 mM de IPTG)

® Duracién de la incubaciéon en condiciones de induccion (4 y 12 horas)

Para la determinacién de la mejor condicién de expresion se establecieron las siguientes

variables respuesta:

* Biomasa en peso seco (por medio de la ecuacién: g/L biomasa = 0.37*Abs(600nm) para
la cepa E. /i BL21 (DE3).

* Cantidad de proteina total (determinada por BCA Protein Assay Reagent (Bicinchoninic
acid, Thermo Scientific Pierce; y BSA como proteina estandar para la determinaciéon de
la curva patrén).

* Cantidad de péptido heterdlogo de interés (el analisis de la expresiéon de proteina de
heteréloga se hizo en los geles de Tricina-SDS-PAGE (tincion Coomasie), y las bandas
se cuantificaron y analizaron por medio de imagenes de los geles usando el equipo
ChemiDoc (BioRad: software Imagelab). La presencia del péptido heterélogo se
corroboré por analisis de inmuno-&/ot.

La combinatoria de los experimentos (Figura A-12) y el analisis de los resultados se realiz6
bajo el software Design Expert 5 (Stat-Ease Corporation, Minneapolis, USA).
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DeSign-ExpelT 5 Factor Factor Factor Factor
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[ poe-2pxs 2 1 Block 1 1.00 -1.00 -1.00 -1.00
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-------
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- Prot Heterologa 15| s Block 1 -1.00 1.00 1.00 1.00

14 16 Block 1 1.00 -1.00 1.00 1.00

16 20 Block 1 1.00 1.00 1.00 1.00
------- Optimization

17 2 Block 1 0.00 0.00 0.00 0.00

/\& Numerical 18| 11 Block 1 0.00 0.00 0.00 0.00
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Figura A- 12. Combinatoria de factores y niveles del disefio experimental. Factores: A:
D.O., densidad 6ptica de induccién (Abs: Absorbancia); B: T, temperatura de inducciéon (C en °C):
t, tiempo de inicio de la induccién (H: tiempo en horas); D: [TPTG], concentraciéon del inductor
(uM: concentracion micro-Molar). “-1 y 1” indican el menor y el mayor valor de nivel para cada
factor. “0” indica el valor medio para cada nivel. El orden estandar es establecido por el paquete

estadistico.

Las expresiones se evaluaron en escala analitica con un volumen de trabajo de 50 mL en
matraces de 250 mL. Usando un cultivo previo de 12 horas de crecimiento que se
inoculaban los matraces de trabajo para obtener una densidad o6ptica inicial de 0.03 U de
absorbancia medidas a 600 nm. Cada uno de los cultivos comenzaba con una incubacién a
37 °C y a una agitaciéon constante de 180 rpm. Teniendo en cuenta la combinatoria
experimental arrojada por el paquete estadistico, el cultivo se dejaba crecer hasta la
densidad optica indicada y en ese momento se procedia a adicionar el inductor (mayor o
menor nivel segin el plan experimental). Inmediatamente se ajustaba la temperatura de
induccion y se incubaba el tiempo requerido segun el disefio experimental, sin modificar la
velocidad de agitacion. Al finalizar el tiempo de induccion, se determinaba la concentracion
celular por densidad 6ptica, se procedia a recolectar las células por centrifugacion (7,000 g
durante 45 minutos) y se almacenaban en congelaciéon (-20 °C). Para el anadlisis de los
resultados se tomé 1 mL de muestra antes y al final del proceso de induccién. La muestra
se centrifugd a 10,000 g durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se reservo para las
diferente pruebas. Se realizaron dos réplicas del experimento.

K
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A cada una de las muestras de los diferentes experimentos se les determiné la
concentracion de proteina total por el método de BCA. Se realizaron los geles de Tricina-
SDS-PAGE en los que se cargaba una cantidad de proteina total igual para todos los pozos.
Luego de tinciéon con Coomassie y destincion del gel, se analizaba la imagen del gel,
generada por el equipo ChemiDoc y el software Image-Lab, que permitié calcular la
concentracion del péptido de interés en relacion con la protefna total cargada en el gel.
Todos éstos datos se introdujeron en la matriz combinatoria que arrojé el programa
Design-Expert 5 y se procedi6 a determinar cual era la mejor condicién de cultivo en la que
se pudiera obtener la mayor cantidad de péptido heterdlogo.

El disefio de experimentos tipo factorial es una combinacioén en la que se analizan algunas
variables que se evalian en diferentes niveles’. Actualmente, el disefio de experimentos
estan teniendo acogida en los procesos de investigacion en los que se considera la
expresion heteréloga de péptidos, puesto que pueden proveer informacioén valiosa
referente a la interacciéon entre variables, a diferencia del método convencional en el que
solo se analiza un factor a la vez’ y en el que se asume que los factores son mutuamente
independientes. El disefio de experimentos (DoE) es una aproximaciéon para la
determinacién matematica de la relaciéon entre maltiples factores que afectan los procesos,
ademas permite la visualizar las interacciones entre las diferentes variables experimentales, y
proporciona una prediccion mas confiable de los niveles de expresion de proteinas en
regiones no cubiertas explicitamente por la experimentacion.

La expresion de HBD2 comenz6 a hacerse de manera semejante a las expresiones de
HBD3, HBD3-M y HBD3-M-HBD2, pero con resultados que no permitian obtener el
suficiente material para continuar con las pruebas biolégicas. Las condiciones de expresion
iniciales fueron: 0.8 U de densidad optica del cultivo para realizar la induccion, 1 mM de
IPTG, 30 °C para la incubacién después de la induccién durante 8 horas. Siguiendo éstas
condiciones se llegaron a obtener 0.8 mg/L de HBD2. Se decidi6 entonces realizar un
disefio experimental que permitiera llegar a obtener una mayor expresion del péptido
recombinante. Se realizé un disefio con cuatro factores (D.O. de induccién, concentracion
del inductor, tiempo y temperatura de induccién) y dos niveles para cada factor. La
restriccion de cada factor a dos niveles, disminuye el nimero de experimentos pero permite
identificar los efectos principales (factores significativos) y las interacciones dobles entre los
cuatro factores (Apartado 6.18, Figura A-12).

Luego de realizar todos los experimentos y las determinaciones de las variables respuesta
(Biomasa en peso seco g/L, proteina total mg/L y proteina heteréloga mg/L) para la
expresion de pET28::HBD?2 en la cepa hospedera E. co/i BL21(DE3), se procedié a ingreso
de los datos en el paquete estadistico Design-Expert 5 y al subsiguiente analisis de los
resultados obtenidos (Figura A-13).
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Graphical

Point Prediction

Figura A- 13. Matriz experimental del Disefio Factorial para aumentar la
produccion del péptido recombinante HBD2

La grafica de los residuales muestra que todos los datos experimentales (residuos) se
encuentran cerca de la linea lo que indica un comportamiento Normal (Figura A-14).
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Figura A- 14. Comportamiento de los residuos dentro de una Normal

La variable respuesta que mas interesaba era la cantidad de proteina heterdloga que se
generaba durante cada uno de los experimentos. Y se encontré que una cantidad elevada de
biomasa estaba directamente relacionada con la cantidad de proteina recombinante
generada, pero la cantidad de proteina total no necesariamente indicé la mayor presencia de
proteina recombinante. Puede pensarse que de alguna manera el péptido, que se expresa en
fraccion soluble, pueda generar un efecto téxico sobre la célula hospedera y que a su vez la
célula busque la manera de impedir la expresiéon del péptido y al verse liberada de dicha
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carga metabdlica, pueda generar otro tipo de protefnas propias de su sistema celular,
aumentando as la cantidad de proteina total (Figuras A-13 y A-14).

10 7
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~ ¢ —
< \ B
S 4 T \
g, xy | .
0 y

H Prot. Hetrologa mg/L

¥ Biomasa dg/L N° de Experimento 15

Std |
¥ Prot. Total cg/L (Std) 18 19

Figura A- 15. Relacién entre las cantidades de biomasa, proteina total y proteina
heter6loga como resultados del disefio experimental. (mg = miligramos; dg =

decigramos; cg = centigramos; L =litros)

Los datos analizados por el programa permitieron identificar los efectos que tienen mayor
incidencia en la obtencién de la proteina recombinante. En la Figura A-16 se observan dos
grupos de datos, los efectos significativos que se encuentran hacia la derecha de la grafica
(cuadros azules) y los datos de la izquierda, que estan sobre la linea y que indican un efecto
no significativo en el modelo (cuadros naranja). Los efectos significativos fueron A
(densidad 6ptica para la induccion), B (temperatura de la induccién) y D (concentracion del
inductor IPTG). El efecto C (tiempo de induccion), no fue arrojado por el modelo como
significativo, asi como no se mostraron interacciones entre efectos que fueran significativas
y no fue necesario incluir alguna de las interacciones para soportar la consistencia interna
jerarquica en el modelo. El anilisis grueso de los factores y sus combinaciones (Figura A-
13) sugieren que la mayor produccién de péptido heterdlogo se logra bajo condiciones que
promueven la mayor densidad 6ptica al momento de la induccién y los menores niveles
para los factores temperatura, tiempo y concentracion del inductor.
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Half Normal plot

99 —
97 | -A
95
g.
o -D
‘QS 90 —
& 85 — mg
2 80 —
£
5 70 — =
z =
= 60 — =
T
40 — =
20 —
0 —
I I [ I |
0.00 0438 0.96 144 1.92

Effect

Figura A- 16. Grafica de probabilidad “Half-Normal”. Se muestran en cuadros azules los
efectos seleccionados para el modelo. A. Densidad 6ptica para la inducciéon; B. Temperatura de
induccion; D. Concentracion del inductor IPTG.

La significancia de los coeficientes de cada uno de los factores representados en el modelo,
se ilustra en la Figura A-17, en la que el tamafo de cada barra o coeficiente representa la
importancia relativa que cada factor ejerce en la expresion del péptido y es determinada con
una significancia de p < 0.05. Un coeficiente positivo indica que un incremento en dicho
factor, relativo a su punto central, puede dar como resultado un aumento en la expresion
heteréloga. Un coeficiente negativo indica que la disminucién en el factor podria conllevar
a una mayor expresion del péptido. Los resultados muestran como los factores A, B y D
son los que tienen mayor efecto en el proceso del aumento en la expresion heterdloga,
mientras el factor C y la combinacién entre los diferentes factores, muestran no tener
incidencia en el proceso.
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Grafico de Coeficientes

Tamano del Coeficiente

v.

L4

0
o2 50‘?\0\§’v0§@0@000@0@0000000

N
ox
Factores

Figura A- 17. Grafico de coeficientes de los efectos y sus combinaciones para la
obtenciéon de proteina recombinante HBD2. El tamafio de cada barra o coeficiente

representa la importancia relativa que cada factor ejerce en la expresion del péptido establecida con
una significancia de p < 0.05. Factores A-Densidad éptica para la induccién; B-Temperatura a la

que se hace la induccién; C-tiempo que dura la induccién; D- concentracion del inductor IPTG.

Los factores mas significativos incluyen, la densidad optica celular al momento de la
inducciéon (A) que tiene un coeficiente positivo, indicando que la proteina heteréloga se
obtiene en el nivel alto del factor (+ 1 = 1.0 U de D.O.); la temperatura a la que procede la
inducciéon (B); y la concentracion del inductor IPTG (D) (Figura A-17). Los dos dltimos
factores muestran coeficientes negativos, indicando que mayor cantidad de péptido
heterélogo se obtiene cuando éstos dos factores se encuentran en niveles de inferiores de
experimentaciéon. Los puntos al centro de éste disefio experimental no mostraron
resultados mejores en el nivel de expresion de proteina, lo que puede indicar degradacion
de la proteina expresada debido a mayores tiempos de incubacién, o inhibicién de la
maquinaria de expresion heteréloga generada por la toxicidad del péptido expresado. Con
base en éstas consideraciones, el mejor nivel de expresiéon fue de 6.2 mg de proteina
heteréloga por litro de cultivo bacteriano que se obtuvo en la corrida 1 en la que las
condiciones fueron: densidad 6ptica al momento de la induccién = 1.0 U; temperatura de
induccion = 20 °C; tiempo de induccién = 4 horas; y concentracion del inductor IPTG =
0.1 mM. En éste caso de mayor produccién de proteina heteréloga coincide con la mayor
cantidad tanto de proteina total como de biomasa, pero no puede considerarse como una
generalidad, puesto que otros experimentos, con condiciones diferentes también mostraron
altos valores en biomasa y en proteina total, mas no en la proteina heteréloga que en tltima
instancia es el resultado mas importante de todo el disefio experimental para ésta
investigacion (Figura A-15).
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El analisis del varianza (Tabla A-1) indica que el modelo es significativo con una
probabilidad p < 0.0001, que rechaza la hipétesis nula, lo que indica que la variabilidad del
modelo es diferente de la variabilidad debida al error experimental y por consiguiente si hay
efecto. La curvatura del modelo calculada por los puntos al centro y con una p >0.3478 no
es significativo e indica que el ANOVA es para un modelo que no se ajusta a la curvatura.
La suma de cuadrados del residual (7.55) esta compuesta por la suma de cuadrados del
error puro (1.13) y la suma de cuadrados de lack of fit (6.41) y el ANOVA indica que el
lack of fit es mayor contribuyente a la suma de cuadrados del residual y ademas demuestra
que el error puro esta asociado a las réplicas del experimento con un valor muy bajo. La
carencia de ajuste (lack of fit) indicado por el modelo (>0.6232) demuestran que no es
significativo. Un R® de 0.81 también refleja la confiabilidad del modelo para predecir el
comportamiento experimental, puesto que indica que la variacién de las respuestas puede
ser explicado por el modelo en un 81%, lo que bastante aceptable tratindose de un ensayos
biolégicos. El analisis también indica que la variacién de la respuesta puede ser predicha
por el modelo en un 76.6%. Los resultados también se confirmar por el valor calculado de

“precision adecuada” de 14.77, que satisface el requerimiento minimo para un modelo
adecuado (>4).

Tabla A- 1. Analisis de varianza (ANOVA) para el modelo de expresion del péptido
heterélogo HBD2 en E. co/i.

Fuente SS2 DF? MSe F (Value) Prob > F
Modelo 33.33 3 11.11 20.69 < 0.0001
A-D.O 14.8 1 14.8 27.55 0.0001
B-T 9.26 1 9.26 17.24 0.0009
C-[IPTG] 9.28 1 9.28 17.27 0.0008
Cutvatura 0.51 1 0.51 0.94 0.348
Residual 7.55 14 0.54
Lack of Fit 6.41 12 0.53 0.94 0.6266
Error Puro 1.13 2 0.57
Cor Total 41.39 18
Std Dev 0.73 R? 0.8053
Dep Mean 2.89 Adj R? 0.7664
C.V. 25.34 Pred R? 0.6862
PRESS 12.99 Adeq Precision 14.773 Deseado>4

2 8S: Sum of Square, suma de cuadrados
b DF: degtees of freedom, grados de libertad

¢ MS: mean square, cuadrado de la media
El valor F del modelo, 20.69 implica que el modelo es significativo. La ecuacion para el

modelo resultante se determina con los coeficientes de regresion estimados (Tabla 23) y
que permite aumentar la expresion del péptido recombinante HBD?2 es:

m
Proteina recombinante (Tg) =2964+096+«4—-0.76«*B —0.76 * D
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m
Proteina Heterologa (Tg) =296+096+D.0.—-0.76 xT — 0.76 * [IPTG]

Ecuacion A-1. Modelo matematico para expresion del péptido recombinante HBD2

Tabla A- 2. Coeficientes de regresion estimados para los factores significativos en la
expresion de HBD2

) Error t para Hy
Factor Coeficiente DF Estindar Cpoe =0 p Value
Intercepto 2.96 1 0.17
A-D.O 0.96 1 0.18 5.88 < 0.0001
B-T -0.76 1 0.18 -4.65 0.0010
D-[IPTG] -0.76 1 0.18 -4.65 0.0010
Punto al Centro -0.45 1 0.37 -5.14 0.3478

Cuando se analizan los datos en las diferentes interacciones, se encuentra que en el analisis
de superficie de respuesta, las tendencias en el comportamiento indican que a mayor
densidad optica de induccién, menor concentraciéon del inductor, menor tiempo de
incubacién y menor temperatura de incubacién, puede llegar a obtenerse mayor cantidad de

proteina recombinante (Figura A-18).

Design-Expert® Software
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Figura A- 18. Grafico de superficie de respuesta. Los factores que tienen incidencia sobre
la produccién del péptido recombinante HBD2 son Densidad o6ptica de induccién (D.O.),
temperatura de induccién (T). Los factores tiempo de inducciéon (t) y concentacion del inductor
(IPTG), se circunscribieron a sus menores valores. La superficie de respuesta se genera por la

ecuacion 1.

El modelo resultante tiene la capacidad de predecir el nivel 6ptimo de los factores
evaluados o la regiéon en la que puede encontrarse la mayor producciéon de proteina
recombinante. De manera que se procedié a realizar una validacién del modelo, que
involucra la verificaciéon experimental de las predicciones del modelo bajo condiciones que
no se hayan evaluado especificamente en el disefio experimental. Para éste procedimiento

se utiliz6 un cultivo celular de 500 mL, que se dejé
optica para la induccién de 1.3 U, luego se indujo con 0.1 mM de IPTG a 20 °C durante 6

en crecimiento hasta una densidad

R
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horas. El experimento se realizé por triplicado. Al terminar los experimentos, se realizaron
las determinaciones de las variables respuestas del disefio experimental bajo iguales
consideraciones, obteniéndose:

* Biomasa en peso seco de 1.4 £ 0.2 g/L (g/L biomasa =0.37*Abs(600nm) para la
cepa E. co/i BL21 (DE3))

* Proteina total 602 = 90 mg/L (determinada por BCA y BSA como proteina
estandar para la determinacién de la curva patron)

* Proteina recombinante 57.7 £ 8 (mg/L) (el analisis de la expresién de proteina de
recombinante en los geles de Tricina-SDS-PAGE (tincién Coomasie), y las bandas
se cuantificaron y analizaron por medio de imagenes de los geles usando el equipo
ChemiDoc (BioRad: software ImageLab)).

La verificacion demuestra entonces que posible obtener una mayor cantidad de HBD2 bajo
las condiciones establecidas por el modelo del disefio experimental. Desafortunadamente la
cantidad de proteina recombinante calculada en la verificaciéon es hecha por analisis de
imagenes y cuando posteriormente se realizaron todos los procesos de purificacién del
péptido solo se llega recuperar el 7% del péptido de interés, es decir 4 £ 0.1 mg/L (Tabla
17).

La cepa E. cw/i BL21(DE3), es una de las mas usadas en los procesos de expresion
recombinante de proteinas que se encuentran bajo control del promotor T7. Generalmente
la temperatura de 37 °C es usada en la expresion de proteinas recombinantes, pero se ha
demostrado que también se logran expresiones a temperaturas menores, y que la
solubilidad de los péptidos recombinantes puede llegar a mejorar significativamente a
temperaturas entre 17 y 25 °C %,
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Abstract Human beta-defensins are 2-5 kDa, cationic,
microbicidal peptides, which represent the first-line host
defense against several Gram-negative and Gram-positive
bacteria, fungi and viruses. They contain a conserved
disulfide-bridge pattern of three pairs of intramolecular
cystine bonds. The well-known public health problem
related with the growing number of multiresistant bacteria
has driven research to look for novel antibiotics, such beta-
defensins and a feasible way to produce them. Heterolo-
gous expression of beta-defensins could be one way to
generate large quantities of beta-defensins for clinical
research; however, heterologous expression of beta-defen-
sins has some biochemical problems, such toxicity toward
the host cell, peptide degradation by proteolytic cell
enzymes, size, folding constrains and low recombinant
peptide yields. In this communication, several hetero-
logous systems for producing human beta-defensins are
reviewed.
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Introduction

Antimicrobial peptides represent the first-line host defense
against pathogens. They act as part of non-specific
response of multi-cellular organisms, among which are
plants, insects, birds, amphibians, lower eukaryotes and
mammals (Bensch et al. 1995; Hancock and Chapple 1999;
Hancock and Diamond 2000; Hancock 2001; Schneider
et al. 2005; Aerts et al. 2007), but they cannot recognize
specific antigens. One of the first antimicrobial peptides
found by Fleming was lysozyme (Fleming 1922) and since
then much work has been performed to find new and strong
antimicrobial peptides. A considerable amount of antimi-
crobial cationic peptides has been reported during the last
25 years. Some antimicrobial peptides have common
characteristics, such as short length (15-47 amino acid
residues) and high basic net charge, having at least four
lysines and/or arginine residues, as is the case of human
p-defensins. Among the antimicrobial peptides, the
defensins constitute a significant peptide family. They have
been found broadly in plants, insects, reptiles, birds and
mammals (Lehmann et al. 2002; Lehrer and Ganz 2002;
Zasloff 2002). They have been identified directly in
different tissues and organs or by cloning and genome
analysis. Mammalian defensins are divided into three
groups, o-defensins, -defensins and 6-defensins, differing
in their disulfide-bridge pattern and number of cationic
charges. To date, six human «-defensins (HNP-1-4, HD-5
and HD-6) (Lehrer 2004) and 31 human pf-defensins
(HBD1-31) have been reported and all of them are
considered part of the immune system (Schutte et al. 2002).
Apart from being short-chain peptides with a net positive
charge, their tridimensional structures are tightly folded
by three disulfide bridges. Defensins exhibit a broad
antimicrobial activity spectrum and usually show low
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susceptibility to generate bacterial resistance (Ganz 2002,
2003; Song et al. 2009).

The [-defensins are cationic peptides showing three
strands of antiparallel f-sheets that provide a compact
small structure (Schneider et al. 2005) and also posses an
o-helix at the N-terminal region (Hoover et al. 2000, 2001;
Schibli et al. 2002; Hoover et al. 2003; Dhople et al. 2006)
(PDB codes for HBD1, HBD2 and HBD?3 are 11JU, 1FD3,
1KJ6, respectively). Usually contain 38-47 amino acid
residues with a molecular weight from 4 to 5 kDa. They
are highly cationic at neutral pH due to a high number of
lysine and arginine residues (Schoder and Harder 1999).
They all contain a triple antiparallel f-sheet stabilized by
three disulfide bridges (Schneider et al. 2005) made
between six cysteine residues. Figure 1 shows representa-
tive structures of human f-defensins. A large list of human
f-defensin genes was uncovered using computational
techniques and the human genome available (Schutte et al.
2002). High-resolution structure of human f-defensins 1, 2
and 3 have been elucidated using X-ray crystallography
and NMR spectroscopy (Hoover et al. 2000; Schibli et al.
2002); however, there is still much to be learning about the
structure—function relationship of human f-defensins.
Similar to other antimicrobial peptides, the principal
function of f-defensins is to control bacteria and fungi
growth and development by affecting their surrounding
membrane surface, such as the case of HBD2 and HBD3
(Harder et al. 2001) or by acting into phagolysosomes
(HBD1) (Schoder and Harder 1999). They are molecules
involved in the innate immunity defense system in mam-
mals and their main purpose is to protect the organisms and
their systems against microorganism invasion. Up to date,
several reports have demonstrated the chemoattractant
activity of f-defensins (Dhople et al. 2006; Wong et al.
2007); however, other reports such as Hoover et al. (2003)
have confronted this idea only if the fS-defensin is not
folded correctly. As more f-defensins will be experimen-
tally assayed and their positive or negative chemoattractant
activities will be established. Furthermore, pathogenic
bacteria seem to have a low possibility to become resistant
to defensins (Song et al. 2009). Human defensins are
endogenous antibiotics with broad bactericidal activity
toward Gram-positive and Gram-negative bacteria, not
only affect a few pathogenic fungi (Schneider et al. 2005;
Schwaab et al. 2009), capsulate viruses and protozoa
(Mathews et al. 1999; Zasloff 2002; Schneider et al. 2005;
Schwaab et al. 2009). Since 1995, at least four f-defensins
have been characterized in humans (Lehmann et al. 2002;
Schwaab et al. 2009). Human defensins exert antimicrobial
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria,
such as Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum,
Chlamydia trachomatis, Listeria monocytogenes (Porter
et al. 1997), Staphylococcus aureus (Wu et al. 2003),
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Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa (Harder
et al. 1997; Zasloff 2002; Schneider et al. 2005; Xu et al.
2006a; Schwaab et al. 2009), yeast such as Candida
albicans (Harder et al. 1997; Zasloff 2002) and other fungi.
They also can affect enveloped viruses (Harder et al. 1997,
Porter et al. 1997; Zasloff 2002; Schneider et al. 2005;
Xu et al. 2006a; Schwaab et al. 2009). It is possible that
p-defensins have appeared as alternative antimicrobial
agents and could be used in therapeutics, food preservative
and novel antibiotic drugs.

The heterologous expression system of f-defensins has
several biochemical problems, such as toxicity toward the
host cell, peptide degradation by proteolytic cell enzymes
and their small size (Valore and Ganz 1997). Moreover,
f-defensins are not easily detectable. Therefore, under-
standing the mechanisms and activities of the f-defensins
have been hampered by the lack of appropriate expression
systems, which could produce significant amounts and
effective biological quality of these types of antimicrobial
peptides. The possible production of human f-defensins by
means of genetic engineering would allow obtaining a
sufficient amount of peptide for complementary studies and
assays. It would be important for control of resistant
pathogen bacterial infections, but would allow conducting
additional studies on their molecular interactions and
antimicrobial mechanisms, as well on their eventual use in
public health care. In addition, f-defensins are not expec-
ted to induce use-dependent resistance microorganisms;
thus, becoming a perfect natural antibiotic. Therefore, the
purpose of this communication is to revise the state of the
art on the study of human f-defensins concerning their
expression systems and biological activities of the recom-
binant products.

Heterologous expression of f-defensins

The prominent public health problem related with the
growing number of multi-resistant bacteria motivated
further research on the subject, leading to the discovery
of natural existing peptide that could be used in solving
the problem. A few years ago, the ways of obtaining
these small cationic peptides were (1) isolation from the
host organism, which requires large amounts of material
from the source with the problem of having very low
yields of the interest peptide; and (2) chemical synthesis
of peptides, which generate high costs and low yields
because of the in vitro folding steps. Therefore, genetic
engineering became a great strategy to produce large
amounts of interesting cationic peptides with low cost, to
produce possible variants using site-directed mutagenesis,
and to elucidate the antimicrobial mechanisms and to
improve the final yields.
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Fig. 1 Linear structures and

alignment of human f-defensins
HED-1
HBD-2
HBD-3
HBD-26
HBD-27

The production of heterologous proteins have been
studied for years, established and developed in different
kind of expression systems, such as prokaryotes, yeast,
plants and viruses (Terpe 2006). In recent years, genetic
engineering has become one of the most attractive methods
to obtain recombinant proteins from microorganisms, due
to their fast growth, high product density with a low cost
substrate, well characterized genetic and mutant host
strains and cloning vectors availability (Terpe 2006).
Table 1 summarizes most of the studies on the heterolo-
gous expression of f-defensins. However, the rational
choice of appropriate promoter system and host for pro-
duction of a specific interest protein is difficult and requires
much attention and thoughts (Terpe 2006). Indeed, selec-
tion of E. coli strains with low proteolytic activity and the
use of carefully designed plasmids to prevent the toxic
activity of f-defensins is decisive for obtaining cationic
antimicrobial peptides (Fang et al. 2002). Among the
important steps taken towards a rational design for suc-
cessful expression of recombinant f-defensins are the
choice of different fusion protein hybrids which protect
from protein degradation inside the cell, and prevents the
antimicrobial activity of the peptide against the host cell,
but allows in identifying the hybrid produced in the
expressing system (Piers et al. 1993). Finally, this fusion
protein can be released by specific proteolytic action,
leaving no extra amino acids on the N- and C-terminal
regions (Piers et al. 1993; Terpe 2006; Xu et al. 2006a).

Basic to the successful recombinant production of
f-defensins is to choose a system that permits a correct
folding of the peptide, with accurate disulfide-bridge
formation, assuring in this way the effectiveness of the
antimicrobial action (Estrada et al. 2007). Hence, it is
necessary to evaluate and consider the potential of some
vectors and expression systems because many bacterial
systems are not able to conduct post-transcriptional modi-
fications on proteins, thus, some of the bacterial expression
systems could not be appropriate for the production of
heterologous proteins. This would require the implemen-
tation of additional steps for solving the problem. Obtain-
ing recombinant proteins in the format of inclusion bodies
inside the bacterial cell, selection of alternative hosts such
as yeast, insects, plants (Terpe 2006) would offer a feasible
solution for f-defensin production. In the following sec-
tions, several expression systems of f-defensins will be
revised.

GNFLTGLGHRSDHYNCI--- SSGGQILYSA!P IFTKIQ--- -GT!YRGKAKhK
GIGDPVTCLK---SGAICHPVFCPRRYKQI-=---GTCGLPGTKCCKKP
GIINTLQKYYCRVR---GGRCAVLSCLPKEEQI----GKCSTRGRKCCRRKK
NWYVKKCLNDV--G-ICKKK-CKPEEMHVKNGWAMCGKQ-RDCCVPAD
EQLKKCWNNYVQG-HCRKI-CRVNEVPE----ALCENG-RYCCLNIKELEARC

Bacteria

To study f-defensin mechanisms and antibacterial activity,
it is imperative to produce high amounts of active isoforms.
One of the best expression systems studied used as host
strain to produce human f-defenses is E. coli. It is used
both in the subcloning as in the expression of proteins.
Nevertheless, it is important to consider molecular biology
troubles to overcome when E. coli is used as a host strain,
such as preferential codon usage and survival of strain
when an antimicrobial molecule is produced. Codon opti-
mization improves defensins production (Peng et al.
2004b). In most cases, the sequence of the mature defensin
gene is obtained from information deposited in public data
base, such as NCBI; chemically synthesized and inserted in
a cloning plasmid, such as pBluesript IT SK (4) (Cipakova
et al. 2004), pGEM-T (Promega®) (Fang et al. 2002; Chen
et al. 2005; Huang et al. 2006; Xu et al. 2006b; Song et al.
2009; Vargues et al. 2009). The constructed gene is then
expressed using plasmids like: pLMM (Cipakova et al.
2004), pET-32 (4) (Stratagene®) (Peng et al. 2004a;
Huang et al. 2006; Xu et al. 2006a, b; Huang et al. 2008;
Song et al. 2009) and pET-28 (+) (Stratagene®) (Fang
et al. 2002; Vargues et al. 2009). For most cases, the
product is expressed in the format of hybrids, that is, the
defensin gene is fused to a carrier protein.

Fusion proteins

All these designs rely on different fusion proteins bound to
the peptide of interest, working as a carrier of the defensin
peptide. The function of the carrier protein is to protect the
small cationic peptides against proteolytic degradation
(Piers et al. 1993). In addition, the fusion system provides
several advantages (1) they protect the hybrid when pro-
teases are exported to the external environment, (2) the
carrier protein might show affinity for a specific ligand,
which enables easy purification not only might prevent
antimicrobial peptide toxicity against the host cell and (3)
the carrier protein can finally be released by specific pro-
teolytic action, leaving no extra amino acids on the C- or
N-terminal regions. Among the fusion proteins are gluta-
thione S-transferase (GST) (Piers et al. 1993; Wang et al.
2004; Li-Gang et al. 2007); the presence of histidine tails,
which permits an easy purification of the hybrid protein;
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Table 1 Different molecular systems of beta-defensins expression

HBD-1 HBD-1 HBD-2 HBD-2 HBD-2

Clone plasmid pBluesript 1I SK (+) pBluesript II SK (4) and pPIC9 K pGEM-T pGEM-T pGEM-shBD2

Strains (Cloning) E. coli TG1 E. coli TG1 E. coli TG1 E. coli DH5a E. coli DH5a

Expression plasmid pLMM pVT103L pET-32 (+) pET-28a (+) pIVEX2.4c-TrxA-shBD2

Expression strain E. coli AD202 S. cerevisiae strain AH22 E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) Free-cell system (CECF)

Fusion protein LMM None TrxA N-term + 35 aa + 6-His TrxA (from pET32)

Promoter Lac ADH1 T7/Lac T7/Lac T7

Culture conditions 37°C up to 0.7-0.8 OD 28°C, 250 rpm; 120 h up to 0.5 OD 37°C, 250 rpm; up to 0.7 OD 30°C, 200 rpm up to 0.4 OD  30°C, 990 rpm, 24 h

Inductor 100 uM IPTG None 0.8 mM IPTG 0.8 mM IPTG None

Expression time 8h No 8h 4h None

Induction temperature 37°C No 37 and 28°C 37°C None

Yield 1 mg HBD1/6 g cell (dry weight) 55 pg/L 346 mg/L 28°C; 235 mg/L 37°C DNS 2 mg/mL CECF

6x-His No No Yes Yes Yes

Protein obtained Soluble Soluble Soluble Soluble Soluble

Folding data None None None None None

Biological activity E. coli clinical isolates E. coli ML35-p (dose 150 ng) E. coli K12D31 >5 pg/mL DNS E. coli D31

Culture medium LB YPD (for cell growth) and TSB (antimicrob) LB, MBL 2xYT Kit for cell-free systems

Reference Cipakova et al. 2004 Cipakova and Hostinova 2005 Xu et al. (2006a, b) Fang et al. 2002 Chen et al. (2005)

HBD-2 HBD-2 HBD-2 HBD-3 HBD-3 -4

Clone plasmid DNS pGEM-T easy pGEM-T pGEM-T pET32-shBD3 pET32-shBD4

Strains (cloning) E. coli TG1 E. coli Top 10 E. coli TG1 E. coli DH5u E. coli DHS5u

Expression plasmid ~ pET-32a (+) pET-28a (4+) {pET-31b (+)} pET-28a (+) y pGEX-4T-2 pET-32a (+) pIVEX2.4c

Expression strain E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) Free-cell system

Fusion protein TrxA Keto-steroid isomerase (KSI) GST and multiple HBD2 genes No trxA from pET32; GFP from
pBluescript-GFP

Promoter T7/Lac T7/Lac T7/Lac T7/Lac T7

Culture conditions 37°C, 250 rpm up to 0.4 OD 37°C, 200 rpm up to 0.5 OD 30°C, 200 rpm; up to 0.4 OD  37°C, 200 rpm; up to 0.6 OD 30°C, 300 rpm, 3 h

Inductor 0.8 mM IPTG 1 mM IPTG 0.8 mM IPTG 0.6 mM IPTG DNS

Expression time 8h 6 h 4h 4h DNS

Induction temperature 25 and 28°C 37°C 37°C 37°C DNS

Yield 1.3 g/L batch de 10L HBD-2 oxidized 1-2 mg/L DNS 1 g/L protein and 23% HBD3 trx-HBD-3: 390 trx-HBD-4:
385 GFP-HBD-3: 310 GFP-HBD-4:
320 pg/mL

6x-His Yes Yes Yes Yes Yes (in pIVEX2.4c)

Protein obtained Soluble Inclusion bodies, guanidine 6 M Inclusion bodies Inclusion bodies Soluble

Folding data None Yes None None None

Biological activity None E. coli K12 MG1655; P. No S. aureus ATCC 25923 No

aeruginosa (PAO1), S.
aureus (ATCC 25923), C. albicans
(J2922) >5 pg/mL

(0.195 g/mL); E. coli ATCC
25922 >25 g/mL
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Table 1 continued

HBD-2

HBD-2

HBD-2

HBD-3

HBD-3 -4

Culture medium

LB y MBL (Jar fermenter)

2xYT LB

LB (for cell growth) and brain—heart Kit for cell-free systems
infusion for antimicrobial activity

Reference Peng et al. (2004a, b) Vargues et al. (2009) Wang et al. (2004) Song et al. (2009) Chen et al. (2007)
HBD-3 HBD-3 HBD-4 HBD-5-6 HBD-26-27
Clone plasmid pGEX-KG pGEM-T pGEM-T pDrive pDrive
Strains (cloning) E. coli Top 10 E. coli TG1 E. coli TG1 E. coli NovaBlue E. coli NovaBlue
Expression plasmid pGEX-KG- HBD-3 pET-32a (+) pET-32a (+) pET-32a (+) pET-32a (+)
Expression strain E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3)
Fusion protein GST TrxA TrxA TrxA TrxA
Promoter Lac T7/Lac T7/Lac T7/Lac T7/Lac
Culture conditions Up to 0.3-0.5 OD 32°C, 250 rpm up to 0.4 OD 37°C; up to 9 OD 32°C; 220 rpm up to 10 OD 32°C; up to 10 D.O
Inductor 0.5 mM IPTG 0.5 mM IPTG 0.4 mM IPTG 0.4 mM IPTG 0,4 mM IPTG
Expression time DNS 6h 6h 4h 4 h
Induction temperature ~ DNS DNS 34°C DNS 4 h; 32°C
Yield DNS trx-HBD-3: 0.99; trx-HBD-4: 0.09 g/ 0.689 g/L 0.38 g HBDS/L; 0.36 g HBD6/L 0,31 g/L HBD26;
0,31 g/L HBD27
6x-His No Yes Yes (between Trx and hBD4) Yes (between Trx and hBD) Yes
Protein obtained Soluble Soluble Soluble Soluble Soluble
Folding data None None None None None
Biological activity S. aureus (ATCC25923)  E. coli K12D31 E. coli K12 D31, E. coli K12 E. coli K12, S.
12.5 pg/mL P. aeruginosa ATCC 27853 aureus and S. cerevisiae
Culture medium LB LB y MBL (jar fermenter) LB, MBL (for expression), LB, MBL LB, MBL (for expression),

Reference

Li-gang et al. (2007)

Huang et al. (2006))

Muller-Hinton (antimicrobial)

Xu et al. (2006a, b)

(for expression),
Muller-Hinton
(antimicrobial)

Huang et al. (2008)

Muller-Hinton (antimicrobial)

Huang et al. (2009)

DNS data not shown
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thioredoxin fusion protein (Trx) (Peng et al. 2004a; Chen
et al. 2005; Huang et al. 2006; Xu et al. 2006b; Huang et al.
2008, 2009) which helps the disulfide-bridge formation and
facilitates accurate folding process. In addition, Trx inter-
act with human f-defensins and shades their antimicrobial
action (Huang et al. 2006) avoiding the interaction with
bacterial membrane, thus protecting the host cells from
cationic peptide activity (Piers et al. 1993). Other con-
structions have used: green fluorescent protein (Chen et al.
2007); light meromyosin (Cipakova et al. 2004) and
ketosteroid isomerase (Vargues et al. 2009). In short, the
use of defensins joined with carrier proteins has become a
possible method to reduce toxicity, increase yield and
improve biological activity by facilitating the correct
disulfide pairing.

Induction, purification, folding and biological activity

The induction of the protein of interest is certainly related
to the plasmid characteristics chosen, but alternatively it is
convenient to consider the use of a strong promoter to
easily regulate the expression of the desired product. The
molecular design details of expression vector can be crucial
to the level of protein production (Bass and Yansura 2000).
Upstream of the HBDs mature sequences, it is usually
suggested to use a histidine tag and an enterokinase rec-
ognition site, which will be important for protein purifi-
cation using affinity chromatography and for releasing the
desired peptide from the hybrid protein. Proper peptide
folding is then required for effective antimicrobial activity
against pathogenic bacteria (Lehmann et al. 2002).

Limitations and yield

One of the main limitations in the expression of f-defen-
sins is the amount of active product. Although some reports
have claimed a large production of -defensins (Peng et al.
2004a, b; Song et al. 2009), they have failed to prove the
correct folding and activity of such antimicrobial peptides
(see Table 1).

Yeast and fungi

The use of the yeast Saccharomyces cerevisiae as host
for the production of f-defensins offers several advan-
tages. It does not require induction for expression
(Cipakova and Hostinova 2005) and it does not need the
use of cleavage factors, nor uses additional systems for
proper folding. Therefore, the effective biological activity
of the antimicrobial peptide could be used at the end of
the expression.
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Strains and vectors

The most use strain has been S. cerevisiae AH22 (MATa
leu2-3 leu2-112 his4-519 canl®) ATCC 38626 (Cipikova
and Hostinova 2005). The yeast plasmid pVT103L
(6.3 kbp) confers the capability of growing in media
lacking leucine and the plasmid marker Leu™ exhibits
stability during mitotic cell division. The deficient leu2-d
gene of the pVT103L vector confers a high copy number to
this plasmid in yeast.

Induction, purification, folding and biological activity

It has been demonstrated that the expression in yeast of the
defensin HBD1 by genetic engineering was successful.
Expressed and purified recombinant protein demonstrated
bacterial killing against E. coli ML35p as low as 150 ng
dose, and the effect was shown to be peptide concentration-
dependent (Cipakova and Hostinova 2005). This f-defen-
sin was purified by CM Sepharose and it was not subject to
any additional folding process. The positive result in
antimicrobial activity was correlated with the correct
peptide folding (Cipakova and Hostinova 2005).

Limitations and yield

During the production of HBD1, Cipakova and Hostinova
(2005) found that the amount of secreted f5-defensin
obtained by liquid fermentation, 250 rpm, 28°C in YPD
media for 120 h, was dropping along the culture time, from
55 pg/l at 48 h to 9 pg/l at 120 h. The diminished product
yield was correlated with the low stability of HBDI1 at
28°C and proteolytic activity inside the fermentation media
more than with the inhibition of S. cerevisiae growth due to
p-defensin expression. Indeed, they showed that the
transformants secretes into the medium and stands the
presence of HBDI1 (Cipakova and Hostinova 2005).

Plant cells

The first defensin found in plants was y-threonine, which
was isolated from wheat and barley grains in the 1990s.
Later on, it was demonstrated that the same defensin was
present in all plant kingdom. Plant defensins are active
molecules acting against phytopathogenic fungi (such as
Botrytis cinerea) (Aerts et al. 2007). Seeking to demonstrate
if human defensins could confer protection against fungus
attack, the plant species Arabidopsis thaliana was used as a
recombinant system to obtain human pf-defensin 2. The
bacteria Agrobacterium tumefaciens GV3101 was trans-
formed with the vector pCMPG7057 harboring HBD2-
coding sequence. HBD2 was coupled to a leader peptide
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DmAMPI1, which is part of plant defensins, to go
throughout the plant secretory system to obtain finally a
correct disulfide bond formation. The presence of the
transgene HBD2 in transformant plants was confirmed
using PCR analysis with HBD2-specific primers to amplify
the region of the inserted gene. After A. thaliana growth, the
recombinant protein was obtained from the transgenic
leaves. It was proved that the over expression of HBD2
conferred resistance against fungal infection (Li et al. 2003;
Aerts et al. 2007). Therefore, it is possible to produce HBD2
and other defensins using plants as expression systems for
obtaining higher quantities of the antimicrobial peptides.

Phage/baculoviruses

Variants of human f-defensin 1 containing different amino
acid chain lengths (36, 39 and 42 residues) were produced
using an insect cell/baculovirus protein expression system
through ligation of inserts into the BacPAK9 transfer
vector (Clontech). The vector was transformed and
amplified in E. coli XL-1 blue, then co-transfected with the
transfer vector as the defective baculovirus into Spodoptera
frugiperda Sf21 insect cell line. Finally, viable recombi-
nant baculoviral clones were harvested from culture med-
ium after co-transfection. Individual viral clones were
selected using a plaque assay (Porter et al. 1997; Valore
et al. 1998). Additional work reported the use of the
nuclear polyhedrosis virus Autographa californica, which
generates baculoviral polyhedrin (Polh) that protects virus
particles from biochemical or physical degradation. Poly-
hedrin also keeps virus infection potential, as a fusion
partner during recombinant protein obtained in E. coli
expression systems and leads to the formation of inclusion
bodies (Wei et al. 2005). These phage systems could be
used to express f-human defensins against pathogenic
Gram-negative as Gram-positive bacteria (Valore et al.
1998; Wei et al. 2005), but there are still issues to be
solved, such as establishing whether the recombinant
peptides produce in insect cells posses the adequate folding
system, despite its large possibilities of the disulfide-bridge
formation. Nevertheless, it is important to consider that
HBDI1 and HBD?2 can fold to form native disulfide-bridge
pairing structures in vitro, whereas HBD3 generates a
complex mixture of products under similar conditions. It is
possible that the higher number (one-third of the peptide)
of positive charges in HBD3 may have contributed to
impede the correct native-like folding (Wu et al. 2003).

Free-cell systems

Wall and cell membrane disruption, pore formation, lost of
internal homeostatic equilibrium and cell death are related

to possible human defensins activities. To avoid these
damages in the protein expressing cell, a cell-free system
could be used as an alternative for producing harmful
molecules (Chen et al. 2007). This in vitro system might
work in the absence of cells, since all the required tran-
scription and protein translation machinery is still present
for the production of proteins (Chen et al. 2006, 2007).

Concluding remarks

Finding the correct folding conditions is an important
issue for heterologous expression of proteins, particularly
for specific disulfide-bridge formation that allows the
recombinant molecules to be biologically active. Table 1
shows several expression systems for the production of
p-defensins, including the production of possibly folded
three disulfide-bridged human p-defensins by heterolo-
gous means. Unfortunately, there are poor demonstra-
tions of correct folding of the peptides. The validation of
the results is mainly based on the biological activity
(Fang et al. 2002; Cipakova et al. 2004; Peng et al.
2004a; Chen et al. 2005; Cipakova and Hostinova 2005;
Huang et al. 2006; Xu et al. 2006a, b; Chen et al. 2007,
Li-Gang et al. 2007; Huang et al. 2008; Song et al.
2009). Additional reports have claimed to have express
successfully three disulfide-bridged f-defensins, but they
have not demonstrated the correct folding and the bio-
logical activity of the product.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Five variants of human B-defensins (HBDs) were expressed in Escherichia coli using two vector systems
(pET28a(+) and pQE30) with inducible expression by IPTG. The last vector has not been previously
reported as an expression system for HBDs. The recombinant peptides were different in their lengths
and overall charge. The HBDs were expressed as soluble or insoluble proteins depending on the expres-
sion system used, and the final protein yields ranged from 0.5 to 1.6 mg of peptide/g of wet weight cells,
with purities higher than 90%. The recombinant HBDs demonstrated a direct correlation between antimi-
crobial activity and the number of basic charged residues; that is, their antimicrobial activity was as fol-
lows: HBD3-M-HBD2 > HBD3 = HBD3-M = HB2-KLK > HBD2 when assayed against E. coli, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. Interestingly, HBD2 had the best antimicrobial activity against the
Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv (1.5 uM) and the heterologous tandem peptide, HBD3-M-
HBD2, had the best minimal inhibitory concentration (MIC) value (2.7 uM) against a multidrug resistance
strain (MDR) of M. tuberculosis, demonstrating the feasibility of the use of HBDs against pathogenic M.
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tuberculosis reported to be resistant to commercial antibiotics.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Since the mass-production of penicillin was achieved in the
1940s, the synthesis and use of distinctive antibiotics have had
an important impact upon human health. However, bacteria are
constantly developing different mechanisms for generation of drug
resistance, and it is indeed a phenomenon that presently occurs
with pathogenic and non-pathogenic microorganisms [1,2]. The
emergence of antibiotic-resistant strains has very often made bac-
terial infections difficult to treat with the available antibiotics. The
growing number of multi-resistant bacteria has become a public
health problem, which has motivated scientific research leading
to the discovery and formulation of existing natural antibiotics.
Antimicrobial peptides such as defensins represent an interesting
antibiotic alternative since they take part in the host’s natural
first-line of host defense against bacterial infections. They are
broadly found in plants, insects, reptiles, birds and mammals [3-
5]. Among them, human B-defensins (HBDs) have been reported

* Corresponding author. Address: Institute of Biotechnology-UNAM, Av. Univers-
idad 2001, Cuernavaca, Morelos 62210, Mexico. Tel.: +52 777 317 1209; fax: +52
777 317 2388.
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1046-5928/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2013.02.007

and considered part of the immune system [6]. Many of these
HBDs have been discovered using computational techniques ap-
plied to the human genome sequence [6] and have been shown
to exhibit a broad antimicrobial activity spectrum with a low sus-
ceptibility to generate bacterial resistance [7-9]. HBDs are cationic
peptides containing three antiparallel B-strands stabilized by three
conserved disulfide bridges [10] that provide a compact small
structure [11]. Some of them, also possess an a-helix at the N-ter-
minal region [12]. Similar to other antimicrobial peptides, the prin-
cipal function of HBDs is to control bacterial growth by either
affecting their surrounding membrane surface, as in the case of
HBD2 and HBD3 [13], or by acting into phagolysosomes (HBD1)
[14]. Therefore, HBDs are endogenous antibiotics with broad bacte-
riocidal activity toward Gram-positive and Gram-negative bacteria
that also inhibit the growth and development of fungi [11,15], cap-
sulated viruses and protozoa [5,11,15,16]. Consequently, HBDs are
considered alternative antimicrobial agents that could be used in
therapeutics, food preservation and constitute prototypes of novel
antibiotic drugs. Nevertheless, in order to study the antibacterial
activities of HBDs and their mechanisms of action, it is imperative
to produce sufficient amounts of active isoforms. One of the bacte-
rial expression systems used to produce and study HBDs is Esche-
richia coli. However, the heterologous expression of HBDs in
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bacteria have had several biochemical problems associated with
the intrinsic toxicity or the product toward the host cell, the deg-
radation of the expressed peptide by proteolytic enzymes and
the challenges associated with the over-expression of small pro-
teins in E. coli [17]. Obtaining recombinant proteins in the form
of inclusion bodies offers a feasible solution for HBDs production.

The purpose of this communication is to describe two expres-
sion systems for producing HBD2, HBD3 and HBD variants using
E. coli, with relatively good protein yields. Along with the originally
reported HBD2 and HBD3, three other HBDs variants were con-
structed and expressed. One of them contains an additional triplet
(HBD2-KLK) meant to increase the cationic charge of HBD2. HBD3-
M was built with the addition of a methionine residue for permit-
ting further chemical cleavage, and the heterologous dimer HBD3-
M-HBD2 was constructed to observe the biological activity of tan-
dem HBDs. In this report, we also show that recombinant HBDs are
effective against pathogenic microorganisms, and as an original
scientific information, we found that they also inhibit the growth
of drug resistance strains of Mycobacterium tuberculosis. We believe
that this communication could help researchers to develop novel
ideas in the field of HBDs, and certainly, it would provide innova-
tive antimicrobial peptides for the treatment of bacterial infec-
tions, including tuberculosis.

Material and methods
Strains, vectors and enzymes

The expression and maintenance bacterial strains used were
E. coli BL21(DE3) (F-; ompT gal dcm lon hsdSg(rg-; mg-) A(DE3 [lacl
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5], E. coli M15[pREP] (F-, NalS, StrS,
RifS, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-, RecA+, Uvr+, Lon+) and E. coli DH5a
(fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 &80 A(lacZ)M15 gyrA96
recAl relA1 endA1 thi-1 hsdR17). The vectors used were pET28a(+)
(N-terminal histidine tag, T7 promoter, kanamycin resistance)
(Novagen, Madison, WI, USA), pQE30 (N-terminal histidine tag,
T5/lac promoter, ampicillin resistance) (QiaGen, Hilden, Germany),
pBluescriptKS(+), pGEM (Promega, Madison, WI, USA). Vent and
Taq polymerases and restriction enzymes were from New England
Biolabs (NEB, Ipswich, MA, USA), T4 Ligase from Fermentas (Caris-
bad, CA, USA). DNA purification systems from QiaGen (Hilden, Ger-
many). The High Pure Plasmid Isolation Kit from Roche (Penzberg,
Germany). The Ni-NTA Agarose also from QiaGen. All bacterial cul-
tures were grown in 2xYT medium (1.7% tryptone, 1% yeast ex-
tract, 0.5% sodium chloride).

The bacterial strains used for HBDs assays were E. coli (ATCC
25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853). They were purchased directly from the
American Type Culture Collection through The Global Bioresource
Center" by UNAM.

Genes and vectors constructs

The protein sequences of HBD2 and HBD3 were obtained from
the Protein Data Bank (PDB: 1FD3 and PDB: 1K]J6, respectively). Se-
quences and their variations were designed using synthetic oligo-
nucleotides (Table S1). The restriction sequence for BamHI and
Pstl were introduced in oligonucleotides forward (Up-1) and re-
verse (Lw-4), respectively. The oligonucleotides sequences were
adjusted to comply with the preferential codon usage of E. coli
according to http://www.kazusa.or.jp/codon. In order to obtain
the pure peptides free from any protein fusion, the coding se-
quence for the recognition site for Factor Xa protease or an ATG co-
don for methionine (cleavage by cyanogen bromide CNBr) were
introduced in the constructs right downstream the BamHI restric-

tion site. Genes were assembled in vitro by “oligonucleotide over-
lapping extension” using Polymerase Chain Reaction (PCR). In brief,
constructs were assembled as follows: overlapping oligonucleo-
tides (Up-1 plus Lw-2, reaction one; Up-3 plus Lw-4, reaction
two), with complementary 3’ sequences (20 nt) were mixed, an-
nealed and amplified by PCR using Vent-Pol, generating two meg-
aprimers. The PCR products were run on 1% agarose gels containing
ethidium bromide and visualized under ultraviolet (UV) light (DNA
marker from NEB). Afterwards, the amplification products were
purified from the agarose gel with QIAquick Gel extraction kit (Qia-
Gen). Those megaprimers had complementary ends between them.
Running a third PCR with Vent-Pol, using Up-1, Lw-4 and the two
new oligonucleotides, the whole gene was assembled and subse-
quently purified from an agarose gel. The blunt-end construct
was ligated into the pBluescriptKS(+) plasmid, previously digested
with EcoRV. The plasmids containing the new construct were intro-
duced into E. coli DH5a by heat shock transformation. The blue/
white selection system of the pBluescriptKS(+) plasmid allowed
us to select fourteen white colonies that were tested by colony
PCR using oligonucleotides T7 (GCGTAATACGACTCACTATA) and
T3 (CTCACTAAAGGGAACAAAAGC). Four colonies with the expected
DNA size were sequenced at the facilities of the Institute of Bio-
technology, UNAM, Mexico. A colony containing the correct se-
quence was cultured in 5 mL of 2xYT broth with 200 pg/mL of
ampicillin. The plasmid was extracted using High Pure Plasmid Iso-
lation Kit (Roche) and then subjected to restriction with BamHI and
Pstl (NEB) and the obtained fragment was purified from agarose gel
and then subcloned into the expression plasmid pQE30, previously
digested with the same restriction enzymes. Colonies were tested
by colony PCR using oligonucleotides Fp-30 and Rp-30 (Table S1),
and finally sequenced. Starting from accurate constructs of HBD2
and HBD3 in plasmid pQE30, the non-natural variants were gener-
ated by site-directed mutagenic PCRs. HBD2 was also subcloned
into the pET28a(+) vector, through the BamHI and HindIIl cloning
sites. Local homology searches were performed on a personal com-
puter using BLASTN (NCBI) program to assess and confirm the ex-
pected primary structures.

Protein production and purification

The host strains E. coli M15 [pREP4] or BL21 (DE3) were trans-
formed with the desired construct intended for expression. A mono-
clonal colony from a fresh transformation was taken to inoculate
5 mL of 2xYT broth with ampicillin (200 pg/mL) and/or kanamycin
(30 pg/mL) in accordance to plasmid-borne resistance, and incu-
bated over night at 37 °C and 180 rpm. Subsequently, 1 mL of the
grown culture was used to inoculate 25 mL of 2 xYT broth with the
required antibiotic (same concentration as before) and was incu-
bated during two hours, at 37 °C and 180 rpm. After the incubation,
the 25 mL culture was used to inoculate 500 mL of 2xYT liquid med-
ium in baffled flasks with the needed antibiotic and incubate at 37 °C
and 180 rpm. When the optical density (600 nm) reached a value of
1.3-1.5, the heterologous protein expression was induced with iso-
propyl-1-thio-B-p-galactopyranoside (IPTG) (Fermentas) at concen-
trations of 0.1 mM for constructs in pET28a(+)and 1 mM for those in
PQE30. At this point, ampicillin was replenished in both expression
systems. The induction was carried out at 20 °C for pET28a(+) and
30 °C for pQE30 and lasting 4 h or 8 h, respectively. After induction
times, the cells were harvested by centrifugation at 7000g for
15 min and resuspended in Tris-HCl 0.05 M pH 8 buffer. The cells
were then disrupted using lysozyme (1 mg/mL) and an ultrasonic
disrupter. The insoluble and soluble fractions were separated by
centrifugation (7000g for 60 min). Tricine SDS-Page polyacrylamide
gels (16% separator/4% stacking gels) were used during the different
process steps to determine the presence of the expressed protein
after Coomassie brilliant blue stain. Western-blot analysis was con-
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ducted after Tricine SDS-PAGE gel by transferring to nitrocellulose
membranes and revealing the His-tagged peptides with Anti-His-
Peroxidase antibody (Roche). Fractions containing the expressed
peptide was treated with 6 M guanidine chloride (GndHCI, Sigma,
St. Louis, MO, USA) in a 0.05 M Tris buffer, pH 8.0 and after 2 h incu-
bation, centrifuged at 7000g for 40 min in a refrigerated Beckman
Coulter Avanti J-30I centrifuge (Beckman Coulter, Inc., Brea CA,
USA). The HBDs contained in the supernatants were purified using
immobilized metal affinity chromatography (IMAC) with ni-nitrilo-
triacetic acid (Ni-NTA) column, according to the instructions from
the manufacturer (Qiagen), using denaturing conditions with buffer
A (6 MGndHClin a 0.05 M Tris-base buffer, pH 8.0) and buffer B(6 M
GndHCl in 0.05 M Tris-base buffer, containing 400 mM imidazole,
pH 8.0). The samples were reduced with 10 mM of 1,4-dithioeryth-
riol (DTT, Sigma). The reduced peptides were purified by reverse-
phase HPLC. A semipreparative C;g reverse-phase column (Cosmosil
Cys, 5 um, 120 A, 10 x 250 mm) was run from solvent A (0.1% triflu-
oroacetic acid -TFA-in water) and solvent B (0.1% TFA in acetonitrile)
using a gradient from 20% to 60% solvent B, during 40 min at flow
rate of 2 mL/min. The recombinant protein was further purified
using an analytical column (Vydac Cig, 5um, 300 A,
4.6 x 250 mm) using the same gradient at a flow rate of 1 mL/min.
The recombinant defensin was vacuum dried. Then, 500 pg of cys-
tine reduced recombinant defensin was resuspended with 2 mL of
6 M GndHCI (pH 2) followed by the addition of 1.8 and 0.36 mg
GSH and GSSG, respectively. The acidic solution of the reduced
defensin was further dilute to 6 mL with 3 mL of distilled water
and 1 mL of 0.3 M Tris buffer, pH 8.0. So, the recombinant product
was allowed to fold for 24 h a room temperature under the final
solution of 2 M GndHCI in 0.05 M Tris buffer, pH 8.0, containing
1 mM reduced glutathione (GSH)/0.1 mM oxidized glutathione
(GSSG). The molecular masses of the recombinant HBDs were fur-
ther confirmed by mass spectrometry (LCQ Fleet Ion Trap, Thermo
Scientific, Barrington, IL, USA). Finally, recombinant HBDs were
freeze-dried, stored at —20 °C and reserved for subsequent analysis.
Concentration of each peptide was determined by absorbance at
280 nm using their respective molar extinction coefficients.

Antimicrobial activity assay

The antimicrobial activity of the expressed HBDs was deter-
mined by radial diffusion assays as described in Lehrer et al. [18].
Briefly, bacteria were grown in full-strength trypticase soy broth
(TBS, Fluka, St. Louis, MO, USA) for 18 h at 37 °C. To obtain a
mid-logarithmic phase culture, 50 pL from the culture were with-
drawn to inoculate 50 mL of fresh TSB. After 2.5 h at 37 °C, bacte-
rial cultures were centrifuge at 900g for 10 min, the cells were
washed twice with 15 mL of 10 mM sodium phosphate buffer
(NaPB) pH 7.4, centrifuged again and resuspended in 10 mL of
the same cold buffer. The optical density of the culture was mea-
sured at 620 nm; based on the relation: 0.20D equals to
5 x 107 CFU/mL, a volume containing 1 x 10° CFU, was thoroughly
mixed to 10 ml of warm sterilized culture medium 1 (10 mM NaPB,
0.03% w/v of powder TSB, 1% w/v of low electroendosmosis-type
agarose (IBI Scientific, Peosta, IA, USA) and 0.02% v/v Tween 20
(Sigma, St. Louis, MI, USA) and poured into Petri dishes
(15 x 100 mm) in a perfectly leveled platform, to shape a uniform
1 mm deep layer. A 3 mm diameter gel punch was used to make
seven evenly spaced wells. After adding 5 pL of HBD samples, a po-
sitive or a negative control in different wells, the plates were incu-
bated for 3 h at 37 °C and then overlaid with 10 mL of medium 2
(double strength of TSB medium (6% w/v) and 1% w/v of low elec-
troendosmosis-type agarose). After 18-24 h incubation the diame-
ter of the clear zone surrounding the wells was measured.
Ampicillin (5 pg per well) was used as positive control. In addition,
the minimum inhibitory concentration (MIC) in media culture

broth, was determined in ELISA plates (96-well plates), using the
same described procedure, but without agarose.

M. tuberculosis assay

The resazurin microtiter assay (REMA) plate method was con-
ducted to determine M. tuberculosis susceptibility. Resazurin is an
oxidation-reduction indicator and has been used to assess viability,
bacterial contamination and to test for antimicrobial activity [19].
The H37Rv (ATCC 27294) and a clinically isolated multidrug resis-
tant (MDR) strain were used in these experiments. The REMA plate
method was performed in 7H9 medium containing 10% of OADC
(oleic acid, albumin, dextrose and catalase) (Becton-Dickinson,
Sparks, MD, USA). Resazurin sodium salt powder (Sigma) was pre-
pared at 10% (wt/vol) in distilled water and filter-sterilized
(0.22 pm). Two-fold serial dilutions of each recombinant HBD in
100 pL of 7H9-OADC medium were added directly in 96-well plate
at concentrations ranging from 96.2 to 0.3 pg/mL. Ethambutol and
Rifampicin were used as positive controls. The M. tuberculosis inoc-
ulum was prepared from a 14-day logarithmic phase culture and
adjusted to the Mcfarland number of 1 (0.76 OD, 600 nm) with
7H9-0OACD medium, and then diluted to 1:20. 100 pL of this inocu-
lum were added to each well on the plate (final volume 200 pL). The
plates were covered with proper lids and incubated at 37 °C in a
normal atmosphere. After 5 days of incubation, 20 pL of the resazu-
rin solution were added to each control well only, and incubated for
24 h at 37 °C for color development. If color was developed as ex-
pected (pink for microorganism’s control growth and blue for steril-
ity control), 20 pL of the resazurin solution were added into each
well containing the HBD peptides at different concentrations. After
24 h, a change from blue color to pink color indicated the reduction
of resazurin and therefore bacterial growth. The minimal inhibitory
concentration (MIC) was defined as the lowest peptide concentra-
tion that prevented the reduction of resazurin and therefore a color
change from blue to pink. Previous studies by our group suggest
that some host defense peptides may induce dormancy or a bacte-
riostatic state in M. tuberculosis. To examine this, 10 pl from the
lowest concentration that did not reduce resazurin were serially di-
luted and seeded onto 7H10 agar plates supplemented with Mid-
dlebrook OADC enrichment media and incubated for at least
21 days at 37 °C, to observe if Mtb regrowth occurred. All antimi-
crobial tests were conducted in triplicate.

Hemolytic activity

Human erythrocytes were used to evaluate the hemolytic or
cytotoxic activity of the HBDs. Erythrocytes, obtained from blood
samples from a healthy informed donor, were concentrated by cen-
trifugation (800g) and then washed four times with 5 mM of Phos-
phate Buffered Saline (PBS) pH 7.4 to remove human serum. The
erythrocyte pellet was resuspended in PBS buffer and their concen-
tration adjusted to 107 cells/mL. 200 uL of such erythrocyte sus-
pension were incubated with 2.5-50 uM of each HBD for 60 min
at 37 °C. The cell suspension was centrifuged for 5 min at 1000g
and the absorbance of the supernatant was measured at 595 nm.
Erythrocyte lysis obtained from Triton X-100 (10% solution) was
taken as 100% of hemolysis, whereas erythrocytes incubated in
PBS (pH 7.4) served as negative control. The hemolytic and antimi-
crobial peptide Pin2 from the venom of the African scorpion Pandi-
nus imperator [20] was used as positive control. All experiments
were performed in triplicate.

Statistics

One-way ANOVA and Tukey analysis procedure, which performs
an analysis of variance to test whether or not the means of two or
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more samples are equal when comparing two or more conditions,
were employed. The software Origin 8® (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, USA) and GraphPad Prisma® (GraphPad, La Jol-
1a, CA, USA) were used for statistical analysis. A P-value of 0.05 was
considered as significant. Data are expressed as means with stan-
dard deviation (xSD).

Results
Genes and vector constructs

The genes coding for HBD2 and HBD3 were successfully ampli-
fied by synthetic oligonucleotides (Table S1). As expected, the PCR
products were 153 bp and 165 bp for HBD2 and HBD3, respec-
tively, which include the restriction and Factor Xa recognition
sites. They were cloned first in pBluescriptKS(+) (pKS-HBD2 and
pKS-HBD3), and then the sub-cloning process was performed in
PQE30 yielding the pQE30-HBD2 and pQE30-HBD3 plasmids,
which were the templates for constructing the other HBD variants.
For example, the pQE30-HBD2-KLK (coding for the variant with an
insertion of three amino acids, KLK, in the alpha-helix region of
HBD?2, between positions 7 and 8 inside the natural amino acid se-
quence) was derived from pQE30-HBD2; the pQE30-HBD3-M (with
a methionine addition between the recognition site for Factor Xa
and the first residue of the mature HBD3) came from pQE30-
HBD3; and the tandem gene construct pQE30-HBD3-M-HBD2
was engineered to obtain the HBD3 joined to the HBD2 by a short
flexible peptide (G4M) (Fig. 1A) using pQE30-HBD3 as well as
PQE30-HBD?2. Since the expression of the HBD2 and HBD2-KLK
genes within the pQE30 plasmid did not yield any significant
amount of recombinant protein, they were sub-cloned from
PQE30 to pET28(a+) providing the constructs pET28-HBD2 and
pET28-HBD2-KLK (Fig. 1B). The amino acid sequence of the recom-
binant HBDs and their properties are shown in Table 1.

Recombinant expression of HBD3, HBD3-M and HBD3-M-HBD2

The pQE30 plasmids (T5/lac promoter) containing the con-
structs HBD3, HBD3-M or the tandem HBD3-M-HBD2 (Fig. 1A)
were expressed using the strain E. coli M15[pREP] strain in 2xYT
broth supplemented with 200 pg/mL ampicillin and 30 pg/mL
kanamycin. The cell growth was conducted at 37 °C and 180 rpm
until an optical density of 1.3 (600 nm) and afterwards, the induc-
tion of the host cell were performed using IPTG (1.0 mM) for 8 h at
30°C and 180 rpm. Bacterial cells were harvested and disrupted.
The insoluble and soluble fractions were separated and analyzed
by Tricine SDS-PAGE. The recombinant HBD3, HBD3-M and
HBD3-M-HBD2 were located in the insoluble fraction as inclusion
bodies (Fig. 2A). The presence of the recombinant HBDs was con-
firmed by Western blot analysis (Fig. 2B). The inclusion bodies
from insoluble fraction were solubilized with GdnHCl and sepa-
rated by IMAC-Ni-NTA; the elution fractions were reduced and
subjected to RP-HPLC (C;g) until a pure peptide was obtained
(Fig. 2C) and again evaluated by Tricine SDS-PAGE and Western
blot (Fig. 2A and B lanes 6 and 7, respectively). After ESI-MS anal-
ysis the molecular masses of the reduced and oxidized forms were
completely in accordance with the expected values for each pep-
tide. The molecular weight of the reduced HBD3 and HBD3-M were
7015.4 (Fig. 2D) and 7146.3 Da, respectively, and 11,809.9 Da for
the oxidized HBD3-M-HBD2. The production yield of all recombi-
nant HBDs was determined after the purification steps (Table 2).
Cells expressing HBD3 and HBD3-M-HBD2 yielded 5 g/L of wet
weight biomass each, meanwhile cells expressing HBD3-M were
6 g/L. After extraction and purification of HBDs, it was feasible to
determine the steps in which there was major loss. The yield of
HBD3, HBD3-M and HBD3-M-HBD2 decreased after the GndHCI
solubilization of the insoluble fraction and IMAC-Ni-NTA purifica-
tion (Table 2). It could also be noticed that for HBD3, the recombi-
nant peptide yield underwent a reduction from 25% (IMAC-Ni) to
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Fig. 1. Plasmid constructs showing their landmarks and schematic representations of the gene constructs. (A) Plasmid pQE30 with HBD3, HBD3-M and HBD3-M-HBD2. (B)

Plasmid pET28a(+) with HBD2 and HBD2-KLK.
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Table 1
Recombinant HBDs and their properties.
Name Human B-defensins mature sequences Vector Length (aa) MW (Da) Charges (—/+)
HBD2 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP pET28(a+) 417 79° 4,334.2% 8,202.4° 1/7% 2/10°
HBD3 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK pQE30 452 61° 5,161.2% 7,015.2° 2/13% 3/15°
HBD3-M MGIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK pQE30 46° 62° 5,292.3% 7,146.3° 2/13% 3/15°
HBD2-KLK GIGDPVTKLKCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP pET28(a+) 442 82° 4,704.4* 8,571.9° 1/9* 2/12°
HBD3-M-HBD2 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKKGG pQE30 912 108° 9,836.8% 11,822.0° 3/20% 4/22°

GGMGIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

2 Molecular weights and peptide of the natural HDBs.

b Molecular weights and peptide charges of the expressed HDBs. Expression in plasmid pET28(a+) adds 38 aa (4 kDa) to each HBD. Expression in plasmid pQE30 adds 16 aa

(1.9 kDa) to each HBD.
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Fig. 2. Expression and purification of the HBD variants from the vector pQE30. (A) Tricine SDS-PAGE of HBD3-M-HBD?2 after Coomassie staining (20 pg of total protein loaded
in lanes 1-5, and 2 pg in lanes 6 and 7). The gel was analyzed and quantified with ChemiDoc MP Imaging System. Lanes: M- Molecular Weight Marker; 1 - Cells before

induction; 2 - Cells after induction; 3 - Soluble fraction; 4 - Insoluble fraction; 5 -

IMAC purification; 6 — Semi-preparative RP-HPLC; 7 - Analytic RP-HPLC. (B) Western blot

analysis of HBD3-M-HBD2. Detection of recombinant peptide was performed with Peroxidase-coupled anti-His6 antibodies (10 pg of total protein were loaded in lanes 1-5,
and 0.5 pg in lanes 6 and 7). (C) Analytic HPLC purification of HBD3. Retention time was 18.7 min (33.7% AcN). (D) Mass spectrometry analysis of HBD3. The expected
molecular mass was 7,015.2 kDa and the obtained molecular mass was 7,015.6 kDa.

4.8% (semi-preparative RP-HPLC), which represents the major loss
of product when the same purification steps for the other HBDs are
compared (Table 2). After analytical purification, the final yields for
HBD3, HBD3-M and HBD3-M-HBD2 were 3.4, 9.5 and 5.5 mg|L,
which correspond to an apparent HBD recovery of 4.3%, 10.9%
and 9.4%, respectively, with an overall purity of ca 90%. Analyzing
the quantities obtained after semi-preparative and analytical RP-
HPLC, it could be deduced that the second HPLC purification step
is not needed (see Fig. 2B and Table 2).

Expression of HBD2 and HBD2-KLK

The constructs of HBD2 and HBD2-KLK, in pET28a(+) plasmid
(T7 promoter), were expressed using the strain E. coli BL21 strain

(Fig. 1B). The cell growth was conducted at 37 °C under agitation
at 180 rpm until the culture reached an optical density of 1.3
(600 nm). The induction of the host cells was performed using IPTG
(0.1 mM) at 20 °C and 180 rpm for 4 h. After cell collection, disrup-
tion and centrifugation, the insoluble and soluble fractions were
obtained and analyzed by Tricine SDS-PAGE. All expressed pep-
tides were in the soluble fractions (Fig. 3A). The apparent molecu-
lar weights obtained by Tricine SDS-PAGE the gel, were slightly
lower than the expected ones; however, the presence of recombi-
nant HBDs was confirmed by Western blot analysis (Fig. 3B). In or-
der to obtain the pure peptides, an RP-HPLC separation using a C4
analytic column was conducted (Fig. 3C) and the products con-
firmed by Tricine SDS-PAGE (Fig. 3A and B, lane 6). After mass
spectrometry analysis, the molecular weights were completely in
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Table 2
Purification steps and yields of recombinant HBDs.

Peptide Purification step Total protein® (mg/L) Recombinant HBD*® (mg/L) Yield (%) Purity®(%)
HBD3 Crude lysate® 576 +43 80+20 100 16+3
Crude extract (insoluble) 436+ 10 66+3 82.5 15.1+0.6
IMAC-Ni 61.3+8 20+0.9 25 32.7+3
HPLC-S (Cyg) 42+04 3.8+0.5 4.8 89.3+3
HPLC-A (Cyg) 3.8+04 34+04 43 89.6+3
HBD3-M Crude lysate? 572 59 87+14 100 15.5+0.5
Crude extract (insoluble) 436+ 10 61.4+9 70.6 14122
IMAC-Ni 421 +7 182+7 216 43+5
HPLC-S (Cyg) 161 14.8£0.6 17 923+3
HPLC-A (Cys) 10.1+£0.7 9.5+0.3 10.9 93.1+£3
HBD3-M-HBD2 Crude lysate® 380+23 583+9 100.0 153+4
Crude extract (insoluble) 111.2+8 264 +2 45.3 23.7+1
IMAC-Ni 39+6 2048 35.0 52+8
HPLC-S (Cys) 8.2+04 6.5+0.1 111 802
HPLC-A (Cg) 62+0.3 55+0.1 9.4 90+2
HBD2 Crude lysatef 602 +90 57.7+8 100.0 95+1
Crude extract (soluble) 446.8 + 40 39+5 67.6 9.6+2
IMAC-Ni 7168 203 34.7 271
HPLC-A (Cy4) 41+0.2 4+0.1 6.9 952+4
HBD2-KLK Crude lysate® 441 41 39.7+105 100 9+3
Crude extract (soluble) 386.1+17 289+2 729 10.2 £ 0.6
IMAC-Ni 332+8 751 18.9 24+4
HPLC-A (Cy4) 3.2+0.5 3+x04 7.6 92+1.2

2 Protein concentration determined by BCA using BSA as standard protein.
b

c
d

From 5 £ 0.1 g of wet weight E. coli cell pellet from 1 L culture (n = 3).
From 6 + 0.4 g of wet weight E. coli cell pellet from 1 L culture (n=3).
From 5 + 0.3 g of wet weight E. coli cell pellet from 1 L culture (n = 3).
)
)

e

f From 6 + 0.2 g of wet weight E. coli cell pellet from 1 L culture (n=6).

& From 6 + 0.3 g of wet weight E. coli cell pellet from 1 L culture (n=5).

accordance with the expected ones for each HBD expressed in
pET28a(+); that is, the reduced molecular mass of HBD2 and
HBD2-KLK, were 8202.4 (Fig. 3D) and 8571.9 Da, respectively.
The yields of HBD2 and HBD2-KLK after each step of separation
are shown in Table 2. The harvested cells represented 6 g/L of
wet biomass for both expressed proteins HBD2 and HBD2-KLK.
Similar to the expression in pQE30, a major recombinant HBD yield
reduction was appreciable after the soluble fraction treatment and
the IMAC-Ni-NTA purification (Table 2). Ultimately, 4 and 3 mg/L
of HBD2 and HBD2-KLK, respectively, were recovered from the
expressions in plasmid pET28(a+).

Antibacterial activity of HBDs

HBD3, HBD3-M and HBD3-M-HBD2 showed minimal inhibitory
concentrations (MIC) at 2.5, 2.5 and 4.6 uM for E. coli, S. aureus and
P. aeruginosa, respectively (Fig. 4A and B) in solid media. The less
active HBDs were HBD2 and HBD2-KLK, with MICs of 10 and
2.5 uM for E. coli, 40 and 20 uM for S. aureus, and 80 and 40 pM
for P. aeruginosa, respectively. These results demonstrate a direct
correlation between the improvement of antimicrobial activity
with the increase in the number of basic charged residues; that
is, the antimicrobial activity was better for HBD3-M-
HBD2 > HBD3 = HBD3-M = HB2-KLK > HBD2. The results showed
similar values when the antimicrobial tests were performed in cul-
ture broth (Table 3). These assays were performed registering the
cell growth (absorbance at 600 nm) for 8 h in the presence of HBDs
(Fig. 4C). The antimicrobial activity of HBD3-M-HBD2 was the best
of all HBDs tested, demonstrating a combined effect of two HBDs.

Activity of HBDs against M. tuberculosis

The results found in the M. tuberculosis tests were quite differ-
ent from those observed in the antimicrobial assays against
E. coli, S. aureus and P. aeruginosa. Here, HBD3 and HBD3-M showed

Target protein as estimated by PAGE densitometry with ChemiDoc System (BioRad).

equal activity against both strains of M. tuberculosis, but were less
effective when compared to the other HBDs (Table 4). Interestingly,
HBD?2 displayed the best bactericidal activity against strain H37Rv
(1.5 uM); whereas, HBD3-M-HBD2 showed the worst MIC value
(6.8 uM) against H37Rv, but the best MIC value (2.7 uM) against
the multidrug resistance strain (MDR). Although the MIC values
of the HBDs against the strain H37Rv were worse than those of
the commercial antibiotics, their MIC values against the MDR
strain were much better, thus demonstrating the feasibility of
the use of HBDs against pathogenic strains that have acquired
resistance to several commercial antibiotics.

Hemoglobin release by recombinant HBDs

HBDs cytotoxicity against eukaryotic cells was evaluated on hu-
man erythrocytes by measuring the release of hemoglobin at dif-
ferent peptide concentrations (Fig. 5). The highest HBD hemolytic
activity was 1.2% at 50 uM (HBD2), which it is not significant
(P<0.05) compared to the hemolysis shown in the presence of
the positive controls, Triton X-100 and the antimicrobial peptide
Pin2, being 92% and 100%, respectively. Therefore, these results
indicate the low hemolytic or cytotoxic role of recombinants HBDs.
This fact is important when considering the use of recombinant
HBDs as an alternative source of novel peptide antibiotics.

Discussion

Different strategies have been established to obtain antimicro-
bial peptides (AMPs) including the isolation from natural sources,
chemical synthesis and expression by means of recombinant tech-
niques. The first two approaches exhibit more inconveniences be-
cause of the limited amounts of AMPs found in natural sources and
the complexity of their purification, and the high cost of chemical
peptide synthesis. Thus, the recombinant expression of AMPs has
become an attractive alternative for their production. Since many



L. Corrales-Garcia et al./Protein Expression and Purification 89 (2013) 33-43 39

1 2 3
A ... . d = & B M1 2 3 4 5 6
kDa -s— S [——
s ; = 80 kDa -
40kDagy '3. g 40KDa -
s R —
30 kDa - L =5 o 30 KDa -
Skhoy == E 25 kDa -
[
17 kDa - —__.' - 4 17KD
— a -
e gy
- -
7KDa- - . e, .
— 7 kDa - | -
Lo -
c - »
80
25
70
100- 8202.92
2 60 §
80-
2 "lg e
E1is B, -
/ -
\ " 20- 8468.07
* 5500 6000 6500 7000 7500 8000
oS Wl
10
0 o
('] 10 20 30 40

Time (min)

Fig. 3. Expression and purification of HBD variants from the vector pET28a(+). (A) Tricine SDS-PAGE of HBD2 after Coomassie staining (20 pig of total protein were loaded in
lanes 1-5, and 2 pg in lane 6). The gel was analyzed and quantified with ChemiDoc MP Imaging System. Lanes; M- Molecular Weight Marker; 1 - Cells before induction; 2 -
Cells after induction; 3 - Soluble fraction; 4 - Insoluble fraction; 5 - IMAC purification; 6 — Semi-preparative RP-HPLC; 7 - Analytic RP-HPLC. (B) Western blot analysis of
HBD2. Detection of recombinant peptide was performed with Peroxidase-coupled anti-His6 antibodies (10 pg of total protein were loaded in lanes 1-5 and 0.5 pig in lane 6).
(C) Analytic HPLC purification of HBD2. Retention time was 16 min (31% AcN). (D) Mass spectrometry analysis of HBD2. The expected molecular mass was 8,202.2 kDa and the

obtained molecular mass was 8,202.9 kDa.

eukaryotic recombinant proteins aggregate to form inclusion
bodies when overexpressed in E. coli, the recombinant HBDs could
be easily isolated from prokaryotic cell extracts.

When considering commercial applications, the expressed pro-
tein yield is a factor of utmost importance. In this work the yields
of the recombinant HBDs were relatively good, but we faced the
same problems that other authors report for small proteins of this
kind, namely, their cytotoxicity toward the host cells, sensitivity to
proteolytic degradation and low expression levels, mainly because
of the small size of these molecules (less than 60 amino acids) [21-
25]. Nevertheless, it is possible to attenuate the impact of these
limitations on the overall yield. Several procedures have been pro-
posed to reduce some of those adverse effects such to be aware of
codon usage; so, in order to improve the protein expression in
E. coli, or in any other organism, is mandatory to design synthetic
genes with preferential codon usage according to the expression
system chosen [26-28]. As an example of the impact that the cho-
sen DNA sequence can have on protein yield, the expression level
of recombinant HBD2 was increased nine fold as the result of co-
don optimization, when expressed with thioredoxin as a fusion
protein [22,24,26]. Another strategy is to fuse carrier proteins to
the target peptide [28-37]. Carrier proteins can usually be ex-
pressed at high levels without toxic effects to the cells and they
are readily folded. So, it is well documented that carrier proteins
increase the amount of the final product, but also at the same time,
the yield and biological activity of the wanted recombinant

product (i.e. HBDs) could be diminished after its release from the
fusion protein wusing enzymatic or chemical cleavages
[7,22,37,38]. On the other side, it has been noticed that the produc-
tion yield of some heterologously expressed peptides increases sig-
nificantly with the decreasing size of the fusion proteins [39].
Hence, it is important to consider an expression system that en-
ables to obtain peptides with only a small increase in their size
using a limited number of amino acid residues that would not
interfere with the biological activity of the recombinant product,
as the ones we are reporting in this communication. We describe
a straightforward procedure to obtain active recombinant HBDs
using two expression systems, pQE30 and pET28(a+). The former
has not been previously considered for the expression of HBDs
[22,40]. As can be appreciated from Table 3, the yields for all the
expressed HBDs reported in this work were very good. For HBD3,
HBD3-M, HBD3-M-HBD2, HBD2 and HBD2-KLK the overall protein
yield was 3.4, 9.5, 5.5, 4 and 3 mg/L, respectively, with a purity
higher than 90%, as determined by densitometry after PAGE, which
provided enough material to conduct biological experiments. At
first sight, these yields could seem low compared to those obtained
in other reports. For instance, using thioredoxin (Trx) as a carrier
protein, the yield of Trx-HBD2 was 346 mg/L [28] and that of
Trx-HBD3 was 1 g/L [7]. Nevertheless, it is important to consider
that in those reports, neither Trx-HBD2 nor Trx-HBD3, were
cleaved or purified from the fusion protein (HBDs represent
approximately 20% of whole expressed protein), and the yields
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Fig. 4. Antimicrobial activities of recombinant HBD3-M-HBD2. The assays were performed in solid TSB agar medium. Inhibition halos for HBD3-M-HBD2 (160 M) against S.
aureus (A) and P. aeruginosa (B). Assays in liquid TSB medium against E. coli, dilutions range from 10 to 0.6 uM (C).

Table 3
Antimicrobial activities of HBDs in liquid culture media.

Defensin E. coli S. aureus P. aeruginosa
MIC (uM)
HBD3 5 5 5
HBD3-M 5 5 5
HBD3-M-HBD2 2.5 2.5 2.5
HBD2 5 10 10
HBD2-KLK 5 5 5

Table 4

Antimicrobial effect of recombinant HBDs against Mycobacterium tuberculosis strains
H37Rv and MDR.

Defensin H37Rv MDR H37Rv MDR
MIC (ug/mL) MIC (uM)

HBD3 24 96.2 34 13.7
HBD3-M 24 96.2 34 135
HBD3MHBD2 80.1£24.8 32+124 6.8+2.1 27+1.0
HBD2 12 40+12.4 1.5 49+15
HBD2-KLK ND® ND® ND® ND®
Ethambutol® 0.5 19.8 2.5 97
Rifampicin® 04 31.2 0.5 38

Note: When standard deviation is not present, the experiments by triplicate gave
the same result.

¢ Rastogi et al. (1996).

> Not determined.

were only estimated by gel imagining. Furthermore, those reports
did not assess the purity of their products and did not report the
MS analysis of the HBDs to confirm their identity and/or integrity.

Previous reports have shown that the presence of basic charges
and hydrophobic residues may significantly improve the capacity
of interaction with membranes and the biological properties of
AMPs, including HBDs, over some pathogens [21,41,42]. Other re-
ports have suggested that the presence of positively charged amino
acids, surrounded by non-polar residues in a-helices, can generate
greater antimicrobial activity [41]. Based on the sequence compar-
ison between HBD2 and HBD3, which only share 35% residue
homology but are structurally similar, it was found that HBD3
has more positive charges in the N-terminal o-helical region, sim-
ilar to other biologically active peptides [43,44]. So we decided to
take the approach to increase the number of positively charged
residues at the N-terminal o-helical region for HBD2 and deter-
mine whether this increase resulted in improved bactericidal prop-
erties of this HBD against Gram-positive bacteria. We introduced
the triplet KLK (HBD2-KLK) at its N-terminal region. In this study,
we have found a better MIC for HBD2-KLK, as compared to HBD2,
against microorganisms like S. aureus and P. aeruginosa (Table 3). It
is worth noting that, in spite of the high identity between HBD2
and HBD2-KLK, there were also differences in their recombinant
expression levels and biological activity. This could be explained
by the increase in the content of Lysine, which is known to affect
the expression levels as well as the yield of recovery in some pro-
karyotic expression systems, especially E. coli [35,36].

Most HBDs lose their antibacterial activity almost completely
when tested in culture media with high ionic strength; for in-
stance, Mueller-Hinton (MH) broth [10]. This culture medium con-
tains starch, which is negatively charged and most probably
interacts with cationic AMPs preventing their biological activity.
Some researchers have used a quarter strength MH broth to per-
form antibiotic assays in order to obtain low MIC values (10 pg/
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Fig. 5. Hemolytic activities of the HBD variants. Triton X-100 (10%) and Pin 2 (25 uM) were used as positive controls. The HBD variants were at 50 (M. Statistical analysis was

performed by One Way ANOVA and evaluated by the Tukey post-test.

mL or 2 M HBD3 [10]). When the regular concentration of MH is
used the MICs increase to more than 300 pg/mL (which is equiva-
lent to 60 M HBD3) for the cationic peptides [10]. The MIC values
for HBD3 against various microorganisms have been reported. For
example, the work of Garcia et al. (2001) demonstrated that syn-
thetic HBD3 (40 residues and 4662.6 Da) showed a strong antimi-
crobial activity against P. aeruginosa PAO 1 (26.5 pg/mL or 6 pM),
E. coli (6.6 pg/mL or 1.5 uM) and S. aureus ATCC 25923 (more than
26.5 pg/mL which is more than 6 pM). On the other hand, Harder
et al. (2001) found that the HBD3 (5161.2 Da) protein concentra-
tion necessary to kill 90% of S. aureus (ATCC 6538) was 2.5 pug/mL
(0.5 uM) when a culture of 8 x 10* cells/mL of S. aureus was used.
This is a cellular concentration almost two orders of magnitude
lower than the one used in our study. While testing the antibacte-
rial activity of HBD3 against S. aureus, we found that the MIC value
was higher than that reported by Harder et al. (2001), but lower
than the one reported by Garcia et al. (2001). Comparing our re-
sults, it has been reported that 0.022 uM HBD2 was able to kill
50% of a P. aeruginosa culture [45]. Furthermore, the fusion protein
Trx-HBD3 needed more than 25 pg/mL to prevent the growth of
E. coli ATCC 25922 [7] and E. coli K12 [46], although it was not re-
ported how much more was needed to achieve full growth inhibi-
tion. Also, the HBD3 obtained from recombinant expression joined
to a GST fusion protein showed an antimicrobial activity of 2.5 uM
against E. coli ATCC 25922 [34], and finally, the natural HBD2 iso-
lated from psoriatic scales could inhibit S. aureus at 23 pM [47].

In AMPs, the regions containing hydrophobic residues are
essential for antimicrobial activity, but they can also increase the
nonspecific binding to eukaryotic membranes and thus their po-
tential hemolytic activity [21,48]. Although all HBDs expressed in
this work contained a large number of hydrophobic residues, none
of them showed hemolytic activity against human erythrocytes.
This contrasts sharply with other AMPs such as Pin2, indolicidin
or bactenicin, reported as highly hemolytic [10,20]. Probably, HBDs
interact strongly with bacterial cells because their membranes
contain large amounts of phospholipids and other negatively
charged molecules, which is not the case for mammalian cell mem-
branes. These last are composed of neutral zwitterionic phospho-
lipids with abundant inserted cholesterol units [49].

We took the opportunity to test the potential effect of oligomer-
ization on the antimicrobial activity of the HBDs. This has been
proposed as a factor that contributes to the ability of HBDs to dis-
rupt bacterial membranes [10,50]. A large net positive charge of

the molecule facilitates its oligomerization or even a high order
multimerization. We constructed, expressed and tested the tan-
demly assembled HBD3-M-HBD2 that displayed an increased
activity with respect to its individual components (Tables 3 and
4). The net charge of the tandem HBD is +18, considerably higher
than that of the individual species. This could not only promote
its oligomerization, but also enhance the likelihood of its interac-
tion with DNA/RNA, interfering this way with cell processes as
transcription and translation [22]. There is a previous report on
the expression of HBD2 in the homomeric tandem format, evaluat-
ing 2, 4 and 8 consecutive peptide units [51]. The best yield was
obtained when two units of HBD2 were expressed as a fusion pro-
tein with Trx. Unfortunately the antimicrobial activity of these
constructs was not reported. Until now, no report was available
on the expression of a heteromeric tandem, as we did for HBD2
and HBD3. Here we demonstrate, the high yield expression of
HBD3-M-HBD2 (Fig. 2A and B and Table 2) as well as its effective-
ness as an antimicrobial peptide against both common pathogens
and M. tuberculosis (Fig. 4, Tables 3 and 4).

M. tuberculosis is a Gram-positive bacterium that causes tuber-
culosis. Approximately one-third of the world’s population is in-
fected with M. tuberculosis, and more than 10 new cases occur
every minute, accounting for 1.4 million annual deaths worldwide
[52]. Although the presence of tuberculosis is high in the world
population, not all people are infected, and therefore there must
exist an immune mechanism that protects against this type of
infection, even though the precise mechanism remains unknown.
The induction of the expression of the HBD2 gene has been demon-
strated when epithelial cells A549 were infected with M. tuberculo-
sis. This result suggests that HBD2 from lung epithelial cells may be
a component of the innate immune response against M. tuberculo-
sis both, in the primary infection, and in the immunopathogenesis
of human tuberculosis [53]. Although there are some specific drugs
against M. tuberculosis such as isoniazid, streptomycin, ethambutol
and rifampicin, there is not a complete solution for this medical
problem and the increasing resistance of several strains of this
bacillus [54]. In this work, the H37Rv (ATCC 27294) and MDR
strains were used to evaluate the activity of the recombinant HBDs
(Table 4). HBD2 presented the best activity against the former,
with a MIC of 1.5 pM. This value is within the range observed for
gentamycin, ethambutol and kanamycin, which are reported to
be active at 25, 2.5 and 0.4 uM, respectively, on H37Rv [52,55].
HBD3-M-HBD2 exhibited the best activity against the MDR strain,
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with a MIC of 2.7 uM, well below the reported effective concentra-
tions for traditional antibiotics, 97 UM for ethambutol and 38 uM
for rifampicin [55]. Considering that these peptides could prevent
biochemical mechanisms of resistance in bacteria, since HBDs act
on the membrane leading to multiple stress via several targets
[21,56], HBDs may be proposed as prospective drugs [39].

Conclusions

Here we demonstrated that HBDs could be expressed in signif-
icant quantities using the pET28(a+) and pQE30 vectors in E. coli.
We showed that they all have antimicrobial activity against path-
ogenic bacteria, including H37Rv and MDR strains of M. tuberculo-
sis. The recombinant HBDs were active even when fused to short N-
terminal peptides and they were not cytotoxic to human erythro-
cytes. Taken together, our results highlight recombinant HBDs as
prospect drug candidates for future therapeutics.

Acknowledgments

We acknowledge MSc. Alejandra Montoya Rosales for their help
to perform the anti-tuberculosis assays and to MSc. Timoteo Ola-
mendi for DNA sequencing as well as the Oligonucleotide Synthesis
and Proteomic Mass Facilities of our institution. This work has
been supported by a grant from DGAPA-UNAM, IN200412 awarded
to GC. LLC is a recipient of a PhD scholarship, #229367 from
CONACyT.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.pep.2013.02.007.

References

[1] S. Jovetic, Y. Zhu, G.L. Marcone, F. Marinelli, J. Tramper, B-lactam and
glycopeptide antibiotics: first and last line of defense?, Trends Biotechnol 28
(2010) 596-604.

[2] L. Pallecchi, A. Bartoloni, F. Paradisi, G.M. Rossolini, Antibiotic resistance in the
absence of antimicrobial use: mechanisms and implications, Expert Rev. Anti-
Infec. Ther. 6 (2008) 725-732.

[3] J. Lehmann, M. Retz, J. Harder, M. Krams, U. Kellner, J. Hartmann, K. Hohgrawe,
U. Raffenberg, M. Gerber, T. Loch, K. Weichert-Jacobsen, M. Stockle, Expression
of human B-defensins 1 and 2 in kidneys with chronic bacterial infection, BMC
Infect. Dis. 20 (2002) 1-10.

[4] R Lehrer, T. Ganz, Defensins of vertebrate animals, Curr. Opin. Immunol. 14
(2002) 96-102.

[5] M. Zasloff, Antimicrobial peptides of multicellular organisms, Nature 415
(2002) 389-395.

[6] B.C. Schutte, J.P. Mitros, J.A. Bartlett, ].D. Walters, H.P. Jia, M.J. Welsh, T.L.
Casavant, ]. Paul, B. McCray, Discovery of five conserved B-defensin gene
clusters using a computational search strategy, PNAS 99 (2002) 2129-2133.

[7] W. Song, Y. Shi, M. Xiao, H. Lu, T. Qu, P. Li, Gang Wu, Y. Tian, In vitro
bactericidal activity of recombinant human B-defensin-3 against pathogenic
bacterial strains in human tooth root canal, Int. J. Antimicrob. Agent 33 (2009)
237-243.

[8] T. Ganz, Versatile defensins. Science 298 (2002) 977-978.

[9] T. Ganz, The role of antimicrobial peptides in innate immunity, Integr. Comp.
Biol. 43 (2003) 300-304.

[10] E. Kliver, S. Schulz-Maronde, S. Scheid, B. Meyer, W.-G. Forssmann, K.
Adermann, Structure-activity relation of human B-defensin 3: influence of
disulfide bonds and cysteine substitution on antimicrobial activity and
cytotoxicity, Biochemistry 44 (2005) 9804-9816.

[11] JJ. Schneider, A. Unholzer, M. Schaller, M. Schdfer-Korting, H.C. Korting,
Human defensins, J. Mol. Med. 83 (2005) 587-595.

[12] D.M. Hoover, Z. Wu, K. Tucker, W. Lu, ]. Lubkowski, Antimicrobial
characterization of human p-defensin 3 derivatives, Antimicrob. Agent
Chemother. 47 (2003) 2804-2809.

[13] J. Harder, J. Bartels, E. Christophers, J.-M. Schroder, Isolation and
characterization of human B-defensin-3, a novel human inducible peptide
antibiotic, J. Biol. Chem. 276 (2001) 5707-5713.

[14] J.-M. Schroder, J. Harder, Human p-defensins-2, Int. . Biochem. Cell Biol. 31
(1999) 645-651.

[15] M. Schwaab, S. Hansen, M.D. Pearson, S. Shagdarsuren, S. Dazert, Human -
defensins—at the front line of the peritonsillar abscess, Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis. (2009) 122.

[16] M. Mathews, H.P. Jia, ].M. Guthmiller, G. Losh, S. Graham, G.K. Johnson, B.F.
Tack, P.B. McCray, Production of B-defensin antimicrobial peptides by the oral
mucosa and salivary glands, Infect. Immun. 67 (1999) 2740-2745.

[17] E.V. Valore, T. Ganz, Antibacterial Peptide Protocols, Humana Press Inc.
Tokowa, NJ, USA, 1997.

[18] RI. Lehrer, M. Rosenman, S.S.S.L.. Harwig, R. Jackson, P. Eisenhauer,
Ultrasensitive assay for endogenous antimicrobial polypeptides, J. Inmunol.
Meth. 137 (1991) 167-173.

[19] J.C. Palomino, A. Martin, M. Camacho, H. Guerra, ]J. Swings, F. Portaels,
Resazurin microtiter assay plate: simple and inexpensive method for detection
of drug resistance in Mycobacterium tuberculosis, Antimicrob. Agent
Chemother. 46 (2002) 2720-2722.

[20] A. Rodriguez, E. Villegas, H. Satake, L.D. Possani, G. Corzo, Amino acid
substitutions in an alpha-helical antimicrobial arachnid peptide affect its
chemical properties and biological activity towards pathogenic bacteria but
improves its therapeutic index, Amino Acids 40 (2011) 61-68.

[21] M. Zorko, B. Japel, I. Hafner-Bratkovi¢, R. Jerala, Expression, purification and
structural studies of a short antimicrobial peptide, Biochem. Biophys. Acta
1788 (2009) 314-323.

[22] Y. Li, Recombinant production of antimicrobial peptides in Escherichia coli: a
review, Protein Expr. Purif. 80 (2011) 260-267.

[23] J.F. Kane, Effects of rare codon clusters on high-level expression of
heterologous proteins in Escherichia coli, Curr. Opin. Biotechnol. 6 (1995)
494-500.

[24] N.A.Burgess-Brown, S. Sharma, F. Sobott, C. Loenarz, U. Oppermann, O. Gileadi,
Codon optimization can improve expression of human genes in Escherichia
coli: a multi-gene study, Protein Expr. Purif. 59 (2008) 94-102.

[25] B.R. Glick, G.K. Whitney, Factors affecting the expression of foreign proteins in
Escherichia coli, ]. Ind. Microbiol. 1 (1987) 277-282.

[26] L. Peng, Z. Xu, X. Fang, F. Wang, S. Yang, P. Cen, Preferential codons enhancing
the expression level of human B-defensin-2 in recombinant Escherichia coli,
Protein Pept. Lett. 11 (2004) 339-344.

[27] L. Peng, Z. Xu, X. Fang, F. Wang, P. Cen, High-level epression of soluble human
B-defensin-2 in Escherichia coli, Process Biochem. 39 (2004) 2199-2205.

[28] Z. Xu, L. Peng, Z. Zhong, X. Fang, P. Cen, High-level expression of a soluble
functional antimicrobial peptide, human B-defensin 2, in Escherichia coli,
Biotechnol. Prog. 22 (2006) 382-386.

[29] D. Esposito, D.K. Chatterjee, Enhancement of soluble protein expression
through the use of fusion tags, Curr. Opin. Biotechnol. 17 (2006) 353-358.

[30] L. Cipakova, E. Hostinova, ]. Gasperik, V. Velebny, High-level expression and
purification of a recombinant hBD-1fused to LMM protein in Escherichia coli,
Protein Expr. Purif. 37 (2004) 207-212.

[31] Z. Xu, Z. Zhong, L. Huang, L. Peng, F. Wang, P. Cen, High-level production of
bioactive human B-defensin-4 in Escherichia coli by soluble fusion expression,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 72 (2006) 471-479.

[32] T. Vargues, G.J. Morrison, E.S. Seo, D.J.C.L. Fielder, ]. Bennani, U. Pathania, F.
Kilanowski, J.R. Dorin, J.RW. Govan, C.L. Mackay, D. Uhrin, D.J. Campopiano,
Efficient production of human B-defensin 2 (hBD2) in Escherichia coli, Protein
Pept. Lett. 16 (2009) 668-676.

[33] F. Wang, X. Fang, Z. Xu, L. Peng, P. Cen, Fusion expression of human p-defensin-
2 from multiple joined genes in Escherichia coli, Prep. Biochem. Biotechnol. 34
(2004) 215-225.

[34] LG. Si, X.C. Liy, Y.Y. Ly, G.Y. Wang, W.M. Li, Soluble expression of active human
B-defensin-3 in Escherichia coli and its effects on the growth of host cells, Chin.
Med. J. 120 (2007) 708-713.

[35] M. Pazgier, ]. Lubkowski, Expression and purifcation of recombinant human
alpha-defensins in Escherichia coli, Protein Expr. Purif. 49 (2006) 1-8.

[36] K.L. Piers, M.H. Brown, REW. Hancock, Recombinant dna procedures for
producing small antimicrobial cationic peptides in bacteria, Gene 134 (1993)
7-13.

[37] B. Bommarius, H. Jenssen, M. Elliott, ]. Kindrachuk, M. Pasupuleti, H. Gieren, K.-
E. Jaeger, REW. Hancock, D. Kalman, Cost-effective expression and
purification of antimicrobial and host defense peptides in Escherichia coli,
Peptides 31 (2010) 1957-1965.

[38] L. Zhang, T. Falla, M. Wu, S. Fidai, J. Burian, W. Kay, RE.W. Hancock,
Determinants of recombinant production of antimicrobial cationic peptides
and creation of peptide variants in bacteria, Biochem. Biophys. Res. Commun.
247 (1998) 674-680.

[39] S.A. Jang, B.H. Sung, ]J.H. Cho, S.C. Kim1, Direct expression of antimicrobial
peptides in an intact form by a translationally coupled two-cistron expression
system, Appl. Environ. Microbiol. 75 (2009) 3980-3986.

[40] L.L. Corrales-Garcia, L.D. Possani, G. Corzo, Expression systems of human -
defensins: vectors, purification and biological activities, Amino Acids 40
(2011) 5-13.

[41] Y.S. Kim, H.J. Cha, Disperse distribution of cationic amino acids on hydrophilic
surface of helical wheel enhances antimicrobial peptide activity, Biotechnol.
Bioeng. 107 (2010) 216-223.

[42] O.L. Franco, Peptide promiscuity: an evolutionary concept for plant defense,
Fed. Eur. Biochem. Soc. 585 (2011) 995-1000.

[43] REW. Hancock, D.S. Chapple, Peptide antibiotics, Antimicrob. Agent
Chemother. 43 (1999) 1317-1323.

[44] REW. Hancock, G. Diamond, The role of cationic antimicrobial peptides in
innate host defences, Trends Microbiol. 8 (2000) 402-410.



L. Corrales-Garcia et al./Protein Expression and Purification 89 (2013) 33-43 43

[45] P.K. Singh, H.P. Jia, K. Wiles, J. Hesselberth, L. Liu, B.-A.D. Conway, E.P.
Greenberg, E.V. Valore, M.J. Welsh, T. Ganz, B.F. Tack, J. Paul, B. Mccray,
Production of p-defensins by human airway epithelia, PNAS 95 (1998) 14961-
14966.

[46] L. Huang, J. Wang, Z. Zhong, L. Peng, H. Chen, Z. Xu, P. Cen, Production of
bioactive human B-defensin-3 in Escherichia coli by soluble fusion expression,
Biotechnol. Lett. 28 (2006) 627-632.

[47] ]. Harder, ]. Bartels, E. Christophers, J.-M. Schraoder, A peptide antibiotic from
human skin, Nature 387 (1997) 861.

[48] H.T. Chou, HW. Wen, T.Y. Kuo, C.C. Lin, WJ. Chen, Interaction of cationic
antimicrobial peptides with phospholipid vesicles and their antibacterial
activity, Peptides 31 (2010) 1811-1820.

[49] Z. Wu, D.M. Hoover, D. Yang, C. Boulégue, F. Santamaria, ].J. Oppenheim, J.
Lubkowski, W. Lu, Engineering disulfide bridges to dissect antimicrobial and
chemotactic activities of human p-defensin 3, PNAS 100 (2003) 8880-8885.

[50] D.J. Campopiano, D.J. Clarke, N.C. Polfer, P.E. Barran, R.J. Langley, ].R.W. Govan,
A. Maxwell, J.R. Dorin, Structure-activity relationships in defensin dimers: a
novel link between B-defensin tertiary structure and antimicrobial activity, J.
Biol. Chem. 279 (2004) 48671-48679.

[51] Z. Zhong, Z. Xu, L. Peng, L. Huang, X. Fang, P. Cen, Tandem repeat mhbd2 gene
enhance the soluble fusion expression of hBD2 in Escherichia coli, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 71 (2006) 661-667.

[52] R. Kapoor, P.R. Eimerman, J.W. Hardy, J.D. Cirillo, C.H. Contag, A.E. Barron,
Efficacy of antimicrobial peptoids against Mycobacterium tuberculosis,
Antimicrob. Agent Chemother. 55 (2011) 3058-3062.

[53] B. Rivas-Santiago, S.K. Schwander, C. Sarabia, G. Diamond, M.E. Klein-Patel, R.
Hernandez-Pando, ].J. Ellner, E. Sada, Human B-defensin 2 is expressed and
associated with Mycobacterium tuberculosis during infection of human alveolar
epithelial cells, Infect. Immun. 73 (2005) 4505-4511.

[54] D. Lemus, E. Montoro, M. Echemendia, S.L. Yzquierdo, A. Martin, F. Portaels, ].C.
Palomino, Nuevos métodos para la deteccién rapida de la resistencia de
Micobacterium tuberculosis, Biotechnol. Appl. 22 (2005) 306-308.

[55] N. Rastogi, V. Labrousse, K.S. Goh, In vitro activities of fourteen antimicrobial
agents against drug susceptible and resistant clinical isolates of Mycobacterium
tuberculosis and comparative intracellular activities against the virulent H37Rv
strain in human macrophages, Curr. Microbiol. 33 (1996) 167-175.

[56] C.D. Fjell, J.A. Hiss, REW. Hancock, G. Schneider, Designing antimicrobial
peptides: form follows function, Nat. Rev. Drug Discov. 11 (2012) 37-51.



	Portada

	Contenido

	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Justificación

	4. Hipótesis

	5. Objetivos

	6. Métodos

	7. Resultados y Discusión

	8. Conclusión

	9. Referencias

	Anexos


