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RESUMEN

Las Metaloproteasas de Matriz (MMP) son un grupo de enzimas proteoliticas
dependientes de Zinc que participan en la degradacién de los componentes de la
matriz extracelular (MEC), su funcidn radica en la remodelacion de tejidos durante
diversos eventos fisioldgicos y patoldgicos tales como: desarrollo embrionario,
angiogénesis, ovulacion, respuesta inmune, reparacién de tejidos, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer, Alzheimer, entre otros.(3)

La Metaloproteasa de matriz 16, pertenece al subgrupo de las MMP asociadas a la
membrana celular cuya actividad es promover la activacion de la forma zimogena
de la MMP-2 y la MMP-9, asi como la degradacién de colageno tipo III, fibronectina
y laminina. (14)

En diversos tipos de cancer (melanoma, vejiga, glioblastoma, astrocitoma y mama)
se ha descrito el incremento en los niveles de expresion de esta proteina, el cual se
ha asociado con la promocidén de metastasis. (5#) Por otro lado, se le ha relacionado
con algunas enfermedades del sistema cardiovascular, como aterosclerosis,
contribuyendo activamente en el proceso de formacién de la placa aterosclerdtica
por deslocalizacion de células del musculo liso vascular. Su participacién en estos
eventos esta relacionada a su sobreexpresidn en respuesta al estimulo con
lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas. Estos antecedentes la hacen un
blanco farmacoldgico para el desarrollo de moléculas con capacidad inhibitoria.(62)
Dada la homologia estructural que comparten las diferentes metaloproteasas en su
dominio catalitico ha sido dificil generar moléculas con suficiente especificidad para
cada una de ellas.(16)

El objetivo del presente trabajo es la sobreexpresién, purificacién y caracterizaciéon
del dominio catalitico de la MT3-MMP (MMP-16) para sentar las bases en la busqueda

racional de moléculas especificas inhibitorias.
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INTRODUCCION

METALOPROTEASAS DE MATRIZ

Estructura

Las metaloproteasas de matriz (MMP), descritas por primera vez en 1972, también
denominadas matrixinas, son miembros de un grupo de proteasas denominado
metzincinas (dependientes de zinc) (*), que estan involucradas en la remodelacion
de la Matriz Extracelular (MEC), mediante la degradacion de diferentes componentes
de ésta, incluyendo coldageno, caseina y laminina entre otros. La MEC ademas de
cumplir un papel de soporte de érganos y tejidos, ayuda a mantener la integridad
vascular, aumenta la flexibilidad e interviene activamente en algunos eventos
celulares como la regulacidon del ciclo celular, diferenciacién, adhesion, migracion,
motilidad, proliferacion, supervivencia y/o apoptosis, ya que es, ademas, un
reservorio de moléculas bioldgicamente activas. (- 2)-

Hasta el momento se han identificado 23 MMP encontradas en humanos, las cuales
desempefian un rol muy importante en la remodelacién de tejidos, asociado con
varios procesos fisioldgicos y patoldégicos como morfogénesis, angiogénesis,

reparacion de tejido, artritis e invasion tumoral. (34

Entre los miembros de esta familia se comparte cierta similitud estructural y de

secuencia, con una homologia entre ellas alrededor del 50% (Figura 1): (3 %)

1) Péptido senal o predominio necesario para el desplazamiento intracelular de
la enzima hasta la membrana que es eliminado después de la secrecién de la
proteasa. Esta sefial dirige a las MMP a la via secretora o de inserciéon a la
membrana plasmatica.

2) Dominio propéptido o prodominio de alrededor de 80 aminoacidos. Confiere
capacidad enzimatica latente por ocupacion del Zinc del sitio activo, haciendo
a los sustratos inaccesibles. Esta formado por una secuencia peptidica con un

residuo de cisteina que interactuar con el sitio catalitico PRCG[V/N]PD.
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3) Dominio catalitico de cerca de 170 aa. que contiene una secuencia consenso
(HEXXHXXGXXH) que resguarda un atomo de zinc (el cual es esencial para la

actividad proteolitica de todas las MMP), y otros dominios variables.

La estructura general del dominio catalitico de las MMP comparte una estructura
compuesta por dos o tres a-hélices, 5 B-plegadas y giros (bucles) variables. La
unién al &tomo de Zinc resulta de la coordinacién de éste por 3 residuos conservados
de Histidina de la secuencia consenso.

Dependiendo de la enzima, el cuarto ligando de Zn?* del sitio catalitico es una
molécula de agua/hidréxido en la forma cataliticamente activa de la enzima o un
grupo tiol o sulfhidrilo (-SH) de un residuo de cisteina en el dominio propéptido en
el zimdgeno pro-MMP cataliticamente inactivo.

El segundo sitio de unién al Zn(II) llamado sitio estructural, se encuentra coordinado
por 3 residuos conservados de Histidina y un enlace monodentado de residuo de
Acido Aspartico.

Los 2 o 3 iones de Ca(Il) presentes tienen uno rol de estabilidad estructural y estan
coordinados por residuos de acido aspartico y acido glutamico. (5 6)

El dominio catalitico también contienen un residuo conservado de metionina, el cual
forma el denominado "met-turn” ocho residuos después del motivo de union al Zn,

el cual forma una base de soporte alrededor del dominio catalitico. (- 63)

Regidn bisagra (enlazador-1) de longitud variable que une al dominio catalitico

con el dominio tipo hemopexina. (a excepcion de MMP-7, 26 y 23)

4) Dominio tipo hemopexina carboxilo terminal de alrededor de 200
aminoacidos, que contribuye a las interacciones proteina-sustrato,
(confiriéndole especificidad a la enzima), a la “dimerizacién” proteina-proteina

0 a la union con los inhibidores enddgenos.

5) Dominio transmembrana, caracteristico de aquellas MMP que se encuentra

ancladas a la membrana plasmaticas (MT-MMP/membrane type-MMP) o

13



asociacion mediante un dominio glicosilfosfatidilinositol (GPI) que ancla a las
MMP a la membrana celular y que contribuye a la senalizacién y comunicacion

célula/MEC mediante interacciones con proteinas intracelulares.
Clasificacion
De acuerdo a estas similitudes estructurales, pueden ser divididas en 8 grupos, cinco

de ellos son MMP secretadas y tres de estos grupos son MMP asociadas a la
membrana (figura 1) 47, 8)

=4
(A) (PrelPro I Catalitico Zn )
S+ M ~ Hemopexina .
(B) (PrelPro 7] Catalitico zn ) DD G4 "g:
s
. S s H Hemopexina
(C) (PrelPro 1 Catalitico L ) nrze) - D@Dy
S S
Sr4 H Hemopexina -
(D) (PrePro I8 Catalitico Zn G-
S S
S = g Hemopexina: g
(E) (PrePro ~ |8 Catalitico =z @ LB s T aE “g;: )
S
S S o RSO S
(F) (Pre]lPro T8 Catatitico Zn —— D4 pEPEND(cPICTT
s S
_ SH — Hemopexina s
(G) (PrelPro Catalitico Zn > e é
S
a4 ricoen C/P IL1R

(H) (Prel@rel BN Catalitico zn SRR

Figura 1. Clasificacién de las Metaloproteasas de acuerdo a su estructura. A, B, C, D y G son MMP
secretadas y E, F y H MMP asociadas a la membrana. Pre: Secuencia sefializadora (predominio), Pro:
propéptido (prodominio) con un grupo tiol (-SH) que se une al ion Zn de sitio catalitico, F: sitio
susceptible de la furina, Zn: sitio catalitico de unidn al zinc, II: insertos de fibronectina que se unen
al colageno, H: regién bisagra, TM: Dominio transmembrana, C: Cola citoplasmatica, GPI: dominio de
anclaje del glicosilfosfatidilinositol, C/P: cisteina/prolina, IL-1R: receptor de la IL-1, Vn: dominio
similar a la vitronecitina. El dominio hemopexina contiene cuatro repeticiones con un enlace disulfuro
entre la primer y la Ultima repeticion. (8

Por otro lado, la clasificacién mas ampliamente utilizada se basa en la especificidad

de sus sustratos y en su localizaciéon celular (tabla) 4 :
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Clasificacion

Colagenasas

Gelatinasas

Estromelisinas

Numero de
MMP y

denominacion

MMP-18

(Colagenasa 1)

MMP-88

Colagenasa-2

MMP-138

Colagenasa-3

MMP-2¢

Gelatinasa A

MMP-9¢

Gelatinasa B

MMP-38

Estromelisina-1

MMP-108

Estromelisina-2

Principales sustrato (35 7, 10, 11)

Colageno tipo I, 11, I1I, VII, VIII, X

y XI, gelatina, Entactina,

tenascina, agrecano, fibronectina,

vitronectina , IL-1b, pro-TNFa,
caseina.

Colageno I, II y III, agrecano,

serpinas, Pro-TNF-a, IGFBP, MCP-

1, IP-10, a2-microglobulina
Colageno I, IT y III, IV, IX, X y
X1V, gelatina, fibronectina,
laminina, tenascina, agrecano,
fibrilina, osteonectina, perlecano,
Gelatina, colageno I, 1V, V, VIl y
X; agrecano, fibronectina,
tenascina, condroitin sulfato,
osteonectina, IL-1b, proteina
quimioatrayente de monocitos 3,

decorina, adrenomedulina.

Gelatina, colageno I, III, IV, V y
VI1I, agrecano, elastina, fibrilina,
plasminogeno, osteonectina,
galactina-1, KiSS-1/metasina,

Colageno 1V, V IX y X.
Fibronectina, elastina, gelatina,
agrecano, nidégeno, E-cadherina,
plasminogeno, osteonectina,
perlecano, proteina
quimioatrayente de monocitos 3,
decorina, pro-TNFa, antitrombina
Colageno 1V, V, IXy X;
fibronectina, elastina, gelatina,

laminina, agrecano, E-cadherina.

15

Expresion especifica en

células y tejidos. @

Piel (fibroblastos y
queratinocitos), celulas
endoteliales, osteoblastos,

macréfagos, hepatocitos.

Neutrofilos

Piel (fibroblastos y
queratinocitos), osteoblastos,

osteocitos.

Piel (Fibroblastos y
queratinocitos), condrocitos,
osteoblastos, osteocitos,
monocitos, macrofagos
alveolares, leucocitos PMN,
glandula mamaria
Piel (Fibroblastos y
queratinocitos), condrocitos,
osteoblastos, osteocitos,
monocitos, macrofagos

alveolares, leucocitos PMN

Piel (fibroblastos y
queratinocitos),celulas

epiteliales, glandula mamaria

Piel (fibroblastos y
queratinocitos), celulas

epiteliales.



MMP-11P

Estromelisina-3

MMP-14E
MT1-MMP

MMP-15E
MT2-MMP

MMP-16E
MT3-MMP

MT-MMP

MMP-17F
MT4-MMP

MMP-24E
MT5-MMP
MMP-25F
MT6-MMP
MMP-23H
CA-MMP

MMP-7A
Matrilisinas

Matrilisina 1

Inhibidores de serinproteasa,

Inhibidor de proteinasa 1, IGFBP-

1, a2-macroglobulina
Colageno I, II y III, gelatina,

fibronectina, laminina,

vitronectina, agrecano, tenascina,

nidégeno, perlecano, fibrilina, ,
alfa 2 macroglobulina, fibrina,
mucina transmembranal,
KiSS/metastina

Transglutaminasa tisular de

superficie, fibronectina, Laminina,

gelatina, agrecano, tenascina,

nidégeno, perlecano, pro-TNFa

ProMMP-2, gelatina, colageno tipo

III, laminina-1, caseina,
fibronectina, agrecano,
vitronectina, fibrina,
KiSS-1, alfa 2- macroglobulina,
pro-TNFa
Fibrina, fibrindgeno, fibrilina,
fibronectina, gelatina, precursor
del factor de necrosis tumoral.
pro-TNFa
Pro-gelatinasa A. KiSS-

1/metastina

Gelatina, inhibidor al proteasa

Gelatina

Elastina, fibronectina, laminina,

nidégeno, colageno 1V, tenascina,

inhibidor de proteinasa 1, E-
cadherina, factor de necrosis
tumoral, plasminogeno,
osteonectina, decorina, Ligando
Fas (Apo-1) , pro-TNFa,

16

Utero, placenta y glandula

mamaria en involucion.

Piel (fibroblastos y
queratinocitos), osteoblastos,

osteocitos, cartilago articulado.

Placenta, cerebro, corazon.

Pulmén, rifndn, bazo, musculo
esquelético, condrocitos, tejido
reproductivo (ovario y

prostata).

Cerebro, tejido reproductivo
(ovario y testiculos), colon,

leucocitos.

Cerebro, rifidn, pulmoén,,
pancreas.
Musculos esquelético, pulmén,

bazo, testiculos, rifién.

ovario, testiculos, prdstata

Celulas epiteliales glandulares
en piel, higado, endometrio,
glandula mamaria, préstata,

panceras, glandulas peri-

bronquiales, vias respiratorias.



MMP-264
Endometasa

Matrilisina-2

MMP-128
Metaloelastasas Macroéfago

metaloeslastasa

MMP-198
RASI-1

MMP-208

Enamelisina
Otras

MMP-216

SMMP (Xenopus)

MMP-278

MMP-28P

Epilisina

IGFBP-1, inhibidor de proteinasa

al.

Colageno 1V, gelatina, elastina,
fibronectina, laminina,
vitronectina, elastina, fibrilina,
inhibidor de proteinasa 1,
apolipoproteina A, plasminogeno,

pro-TNFa, endostatina

Gelatina, agrecano, proteina de
matriz cartilago oligomerica,
colageno 1V, laminina, nidégeno,

tenascina larga, IGFBP-3

Amelogenina, agrecano.

Gelatina.

Indefinido

Caseina

Rifidn, Utero, placenta

Macroéfagos, placenta

Piel (queratinocitos), musculo
esquelético, higado, pulmon,
rifidn, timo, bazo, cerebro,
corazén, tejido reproductivo
(ovario, testiculos, prdstata),
glandula mamaria, placenta,
colon, intestino delgado,

panceras, leucocitos.
Tejido dental

Cerebro, rifidn e higado fetal.
En adultos: ovario, rindn,
pulmén, higado, cerebro,

leucocitos periféricos.
Endometrio, higado, cartilago.

Piel (queratinocitos), cerebro,
pulmén, corazén, rinon,
testiculos, colon, intestino,

pancreas.

Tabla 1. Clasificacién de las MMP basada en la especificidad de sus sustratos/localizacidén y expresién

especifica en celulas y tejidos.

A Dominio minimo de las MMP. B MMP con dominio simple de

hemopexina. © MMP de unién a gelatina. P MMP activadas por furinas. £ MMP transmembrana. " MMP

ligadas a GPI (glicosilfosfatidilinositol). © MMP con un dominio similar a la vitronectina. " MMP con un

dominio rico en cisteina/prolina receptor IL-1.
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Asi mismo, las MT-MMP, se han subdividido en tres clases basandose en la
asociacién de la enzima con la membrana. (¥ Las MMP tipo I se encuentran
asociadas a la membrana mediante un tallo hidrofébico transmembrana de
aproximadamente 20 aminoacidos y un dominio corto citoplasmatico C-terminal.
Las tipo II se encuentran ligadas mediante un dominio glicosilfosfatidilinositol (GPI)
C-terminal, y finalmente las tipo III cuentan con dominio transmembrana N-
terminal. En su regién C-terminal carece de dominios hemopexina, los cuales se
encuentran reemplazados por un domino rico en cisteinas (Cs) y un dominio de
adhesidn celular tipo Inmunoglobulina (IgCAM) (6 9, 14).

Debido a su localizacién sobre la superficie celular, las MT-MMP estan perfectamente
situadas para mediar efectos bioldgicos que requieren protedlisis regulada y

localizada.

Tipo de
Clasificacion asociacion a la MMP

membrana celular

MT1-MMP
Tallo hidrofébico
MT2-MMP
Tipo 1. transmembrana
_ o MT3-MMP
/citoplasmico
MT5-MMP
Dominio GPI MT4-MMP
Tipo II
C-terminal MT6-MMP
Arreglo MMP23 A
Tipo III transmembrana N-
MMP23 B

terminal.

Tabla 2. Clasificacion de Metaloproteasas de matriz asociadas a membrana. MT-MMP

(membrane type-MMP).

En estructura, la mayoria de las MT-MMP son similares a las MMP secretadas,
comparten dominios estructurales comunes que consisten en un péptido sefal, un
dominio propéptido, dominio catalitico con un sitio de unién a Zinc, un dominio
bisagra, un dominio tipo hemopexina y una segunda regién enlazadora, su

asociacion a la membrana celular se muestra en la siguiente figura . (4 13)
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MT1, -2, -3, -5 MMP MT4, -6 MMP
(MMP-14, -15, -16, -24 (MMP-17, -25
respectivamente) respectivamente)

RXR/KR — Bl N RXR/KR —» Bl N

L L fro L L oo MMP-23
Zn Zni
CAT , s CAT I )s RXRKR
\ N \ }
PEX PEX CAT CA igdike C
( Zn
) . Pro
L™ GPI ™
cD Cc N
c
Tipo Il
Tipo 1. GPl-ancladas Tipo li}.
Transmembrana rico
Transmembrana

en cisteinas

Figura 2. Estructura general de las Metaloproteasas asociadas a membrana. (15)

Ademas de la asociacion a la membrana plasmatica, una de las diferencias
estructurales destacables radica en la presencia de 3 secuencias homologas

conservadas conocidas como IS-1, IS-2 e IS-3. (13)

Region Dominio
Pre-dom Pro- Dominio catalitico bisgagra t-hemopexina ™ CT

I << DT

IS-1  IS-2 IS-3
IS-1 I1S-2 (dominio MT) IS-3
+ + Transmembrana Citoplasmico
MT1 RRKRY EVPYAYIREGHEK AAAVVLPVLLLLLVLAVGLAVFFF RRHGTPRRLLYCQRSLLDKV
MT2 RRKRY EVPYEDIRLRRQK VVMVLPLLLLLCVLGLTYALVQ MQRKGAPRVLLYCKRSLQEWV
MT3 RRKRY EVPYSELENGK . R AIAIVIPCILALCLLVLVYTVFQF KRKGTPRHILYCKRSMQEWV
MT4 RRRRQ EVA........ GS APGPLVAATMLLLPPLSPGALW TAAQALTL
MT5 RNKRY EVPYHEIKSDR . K AVAVVVPCTLSLCLRVLLYTIFQF KNKTGPQPVIYYKRPVQEWV
MT6 RRRRY EVDSPQGQEP .. .. AAGRWPAPIPLLLLPLLVGGVA SR

Figura 3. Representacion de la posicion de las secuencias IS-1, IS-2 e IS-3 en

relacién a los dominios funcionales conocidos de las MMP . (13
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IS-1 es una insercion de alrededor de 11 aminoacidos dentro del dominio
propéptido aporta un rol funcional Unico. Esta secuencia conservada de escisién,
RR(K/R)R, entre el C-terminal del dominio propéptido y el dominio catalitico, es
reconocida por proteinasas convertasas, como furinas, a través de su paso por el
aparato de Golgi, lo que origina la remocidon del prodominio resultando en la
activacion de la proteina, en consecuencia, todas las MT-MMP son expresadas como
enzimas activas sobre la superficie celular, ya que son sintetizadas como pre-pro
enzimas y el procesamiento de la péptido sefial y prodominio ocurre antes de que
estas sean secretadas.

Ademas de esta funcion, algunos reportes muestran que IS-1 puede desempenar
un papel en la activacidon y procesamiento de MT1-MMP y la activacién de proMMP2.
La segunda regién homologa de 5 aminoacidos que todas las MT-MMP comparten,
localizada dentro del dominio propéptido parece ser esencial para el funcionamiento
de la enzima, se ha sugerido ademas, que esta secuencia funciona como una
chaperona intramolecular que mantiene la conformacién de la proteina.

IS-2 Esta segunda secuencia insertada y localizada dentro del dominio catalitico de
alrededor de 8 aminoacidos (MT-loop) que difiere entre todas las MT-MMP, parece
desempeiiar un rol importante en la activacion de proMMP2 por MT-MMP. Miyamori
y cols. sugieren que el dominio IS-2 podria tener un papel potencial en la activacion
de MT2-MMPs sobre la superficie celular. (83 84)

IS-3 con una longitud de aproximadamente 75 aminoacidos y localizada cerca de
la regién C- terminal contiene los dominios transmembrana y citoplasmico, los
cuales también presentan diferencias entre todas las MT-MMP y que parece

participar en la correcta localizacidon sobre la membrana celular de las MT-MMP. (23)

Funcion bioldgica de las MMP: procesos naturales y patolégicos

Las MMP son proteasas multifuncionales que procesan componentes de las MEC con
subsecuente liberacion de fragmentos bioactivos y remodelacion de membrana.
Desempefian ademas, un notable papel en la activacién y procesamiento de

quimiocinas (?®) y mas recientemente se ha demostrado que escinden otros tipos
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de proteinas y sustratos no proteicos que asocian a estas proteasas a la regulacion
de algunas actividades fisiolégicas como remodelacion y reparacion de tejidos,
organogénesis, angiogénesis, desarrollo embrionario, ovulacion, cicatrizacion,
involucion uterina, respuesta inmune, inflamacion y apoptosis. (411, 23), Adicional a
su habilidad para escindir proteinas de MEC, las MMP, también escinden el pro-
dominio de otras MMP promoviendo su activacion desde su forma zimdgena a activa,
de esta manera, no solo ejercen control sobre la activacién de MMP, sino que
también son capaces de iniciar un efecto bioldgico en cascada. () Esta Ultima
caracteristica, en particular, hacen a las MT-MMP candidatos atractivos como
potenciales objetivos terapéuticos.

La expresion fisioldogica de las MMP en tejido es normalmente baja con grados
transitoriamente mas altos debido a la remodelacion de matriz ligada a homeostasis
o eventos especificos del desarrollo, por lo que se ha observado un aumento en la
expresion de MMP durante diferentes estados del desarrollo en mamiferos, desde la
implantacién embrionaria hasta la morfogénesis de diferentes tejidos, incluyendo
pulmones, huesos y glandulas mamarias.

Las mayoria de estas proteasas son expresadas diferencialmente en distintos tejidos
y tipos celulares (tabla 1) en base a un patréon de factores de transcripcion
especificos el cual es independiente de la similitud de especificidad de sustrato que
pudieran compartir dos o mas MMP. (7,9)

El analisis en modelos animales de mutantes nulos individuales de MMP demostraron
fenotipos no alterados de los ratones knockout con un supervivencia de al menos
las tres primeras semanas postnatales, lo cual demuestra redundancia proteolitica,
compensacion enzimatica y desarrollo adaptativo. 9/

Por otro lado, el papel de las MMP como remodeladoras de tejido las ha asociado
con varios procesos patoldgicos favorecidos por el desbalance entre MMP y sus
inhibidores naturales que promueven una sobreactividad de las MMP’s, lo cual
conduce a una degradacion excesiva de los componentes de MEC, parece ser
ademas, que la expresion de solo algunas MMP esta restringida a tejidos y tipos
celulares especificos bajo condiciones patoldgicas tales como diabetes mellitus,

enfermedades periodontales, osteogénesis imperfecta, enfermedades del sistema
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cardiovascular como aterosclerosis, enfermedad coronaria arterial, hipertension,
falla cardiaca, enfermedades pulmonares como hipertension arterial pulmonar,
enfermedad crénica obstructiva pulmonar, asma bronquial, fibrosis pulmonar,
enfermedades reumaticas como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
esclerosis sistémica, en procesos oncogénicos como metastasis en invasion de
células tumorales, angiogénesis, enfermedades del sistema nervioso central como
Alzheimer, isquemia cerebral, Parkinson, esclerosis multiple; entre otras, en las
cuales las MMP “s han generado estrategias para evadir los mecanismos reguladores
lo cual conduce a la actividad proteolitica incontrolada que las acompafia. (4 11) En
la siguiente tabla se describe de manera general la participacion de las MMP en

procesos bioldgicos naturales y patoldgicos:

Proceso

Normal

Actividad en el endometrio (17)

Se ha observado un aumento de colagenasas y
estromelisinas durante la fase menstrual en el

endometrio humano.

Cicatrizacién de heridas (®
Proceso de remodelacién de tejido que involucra
la migracion de queratinocitos a la herida para
reepitalizar la superficie dafiada mediante la
participacion de MMP. Este evento no solo
requiere la degradacidon de la MEC como barrera
para permitir la migracidon de células, sino de la
disociacibon de  queratinocitos  mediante
moléculas integrinas con colageno tipo I de la
MEC. (8)
Actividad fibronilitica celular (13

La interaccidén entre algunas MMP “s y el sistema

plaminogenico/plasmina afectan la fibrindlisis
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Patologico
Aterosclerosis (1% 24 25, 26)
La habilidad de algunas MMP s de promover la
migracion y proliferacion de CVML sugiere que
ellas promueven el crecimiento de la placa
aterosclerdtica y en estadios tardios, su
desestabilizacion, debido a que ambos procesos
dependen de una excesiva degradacion de MEC.
Hipertensién (4 27)
La hipertensién esta asociada con remodelado
vascular caracterizado por el reordenamiento de
proteinas de MEC. La composicidon de colageno
en el corazén y vasculatura es alterada durante
la hipertensién, favoreciendo la presencia de
colageno tipo I sobre otros subtipos. El aumento
de TIMP-1 durante la hipertension inhibe la
actividad de degradacion de colageno tipo 1 de
MMP-1
Falla cardiaca (4 11, 24 28)

La transicidon de hipertrofia del miocardio a falla

cardiaca esta asociado con un numero de



celular, mediante la formacion por hidrolisis de
del

e inhibidoras fisioldgicas de la

moléculas activadores plasminogeno
(urocinasa)
plasmina (a2-antiplasmina) y plasminogeno 1
(PAI-1) que desempeiian un papel fundamental

en la regulacién de la fibrindlisis celular.

Sistema inmune (°-15)
Activaciéon de defensinas sintetizadas de forma
inactiva.
Esenciales para el reclutamiento quimiotactico
de neutrodfilos en epitelio pulmonar dafiado
Escision de IgG, que previene el inicio de la
cascada del complemento.
Actividad pro y antiinflamatoria en base al
patron de expresién de MMP a partir de células
del sistema inmune innato.

Angiogénesis (19

de

sanguineos y que requiere degradacién de la

Proceso de formacion nuevos Vvasos
membrana basal vascular y remodelacion de
MEC (principalmente degradacion de coldgeno
tipo I) para permitir a las células endoteliales
migrar al tejido circundante. Ademas, algunas
MMP potencian la angiogénesis mediante la
liberacion de factores de crecimiento
angiogenicos asociados a la MEC y degradacién
de las interacciones entre células endoteliales y
células-MEC. La ausencia de algunas MMP
resulta en desarrollo vascular defectuoso y
muerte posnatal.
Desarrollo 6seo y remodelaciéon (3%

La formacién del esqueleto depende de procesos
de osificacion que requieren un extensa
remodelacién de la matriz. Ademas, algunos
estudios han demostrado que algunas MMP son

necesarias para a transicion de cartilago a hueso
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cambios patofisioldgicos que incluyen necrosis
miocitica y alteraciones en los componentes de
la MEC, lo cual compromete funciones cardiacas.
Un la actividad de MMP’s
promueve un aumento en la degradaciéon de
MEC

ventricular, dilatacion y falla cardiaca.

incremento en

que puede causar remodelacién

Asma bronquial (4 34 35)

Cambios estructurales en las vias respiratorias
que incluye deposicion de colageno subepitelial,
descamacién epitelial, hiperplasia de células
caliciformes, hiperplasia de células de musculo

liso e hipertrofia en pacientes con asma

promueven una respuestas bronquial
exacerbada y obstruccion del aire.

Artritis reumatoide % 37)
Los cinoviocitos tipo fibroblastos parecen

desempenar el rol principal en la patogénesis de

la artritis reumatoide como principales
promotores de la destruccion articular ya sea a
través de la liberacion de MMP o indirectamente
de la estimulaciéon de osteoclastogénesis. MMP
contribuyen a la destruccién de articulaciones
mediante la degradacién directa de cartilago vy
durante su

hueso vy participacion en

angiogénesis.

Oncogénesis (4 7, 40, 41, 42).
Muchos estudios han implicado a las MMP “s en
multiples tipos de cancer, incluyendo pulmoén,
mama, piel, colon, entre otros. La expresion y
actividad de MMP ’s esta elevada en y alrededor

de los tumores. Su excesiva expresion ha sido



en las placas de crecimiento de hueso largos.
(20)

Embarazo (421
Durante el embarazo hay un marcado cambio
hemodindmico y uterino que permite un
adecuado flujo sanguineo uteroplacentario y
expansion uterina para el crecimiento del
embrién, que implica un marcado remodelacion
vascular y uteroplacentario donde las MMP son
del
uterino y vascular. Algunas modificaciones en el
I-MMP puede

en cambios vasculares

importante reguladoras remodelacién
fino balance entre MMP e
desempefiar un rol
asociados con complicaciones en el embarazo
como preeclampsia.

Crecimiento embrionario y morfogénesis

tisular (22

Ambos eventos requieren el rompimiento de la
MEC que

remodelacién del microambiente y organizacion

permita la migracién celular,
celular. Algunos estudios han demostrado que
las colagenasas son las principales responsables

de estos eventos.

correlacionado con susceptibilidad a cancer y

mortalidad, implicandolas en estadios
tempranos y tardios de la enfermedad. La
invasién y metastasis de células tumorales
depende en gran medida de la degradacién de
la membrana basal y MEC. Por otro lado, entre
las multiples proteinas que son sustratos de las
MMP, ademas los componentes de la MEC,
algunas parecen tener una importante actividad
antitumoral en el hospedero.

Las MT-MMP tienen un impacto significante en
cancer debido a su localizacion en la interface
de la matriz tumoral.

Diabetes mellitus (% 43, 44)

Algunos cambios en la estructura de las paredes
vasculares ocurren en diabetes y contribuyen a
macrovasculares.

complicaciones micro y

Algunas MMP son las principales especies
encontradas en la vasculatura. Algunos estudios
han demostrado la estimulacion de la expresién
génica de MMP en muestra de aorta y
mesentéricas en respuesta a un aumento de
glucosa en circulacién, por otro lado se ha
observado un incremento en niveles de MMP en

tejido diabético.

Fibrosis pulmonar (4 36)

del

variables de

Es wuna enfermedad crénica pulmén

caracterizada por grados

inflamacion y fibrosis en el parenquema
pulmonar, caracterizada por una perdida de
células epiteliales pulmonares, las cuales son
reemplazadas por miofibroblastos y deposicion
de proteinas de MEC en el intersticio pulmonar,
estructural

provocando un remodelacién
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pulmonar. La presencia de una variedad de MMP

depende del estadio de la enfermedad.

Tabla 3. Procesos bioldgicos naturales y patoldgicos asociados a la funcién de las MMP.

Regulacion de la actividad

La actividad proteolitica de las MMP es regulada mediante tres principales niveles
de control enddgeno a través de la regulacion de la transcripcion (estimulacion o
inhibicion de la expresidon génica), activacion de la pro-enzima e inhibicion de la
actividad enzimatica mediante la interaccidén con inhibidores especificos enddgenos.
Estos mecanismos operan coordinadamente para asegurar que la expresion vy
actividad de las MMP se circunscriban a aquellos sitios y condiciones en los que es

necesaria su actividad. (4. 7)

Regulacion de la transcripcion.

El analisis estructural y funcional de las regiones promotoras de los genes de las
MMP han proporcionado un mejor y mayor entendimiento de los mecanismos que
regulan su expresion, siendo este el principal mecanismo de regulacién de las
mismas, se sabe que cada célula muestra un fenotipo proteolitico en respuesta a
estimulos a una amplia variedad de agentes, incluyendo citosinas, factores de
crecimiento, agentes quimicos, estrés fisico, transformacion celular oncogénica asi

como interacciones célula-célula, y célula-MEC regulan el proceso. (7

Activacion de las pro-MMP

La activacién extracelular de zimdgenos latente (Pro-MMP) representa el segundo
nivel de regulacion.
En 1971, se demostré que las MMP se sintetizaban como zimdgenos inactivos en

estado latente que requerian ser activados mediante la remocién de su prodominio
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en un proceso conocido como “cysteine switch” que se lleva a cabo por la eliminacién
proteolitica del prodominio. (1)

La activacién involucra la ruptura del enlace formado entre un grupo tiol (-SH)
perteneciente a una cisteina desapareada cercana al extremo C-terminal del
prodominio PRCG[V/N]PD y el ion Zn?* en el sitio activo debido a que este grupo
tiol actia como cuarto ligando para el ion Zn?* “enmascarando” asi el sitio activo al
prevenir la hidratacién del ion Zn?*,

Posterior a la ruptura de la interaccidn cisteina-Zn, el grupo tiol de la cisteina es
reemplazado por una molécula de agua, permitiendo asi la interaccion con su
sustrato.

Este evento puede ser mediado por tres mecanismos. 1) remocién del prodominio
por escision directa de otra endopeptidasa, donde los principales activadores
fisioldgico son la plasmina, trombina, el factor Xa y otras MMP; 2) reacomodo
alosterico del pro-dominio; 3) modificaciones quimicas por especies reactivas del
oxigeno o agentes no fisioldgicos que promueven ruptura del enlace cisteina-Zn.
La unién a un ligando o sustrato puede también conducir a la separacion del

propéptido y activacion de la proteasa. (57)

Inhibidores endégenos

Debido a la capacidad que tienen las MMP de intervenir en procesos fisioldgicos y
patologicos, éstas proteasas estan sujetas a un estricto control por inhibidores
enddgenos generales como al-proteinasa y a2-macroglobulin (presentes en plasma
y fluidos celulares), al-antitripsina y por inhibidores mas especificos tales como los
inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) descritos por Harper y Bloch en
1971, los cuales se unen a las MMP de manera no covalente en complejos
estequiometricos (1:1), formando un complejo reversible y de alta afinidad con
dichas enzimas. (45 46)

En la actualidad, han sido identificado en vertebrados cuatro TIMP 's, los cuales son
proteinas con un tamano de entre 20 a 39 kDa. TIMP-1, -3 y -4 son inhibidores

secretados, mientras que TIMP-3 se encuentra anclada en la MEC. Estas proteinas
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a pesar de ser capaces de inhibir todas las formas activas de MMP identificadas
hasta el momento, en algunas MMP ejerce mayor actividad inhibitoria que en otras.
(3,4,47)

Estas proteinas ademas se encuentran involucradas en varios procesos bioldgicas
tales como proliferacién y migraciéon celular, inhibicion de la apoptosis, invasion vy

angiogénesis, ademas de su participacion en la activacién de algunas pro-MMP (4)

Inhibidores exdégenos.

Durante las ultimas décadas, tanto inhibidores naturales como sintéticos han sido
utilizados con propdsitos terapéuticos. Los inhibidores naturales (TIMP) a pesar de
tener un amplio espectro de accidn, su uso ha sido limitado debido a su baja
biodisponibilidad oral y escasa penetracion al tejido debido a su tamano ¥, por lo
que el desarrollo de inhibidores sintéticos que comenzd en 1980, se basé en el
proceso de degradacion de la MEC, es decir, la primera generacién de inhibidores
consistieron en moléculas de bajo peso molecular que emulan los sustratos
naturales de las MMP (peptidomimeticos) acompafados de un grupo quelante capaz
de unirse al ion Zn?* inhibiendo asi su actividad. Un ejemplo de éstos ampliamente
utilizado es el Batimastat (46- 48), e| cual a pesar de poseer un amplio espectro de
actividad sobre casi todas las MMP y mostrar una reduccién del crecimiento de tumor
en cancer de mama, pancredtico y melanoma, mostré fallas en la fase clinica III
debido a su baja biodisponibilidad oral y poca solubilidad. Sus subsecuentes
analogos, marimastat, prinomastat y tanomastat y algunos derivados de
tetraciclinas, aunque presentaron una mayor biodisponibilidad oral y selectividad
en relacion a los diferentes tipos de MMP, su uso clinico se vio limitado debido a la
presencia de efectos colaterales severos como sindrome musculoesquelético, foto-
toxicidad y anemia sideroblastica. (4 40, 49)

En base a lo anterior, se entiende que las fallas terapéuticas y resultados
insatisfactorios de los inhibidores se debe a varias razones tales como: toxicidad,
biodisponibilidad oral deficiente, uso terapéutico antitumoral desatendiendo la

participacion de MMP en procesos bioldgicos normales, baja eficacia del inhibidor
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debido al uso en estados tardio de la enfermedad y baja selectividad, factor que
complica el aspecto terapéutico debido a la dualidad de accién de las MMP y otras
proteinasas Zn dependiente no relacionadas.(4% 47) La deteccién de diferentes
patrones de MMP expresados en condiciones patoldgicas, podria facilitar el uso
racional de una terapéutica basada en inhibidores de MMP, contribuyendo a

disminuir los efectos colaterales.

Regiones de especificidad para el reconocimiento de sustratos

Adicional al sitio catalitico, se han descrito dentro de la estructura de las MMP
algunos otros sitios activos conocidos como subsitios (S), los cuales interactian con
sustratos y moléculas inhibidoras debido a que se encuentran flanqueando el ion Zn
del sitio catalitico. (6]

Estos subsitios que aportan especificidad de sustrato son designados como “S”
segun la nomenclatura Schechter y Berger; aquellos subsitios que se encuentran
del lado izquierdo respecto al ion Zn del sitio catalitico (N-terminal) son
denominados S1,S2,S3,..Sn,yS1°,S2",S37,...Sn" a aquellos que se encuentren
del lado derecho respecto al ion Zn (C-terminal). Asi mismo, los correspondientes
residuos de los sustratos o inhibidores que interactian con S1, S2, S3, Sn (de la
enzima) son denominados P1, P2, P3, Pn, y P1°, P2°, P3°" con S1°,S2’°, S3°
respectivamente (Figura 4). La variedad de residuos presentes en estos subsitios
proporcionan la especificidad de sustratos a las diferentes MMP, siendo el subsitio

S1° de gran utilidad para el disefio de moléculas inhibidoras.
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Figura 4. Nomenclatura de los residuos de aminoacidos de los sustratos o moléculas
inhibidoras y sus correspondientes sitios de unién en la enzima. Pny Pn"( n=1, 2,3,...)
hace referencia a los residuos del sustrato, Sn y Sn” se refieren a los correspondientes

sitios de unién en la enzima. ¥

El subsitio de especificidad S1° con propiedades hidrofébicas se encuentra
inmediatamente a la derecha del Zn?* del sitio catalitico formando principalmente
por la parte inicial de la hélice beta (hB) del sitio activo, proporciona a las MMP
inhibicién selectiva debido a la variacién en longitud (de 9 a 37 residuos de
aminoacidos) (17 y profundidad. En base a esta ultima propiedad, se ha clasificado
a las MMP mediante técnicas como cristalografia de rayos X, espectrografia de
resonancia magnética, y estudios de modelado de homologia en tres clases, aquellas
con una amplia profundidad de S1 " (MMP-3, MMP-11, MMP-12, MMP-13 y MMP-14)
aquellas con una profundidad intermedia (MMP-2, MMP-8y MMP-9), y aquellas con
un S1° con poca profundidad (MMP-1, MMP-7), las cuales en términos generales

son denominadas como MMP clase 1 y clase 2 respectivamente. (49)
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Mecanismo catalitico.
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Figura 5. Mecanismo catalitico propuesto de las Metaloproteasas. I. Formacidon del complejo
entre el ion Zn del sitio catalitico unido a tres histidinas, una molécula de agua del solvente
y el sustrato. II. Formacion de complejo tetraédrico (gem-diol) y transferencia de un protdn
al grupo amino. III. La transferencia del protdon promueve hipotéticamente la formacion de

dos productos.

Se ha sugerido un mecanismo catalitico de un solo paso que sigue una cinética
simple que comprende el ataque nucleofilico de una molécula del solvente,
polarizada por un glutamato acido/base general y el ion Znet 2, sobre el enlace
péptido a escindir en un valor de pH cercano a neutro. Para que esto suceda, una
molécula sustrato debe estar unido y formar un complejo. La unidn ocurre en una
conformacion extendida a través del segmento que forma una pared de S1° vy el
segmento de borde abultado y sobre el borde superior de la hebra gIV.

El grupo carbonilo escindible coordina el ion Znct, el cual a su vez se encuentra
ligado a tres histidinas de la secuencia conservada, y una molécula de agua a modo
pentamero. Esta esfera pentamérica de unidon a Zn.: se mantiene durante toda la
reaccién, aunque puede haber transiciones de carga locales durante el proceso. El
solvente se encuentra unido al glutamato, el cual actua primero como una base
general y después como un acido durante la catdlisis. Ademas, el ion Zinc ejerce
actividad acida sobre el oxigeno del grupo carbonilo escindible, lo que potencia la
electrofilicidad del carbono. El glutamato como base sustrae un protdén de una
molécula de agua (del solvente), dando lugar a un grupo hidréxido que ataca el
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carbono del grupo carbonilo formando un complejo tetrahédrico intermedio con
carga negativa (gem-diol) estabilizado por otros residuos de aminoacidos como
histidinas, argininas y tirosinas vecinales. Este gem-diol interactia de manera
bidentada con el ion Zinc, con uno de sus hidroxilos ocupando la posicién del
solvente en la enzima sin sustrato. El glutamato actua subsecuentemente como un
acido general, donando el proton capturado del solvente al nitrégeno escindible
(amonio secundario), posteriormente el glutamato acepta el ultimo protéon del
intermediario tetrahédrico (gem-diol) de manera directa o a través del glutamato.
Este ultimo paso resulta en la formacion de dos nuevos productos que contienen un
nuevo grupo carboxilato y amino respectivamente. Estos dos nuevos productos
permanecen en principio unidos a la enzima en forma de un complejo de doble
producto, donde el nuevo C-terminal formado interactia con el Zn del dominio
catalitico, posiblemente de manera monodentada, y el nuevo N-terminal se une al
hidrogeno del glutamato. Subsecuentemente, una nueva molécula de agua se una
al ion Zinc y separa al producto formado dejando el sitio activo libre listo para una

nueva reaccion de catalisis- (1-4,6)

METALOPROTEASA DE MATRIZ 3 (MT3-MMP)

Estructura

La Metaloproteasa de matriz 3, pertenece al subgrupo de las metaloproteasas de
matriz tipo I, con una longitud de 607 residuos de aminoacidos (aa.) y un peso
molecular de 69 521 Da. El gen de la MT3-MMP se encuentra ubicado en el
cromosoma humano 8 (8g21.3). Estructuralmente estd compuesta por una péptido
sefial de 31 aa. (1-31 ), un dominio propéptido de 88 aa. (32-119) dentro del cual
se encuentra la secuencia de reconocimiento por proteinas convertasas (RRKRY )
que va de la posicién 116 a la 120 y el motivo que interactia con el sitio catalitico

(PRCGVPDQ) y promueve el denominado “cysteine switch” que va de la posicién 99
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a la 106, un dominio extracelular de 445 aa. (120-564), un dominio transmembrana
de 21 aa. (565-585) y dominio citoplasmico de 22 aa. ( 586-607).

Dentro de la region extracelular se encuentra el dominio catalitico y la secuencia
consenso (HELGHALGLEH) que va de la posicién 246 a la 256 y los dominios tipo

hemopexina.

Dominio Posicion Descripcion
Péptido senal 1-31 Escindida
Propéptido 32-119 Motivo “cysteine 99 -106 (PRC*%* GVPDQ)
switch” Unido a Zinc 2 (inactiva)
Sitio de corte por 116 -120 (RRKRY)
furina
Dominio 120-564  Secuencia consenso 246 - 256 (H?*#6 ELGH?5° ALGLEH 25%)
extracelular Unido a Zinc 2 (catalitico)
Unidn a Zinc 1 His %3 / Asp 195/ His 298 / His??1
(estructural)
UnidnacCal Asp 183 / Gly 215 / Gly %17 /Asp 2*°
Union a Ca 2 Asp 299 / Gly 2°1/Gly %°3 / Phe 205
Hemopexina 1 340-388
Hemopexina 2 389-434
Hemopexina 3 436-484
Hemopexina 4 485-432
Dominio 565-585 ---
transmembrana
Dominio 586-607 oo

citoplasmico

Tabla 4. Dominios, motivos y posiciones caracteristicas de la MT3-MMP dentro de su secuencia(’®,

La estructura cristalina del dominio catalitico de MT3-MMP (dcMT3-MMP) ha sido
reportada en coordinaciéon con Batimastat (PDB 1RMS8). Estructuralmente es
comparable con otras MMP ya reportadas, una forma esférica con un diametro de

alrededor de 40 A. Su conformacién estructural a nivel secundario cuenta con 3
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hélices alfa (¢A, aB y aC) y 5 hebras beta, gI, AII, pIII, IV y BV, con solo la hebra
BIV en sentido opuesto a las otras, la cual se encuentra ligada a la hebra central
PIII mediante el caracteristico bucle en forma de "S”(loop-S) dentro del cual se
encuentran los residuos de aminoacidos que interaccionan con el ion Zn estructural
y el ion Ca a la hebra beta adyacente (V). El loop-S continua sobre la hebra gIV
antiparalela formando el segmento para la unién de sustratos peptidicos e
inhibidores.

Entre el segmento que conecta la hebra gII y pIII denominado MT-loop (Tyrl71 a
Lys178) vy el loop que conecta las hebras gIV y gV, se intercala el segundo ion de
calcio. Entre la hebra gV y la alfa hélice B (aB) se encuentra otro segmento de alta
variabilidad que es fuente de especificidad (asa pV-aB).

Dentro de la secuencia de la B se encuentran dos de los tres residuos de His de
unién al ion Zneat (His246 e His250), la continuacion de la cadena proporciona el
tercer residuo de Histidina (His 256) dando lugar en seguida al Met-turn hacia la
hélice alfa C (aC).

Los sitios de unidén a sustrato S1, S2, S2 'y S3 muestra similitud con otras MMP y
una ligera aunque importante diferencia del sitio S1°, el cual es mas estrecho y
menos profundo que en las mayoria de MMP.

La unidn al Batimastat fue definida mediante densidad electrénica mostrando la
coordinacién del ion Znc: de forma bidentada mediante el oxigeno del grupo
hidroxilo y el oxigeno del grupo carbonilo pertenecientes al grupo hidroxamico del
Batimastat. Ambos atomos de oxigeno, junto con los 3 atomos de nitrogeno de las
histidinas ligantes forman una esfera de coordinacién alrededor del ion Zinc. El
anillo tiofeno, se localiza sobre el ion Zne:a una distancia aproximada de 4.5 A. El
grupo isopropilo simula la cadena lateral de una leucina (P1") que se extiende
dentro del dentro de la regién S1 . El anillo fenilo (P2") forma interacciones intra

e intermoleculares con el anillo tiofeno y con Phe205/Phe267 respectivamente. (59
64)
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Figura 6. Estructura general del dominio catalitico
de las MMP. A) Esquema de la topologia de dominio
catalitico de las MMP que muestra los elementos
regulares de su estructura secundaria y los 4 cationes
(2 Zn?>* y 2 Ca?* ®, B) Vista tridimensional de la
estructura cristalina del dcMT3-MMP. Las hojas beta
son representadas como flechas y las hélices alfa
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La MT3-MMP es una endopeptidasa que degrada, de manera general, algunos

componentes de matriz extracelular tales como coldgeno tipo III, fibronectina,
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gelatina, laminina, vitronectina, y fibrina; con poca o nula actividad sobre colageno
tipo I, II, IV y V.(% 11, 50) Se encuentra expresada principalmente en melanocitos,
células microgliales, endoteliales, fibroblastos estromales, células de musculo liso y
células de cresta neural, asociando su expresion en éstas ultimas con la transiciéon
epitelio mesenquimo durante el proceso de migracion, (1) se ha demostrado que
su deficiencia provoca alteraciones en el crecimiento de debido a la disminucion de
la viabilidad de celulas mesenquimales en el tejido esquelético, causada por
inhibicién de la proliferacién y migracion de éstas celulas debido a la deficiencia de

la degradacién de colageno fibrilar de alta densidad. (22-9)

En condiciones patoldgicas se ha demostrado su participacion principalmente
durante el proceso de invasién en distintos tipos de cancer como glioblastoma,
fibrosarcoma, carcinoma renal, glioma, cancer astrocitico, melanoma (54 55
cerebro, vejiga, gastrico y de colon (56-57); se ha asociado también como uno de los
factores claves para la invasidn de meningiomas a tejido cerebral y neuronal (58);
en artritis reumatoide también se ha observado su participacion mediada por la
sobreexpresion de MT3-MMP de macroéfagos infiltrados a la membrana sinovial
(59) por otro lado, se ha demostrado su intervencion en la evolucidn de los pacientes
con aterosclerosis al promover la desestabilizacion de la placa aterosclerdtica
mediante la degradacion de la capa fibrosa o erosidén endotelial favoreciendo asi,
trombosis y formacién de aneurismas. Experimentalmente se ha observado que
MT3-MMP se encuentra expresada por macréfagos y células vasculares de musculo
liso presentes en la placa aterosclerotica. Ademas, hay un aumento progresivo
tiempo y dosis dependiente en la expresiéon de MT3-MMP en cultivos de macréfagos
en presencia de moléculas proinflamatorias como TNFa, LDLox y factor estimulante
de colonias de macréfagos (M-CSF). Ademas se observd una induccién vy
redistribucién espacial de MT3-MMP y MMP2 de espacio intracelular a membrana
plasmatica de macréfagos y espacio extracelular respectivamente, lo cual sugiere
un mecanismo en el cual moléculas inflamatorias podrian influenciar remodelacién
de la MEC y promover su degradacion mediante la regulacién positiva de MT-MMP

en leucocitos infiltrados y contribuir asi a la desestabilizacién y ruptura de la placa.
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(15, 60, 61) De manera similar, Zamacona D. 'y cols., mediante el analisis
transcriptomico de células vasculares de musculo liso humano observaron la
sobreexpresion de MT3-MMP al ser expuestas durante diferentes periodos de tiempo
a lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas emulado un ambiente
aterosclerético. Lo cual apoya su contribucion en el proceso de desestabilizacion de

la placa aterosclerotica. (62

Considerando el papel de la MT3-MMP en los proceso patoldgicos antes
mencionados, resulta casi evidente que su inhibicion pueda representar una
estrategia terapéutica potencial encaminada al desarrollo de agentes inhibidores con
una alta selectividad, los cuales requieren para su disefio la identificacion de las
caracteristicas y conformacién estructural especifica de cada MMP y de los
denominados "subsitios” de alta especificidad en el reconocimiento de sustratos e
inhibidores dentro del dominio catalitico para obtener la eficacia y selectividad

deseada debido a la homologia compartida entre las MMP.
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HIPOTESIS
La obtencion del dcMT3-MMP, purificacidon y posterior caracterizacion fisicoquimica
brinda la posibilidad del desarrollo futuro de una molécula especifica capaz de inhibir

su actividad como posible estrategia terapéutica en los procesos patoldgicos en los

cuales se encuentra involucrada.

OBJETIVO GENERAL

o Caracterizar a nivel estructural del dominio catalitico de la Metaloproteasa de
matriz 16 (MT3-MMP).

OBJETIVOS PARTICULARES

o Sobreexpresiéon en un sistema heterélogo del dominio catalitico de la

Metaloproteasa de Matriz 16 (dcMT3-MMP)

o Establecimiento un protocolo de purificacién del cdMT3-MMP

o Caracterizacién fisicoguimica del cdMT3-MMP.
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MATERIALES Y METODOS

> Diseno y construccion del plasmido pET27b(+)dcMT3-MMP

El plasmido que contiene el gen de la regién catalitica de la Metaloproteasa 16 fue

disefado y sintetizado por la empresa GenScript.

Descripcion del plasmido

cADN que codifica para el dominio catalitico de MT3-MMP (residuos de aminoacidos
del 124 al 295) Ligado al vector pET-27b(+)
Longitud de la construccion: 576 pb.

Peso molecular: =21 KDa

Estrategia de clonacion: Ndel y Xhol.

Resistencia: Kanamicina

PET-27b(+) sequence landmarks

T7 promoter 415431 gﬁg.ﬁ?’

T7 transcription start 414 E?Igd'(nzfgm

pelB coding sequence 278-343 ks

Multiple cloning sites E(;?nRHIﬁ;g)

(Neol-Xho1) 212279 o Ve Fif%iﬂ

HSVeTag coding sequence 164-199 Dra I5172) pu;\m( BepM 122)
Xba 1(380)

Hise Tag coding sequence 140-157

T7 terminator 26-72

lacI coding sequence 818-1897

pBR322 origin 3331

Kan coding sequence 4040-4852 ek
f1 origin 4948-5403 Sma I(4345)

Miu I(1168)

Cla 1{4162) Bcl 1{1182)

Nru 1(4128)

ET-27b(+)
P (541 4Dp)(

BStE I1(1349)
Apa I(1379)

Eco57 1(3817) BssH 11(1579)

AlwN 1(3885) Hpa 1(1674)

BssS 1(3442) PshA 1(2013)
BspLU11 1(3269) Fsp 1(2250)
Sap 1(3153) Psp5 11(2275)
Bst1107 1(3040)
Tthi11 1(3014)

Figura 7. Representacion e informacidon general del vector de expresiéon pET-27b (+)
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T7 promoter primer #69348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xbal rbs

L

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
BseR |
MNoe1]_ BsPM! pelB leader 25" Mscl Mcoll BamH| EcoR| Sacl

TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
VetLysTy’_eJLeuProThrAIOAICAIoGIyLeuLeuLeu_euAloAIoGIPProAIoWetﬁlcPetAsoIIeGIyIIeAsterAsoProAsnSe"SerSer

Eag| signal peptidase . ®
Sall Hind Il _Not| hiel HSV+Tag His+Tag
GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGATCAAACGGGCTAGCCAGCCAGAACTCGCCCCGGAAGACCCCGAGGATGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGETG
ValAsplLysLeuAloAloAlalLeuGlul leLysArgAlaSerGInProGluLeuAlaProGluAspProGluAspValGluHisHisHisHisHisHisEnd
Bpu1102 | T7 terminator

CTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

| I Il | |
M HHHHHH ENLYFQS GG G124-295K

Figura 8. Esquema de la construccion insertada dentro de los sitios de restriccion sefialados.

> Preparacion de celulas competentes y transformacion de la cepa E.
coli BL21(DE3)

Se realiz6 la transformacion bacteriana de la cepa E. Coli BL21 (DE3) la cual fue
proporcionada por el Instituto Nacional de Medicina Gendmica, con el plasmido
pPET27b(+)cdMT3-MMP mediante electroporacion.

A partir de una vial de celulas BL21 (DE3) se realizé un pre-inoculo en medio liquido
2xYT (Triptona, extracto de levadura, NaCl) e incubadas en agitacion a 37°C
durante aproximadamente 8h. A partir de este pre-inoculo se transfieren 50 ul de
bacterias a 50 mL de medio 2xYT y se incubaron en agitacion a 37°C hasta llegar a
una densidad optica entre 0.3 y 0.4. Se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min.
en refrigeracion y se retiro el sobrenadante. Se realizaron 3 lavados consecutivos
con agua milli Q y posterior al ultimo lavado, se resuspendid el botén de bacterias
en 5 mL de agua Milli Q.

Se transfirid un volumen de 500 ul se colocaron en una cubeta de electroporacion
de 1 mm (Electroporation cuvettes plus ™) y se adiciond el plasmido
pET27b(+)cdMT3-MMP a una concentracién de 50 ng. La cubeta fue colocada en el
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electroporador (ECM 399 Electroporation System, BTX Harvard aparatus) y se
realizd un pulso de 1800 v. Posteriormente, las bacterias de la cubeta fueron
resuspendidas en medio liquido 2xYT con Kanamicina [25 pug/ml] durante 3 hrs a
37°C en agitaciéon moderada para su recuperacion.

Posterior al tiempo de recuperacién, se realizé plaqueo de la suspensidon bacteriana
en medio agar LB (Sigma-Aldrich) + Kanamicina [25 pg/ml] para la comprobacion

del proceso de transformacién. Se incubd la placa durante toda la noche a 37°C.

Adicién Bacterias
a transforma“ r
' ( J)C ) e

( B ) S e———— g Medio LB+ kanamicina

Transformacién Comprobacién

Figura 9. Proceso general de transformacion bacteriana mediante electroporacién.

> Propagacion e induccion.
Pre-inoculo
Después de las 24 h de incubacién, se tomd una de las colonias formadas con un
asa estéril para su propagacion, se inoculé en 50 mL de medio liquido 2xYT (Sigma-

Aldrich) / kanamicina (25 ng/mL) previamente esterilizado. Se incub6 a 37°C/ 8-10

h en agitacién constante.
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Propagacion

A partir del pre-inoculo y pasado el tiempo de incubacién, se transfirieron 500 nl del
pre-indculo a 500 mL de medio liquido 2xYT / kanamicina (25 pg/mL) previamente

esterilizado.

Extraccion de ADN plasmidico

Como medio de verificacion de la secuencia clonada y de que la colona seleccionada
contaba con la informacion genética apropiada para la expresion de la proteina, se
realizd la extraccion y purificacion del material genético del plasmido (QIAprep®
Spin Miniprep kit) para su posterior secuenciaciéon por electroforesis capilar en la

Unidad de Secuenciacion del Inmegen (AB 3730xI DNA analizer) .

Induccion de expresion del cdMT3-MMP

Se incubd a temperatura ambiente en agitacién constante hasta que el medio
alcanzé una densidad optica 0.7 < DO < 0.9 (Ultrospec2100 pro, UV/Visible
Spectrophotometer) y se adicionaron* 500 ul de IPTG 1M (concentracidn final 1ImM)
y se incubd alrededor de 7 h en agitacién constante a temperatura ambiente.

*  Antes de agregar el IPTG, se tomo tomar una alicuota de 50 mL que se utilizo

como control negativo de induccion.
Recuperacion de células bacterianas.
Una vez pasado el tiempo de induccién, se colocd el medio en frascos de centrifuga

y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue

descartado y el botdn se almacend a -70°C hasta su uso.
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-Agar LB+

kanamicina (25 [.O * Medio liquido 2xYT + INDUCCION -
ug/mkL) Kanamicina .
L ———————— | e Tomb IPTG sli_ 6000 rpm/ 10 min/4°C
CRECIMIENTO T <0.Z7<DO <0.9 .
BACTERIANO ||l oympter i ke PROPAGACION * Toars /7 hrs ON D
EN PLACA Kanamicina (25 500 B.E
-] ug/mL) “

+37°C/8-10 hrs.

! Secuenciacién
Extracciéon de o awhome J 4
5

Figura 10. Diagrama general del proceso de propagacion de E. coli BL21 e induccion de la

expresion con IPTG.

> Purificacion

Lisis bacteriana por sonicacion.

Al botén celular obtenido, se le adicionaron de 5 a 8 mL (por cada litro de medio)
de Buffer A (Tris HCI 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, pH= 7.5)/ Coctel
inhibidor de proteasas (Calbiochem® Protease Inhibitor Cockatail Set I, Animal-
Free) 1:100, se sonicd la muestra a una amplitud de 40, se realizaron pulsos de 30
s y 1 min entre cada pulso (después de los 10 pulsos, se permitid transcurrir 2
minutos entre cada pulso). Todo el proceso de lisis se realizd en hielo. Una vez que
la muestra se observé lisada, se centrifugd a una velocidad de 14,000 rpm/30 min
(se repitid el paso de centrifugacién hasta que el sobrenadante se observara sin

restos bacterianos) y se recupero el sobrenadante.
Separacion por afinidad con resina de niquel
Al sobrenadante obtenido después de la lisis y centrifugacion, se le anadieron 600

ul de Resina de Niquel (Qiagen® Ni-NTA agarose) por litro de medid, se incubd
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durante 1 h/ 4°C en agitacion constante. Una vez pasado el tiempo de incubacion,
se centrifugd la muestra durante 10 minutos / 6000 rpm/4°C vy se desecho el
sobrenadante. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con Buffer A (Tris HCI 50
mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, pH= 7.5), y después del ultimo lavado, se
agregaron 5 mL de Buffer B (Tris HCI 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM, pH=
7.5). Se centrifugd a 6000 rpm/10 minutos/4°C y se recupero el sobrenadante.

El sobrenadante se almaceno a 4°C hasta su uso.

Cromatografia en fase reversa (Sistema Ci1s-HPLC).

Equipo: Waters-Alliance

Modulo de separacion : waters 2695

Detector de matriz de fotodiodos, waters 2996
Columna Xterra RP18. 5um, 4.6 x 250 mm
Diametro interno (id) : 4.6 mm

Longitud 250: mm

Tamano de particula :5 um

Tamafio de poro : 1254

Rango de pH: 2-12

Después del acondicionamiento del equipo, se realizaron inyecciones consecutivas
de 100 pul cada una, de la muestra obtenida mediante afinidad con resina de niquel

con el siguiente programa:

Tiempo Flujo %A (H20, 0.1%  %B (ACN, 0.1%
TFA) TFA)
0 0.50 100 0.0
2.00 0.50 100 0.0
10.00 0.30 55 45.0
70.00 0.30 20 80.0
75 1.0 0 100
80 1.0 100 0

Tabla 5. Programa del gradiente de purificacién mediante cromatografia en fase reversa Cis-HPLC.
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Las fracciones fueron colectados en tubos de 1.5 mL, se eliminé completamente el
agua, TFA y ACN por evaporacion (Eppendorf Concetrator 5301), y las fracciones

fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

Cada paso de purificacion fue comprobado mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15% (Mini-PROTEAN®

Electrophoresis System).

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL dcMT3-MMP

Identificacion de la proteina recombinante mediante espectrometria de

masas
Con el objetivo de identificar los péptidos observados en la electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de una fraccién obtenida de
cromatografia en fase reversa que corresponde al cdMT3-MMP se realizé el analisis
por espectrometria de masas para la obtencién de mapas de masa del péptido y
posterior busqueda en una base de datos mediante el protocolo establecidos por la
Unidad de Protedmica Medica del INMEGEN.
Se cortaron manualmente algunas de las bandas de mayor intensidad del SDS-PAGE
(figura 18A), las cuales fueron procesadas de la siguiente manera:
Las bandas fueron reducidas con DTT 10 mM, alquiladas con Iodoacetamida 100
mM y destefidas con ACN: NH4HCO3 50 mM (50:50 v/v); la digestién proteica se
llevo a cabo durante 18 horas a 37°C con tripsina grado masas (Promega V528A).
Se extrajeron los péptidos obtenidos de la digestién (ACN:H20: acido férmico
50:45:5 v/v), se concentrd la muestra y se desald utilizando una punta ZipTip C18
para cada muestra. La muestra se coloco en la placa utilizando como matriz acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-Aldrich ® ) y se analizaron en un espectrometro de
masas MALDI TOF/TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight/time-of-flight) 4800 (AB Sciex).
Con los espectros MS/MS obtenidos se realizd una busqueda con el algoritmo

Paragon del software ProteinPilot, con un porcentaje de confianza del 66%.
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Identificacion de la proteina recombinante mediante Western Blot

Posterior al analisis de la muestra purificada mediante espectrometria de masas, se
procedid a la comprobacion de la identidad de las proteinas observadas en el SDS-
PAGE mediante western blot.

Se prepard una muestra de enzima de las fracciones obtenidas por FR-HPLC a una
concentracidon de 0.5 mg/mL en Buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=7.5).
Se realizd6 una SDS-PAGE y una posterior transferencia durante 2 h/100 V. en
membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) previamente activada con metanol
y lavada con buffer de transferencia (Tris-Glicina ¢/10% MeOH). Posterior a la
transferencias se realizd el bloqueo con una solucion de albumina/leche (3 y 4%
respectivamente) durante 1 hora. Después del tiempo de bloqueo, se realizaron 3
lavados consecutivos de 8 minutos cada uno con solucién TBST 1X (TBS-Tween).
Después del ultimo lavado, se adicioné el anticuerpo primario a-MMP16 (GeneTex,
Rabbit polyclonal) 1:10 000 en solucion TBST/leche 1%, durante toda la noche a
40C en agitacion constante. Pasado el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados
consecutivos de 8 minutos cada uno con solucion TBST 1X. Posterior al ultimo
lavado, se agregd el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (a-
Rabbit IgG (H+L) Jackson immunoResearch) 1:20,000 en solucidon TBST/leche 1%,
durante 1 h a temperatura ambiente en agitacién constante. Después del tiempo de
incubacion se realizaron 3 lavados consecutivos de 8 minutos cada uno con solucion
TBST 1X. Se reveld la membrana mediante una reaccion quimioluminiscente por la
oxidacién catalizada por la peroxidasa de rabano en presencia de peréxido de
hidrogeno (Immobilon™ Western, Millipore) y un tiempo de exposicion de 30 s - 1
min (UVITEC HD6).

Electroforesis nativa simple (CN-PAGE)

Con el objetivo de evidenciar posibles interacciones y/o formacion de multimeros de

la proteina recombinante en solucién obtenida después del proceso de purificacién,

se prepard una muestra de enzima purificada a una concentracién de 0.5 mg/mL en
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buffer C (Tris HCI 25 mM/NaCl 50 mM pH=7.5) y se realizé una electroforesis nativa

simple (Mini-PROTEAN® Electrophoresis System) vy tincion con azul de Coomassie.
Dicroismo circular

Una vez asegurada la identidad de la proteina obtenida después del proceso de
purificaciéon, se procedid al andlisis estructural a nivel secundaria mediante
dicroismo circular. La muestra fue enviada al Laboratorio de especialidades
inmunolégicas S.A. de C.V. y siguiendo su protocolo se analizd una muestra de
enzima llevada a una concentracion de 0.5 mg/mL en buffer C (Tris HCl 25 mM/NaCl
50 mM pH=7.5). El espectropolarimetro empleado se ajusté a una longitud de onda
en el UV lejano de 190 a 240 nm a 25°C. Se realizd el analisis de datos por
DichroWeb.

Actividad autoproteolitica del cdMT3-MMP en presencia de sus cofactores

Con el propédsito de comprobar la capacidad de autoprotedlisis en presencia de sus
cofactores y como indicio indirecto de su actividad enzimatica se preparé una
muestra de enzima a una concentracion de 0.5 mg/mL en buffer C (Tris HCI 25 mM,
NaCl 50 mM, pH=7.5) y fue dividida en dos fracciones, a la fraccién 2 se agregé el
volumen necesario a partir de un stock de ZnSO4 1mM / CaCl, 625mM para cumplir

con las siguientes condiciones:

ZnS044uM /

Fraccion/ ) Batimastat 50
., Concentracion Buffer C CaCl2 2.5
Condicion uM
mM
1 0.5 mg/mL X - -
2 0.5 mg/mL X X -

Tabla 6. Condiciones utilizadas para la comprobacién de la capacidad
autoproteolitica del dcMT3-MMP.
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Para determinar el tiempo en el que el cdMT3-MMP comienza a mostrar dicha
actividad se monitoreo dicha accion durante 24 h posteriores a la adicion de sus

cofactores.

Se prepard una muestra de enzima a una concentracién de 0.1 mg/mL en Buffer C
(Tris HCI 25 mM/NaCl 50mM pH=7.5) + ZnS04 4uM / CaCl, 2.5 mM. y se incubo a
40C sin agitacion durante diferentes tiempos (tiempo “cero”, 30 min, 1, 2, 4, 8, 12
y 24 hrs.)

Posterior a los tiempos de incubacidn se realizd una electroforesis en gel de

poliacrilamida y tincion con Azul de Coomassie.

Inhibicion con Batimastat de la actividad autoproteolitica del cdMT3-MMP

en presencia de sus cofactores.

Para determinar la capacidad de inhibicion y concentracién del Batimastat de la
actividad autoproteolitica de la cdMT3-MMP, una muestra de enzima fue llevada a
una concentracién de 0.1 mg/mL en buffer Tris HCI 25 mM/NaCl 50mM/ ZnS04 4uM
/ CaCl> 2.5 mM, pH=7.5 fue dividida en fracciones y puesta en presencia de
concentraciones crecientes (10, 30, 50, 80, 100, 150 y 200 uM) de Batimastat
(Sigma-Aldrich) resuspendido en DMSO absoluto [3mM].

La condicidon de cada muestra se resumen en la siguiente tabla:

Buffer Tris

Muestra HCI2smM/Nacl o 0tMM/  ootimastat DMso
50 mM pH=7.5 CaCl 2.5 mM
1 X X 10 uM X
2 X X 30 uM X
3 X X 50 uM X
4 X X 80 uM X
5 X X 100 uM X
6 X X 150 uM X
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7 X X 200 uM X
Control 1 X = - =
Control 2 X X - X
Control 3 X X - X

Tabla 7. Condiciones de cada muestra para el ensayo de inhibiciéon de actividad

de la MT3-MMP en presencia de Batimastat.

Después de 24 horas de incubacién a 4°C sin agitacién, se realizé una electroforesis

en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio y tincion con Azul de Coomassie.

Fluorescencia intrinseca

Con la finalidad de obtener informacion acerca de los posibles cambios
conformacionales que pudiera sufrir la proteina con modificaciones ambientales
como variaciones en el solvente y temperatura se realizaron ensayos de
fluorescencia intrinseca.

Se prepard una muestra de enzima de las fracciones obtenidas por FR-HPLC a una
concentraciéon de 0.5 mg/mL en Buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=7.5),
se separo en 3 fracciones y a cada fraccidn se agregd el volumen necesario a partir
de un stock de ZnSO4 1mM / CaCl, 625mM y un stock de Batimastat (3mM) para

cumplir con las siguientes condiciones:

) ZnS044uM / .
Fraccion/ i Batimastat 50
., Concentracion Buffer C CaCl2 2.5
Condicion uM
mM

1 0.5 mg/mL X - -

2 0.5 mg/mL X X -

3 0.5 mg/mL X X X

Tabla 8. Condiciones experimentales de cada muestra analizada para el ensayo de fluorescencia

intrinseca.
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Para cada condicion se prepard una muestra blanco, la cual fue leida en el
fluorimetro (Fluorolog Horiba Jobin Yvon ) a 25°C/ fex =280 nm /Aem=310-410 nm
previo al analisis de cada condicion.

De cada una de estas condiciones, se tomaron 50 ul y fueron resuspendidos en 450
uL de buffer blanco para cada condicién en una celda de cuarzo.

Se realizé un monitoreo de la emisidén de fluorescencia (hem=310 a 410 nm) a una
Lex=280 nm en un rango de temperatura de 25 a 80°C (25, 30, 40, 50, 60, 70 y
80°C).

Posteriormente, para evaluar la capacidad de la proteina de regresar a su estado
conformacional inicial después de ser expuesta a 80°C, se regreso a la temperatura
inicial (25°C) y se realizaron nuevamente dos lecturas de la misma muestra

contenida en la celda.

450 uL Buffer

100 mL cdMMP16 [0.5 mg/mL]
Tris HC1 256 mM/NaCl 50 mM
pH=1.5

N 310 2 410 nm
I N 2

J
\/ 50 ul
v mezcla
200 mL cdMMP16 [0.5 mg/mL]
cdMMP16 [0.5 mg/rm] Tris HC1 25 mM/NaCl 50 mM + Zn/Ca

Tris HC1 25 mM/NaCl 50 mM pH=7.5 25 a 80°C
pH=1.5 + 2 X 25°C final

N 'd

280 nm

3
v/

200 mL cdMMP16 [0.5 mg/mL]
Tris HC1 25 mM/NaCl 50 mM +

Zn/Ca+ Batimastat
pH=1.5 —

Figura 11. Esquema general del ensayo de fluorescencia intrinseca para las tres condiciones

analizadas.
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Finalmente, como evidencia adicional del comportamiento de la enzimas bajo estas
condiciones se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio (SDS-PAGE) vy tincién con Azul de Coomassie de las muestras 1,2 y 3 del
ensayo de fluorescencia 24 h y 6 dias posteriores a su preparacion. Las muestras

fueron almacenadas durante este tiempo a 4°C sin agitacion.

Nota. La fraccion 2 fue nuevamente analizada mediante Fluorescencia
intrinseca con el mismo procedimiento antes descrito a los 6 dias posteriores a la

preparacion de la muestra.
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RESULTADOS

> Diseio de la construccion

Después de la transformacidon, como proceso de verificacion de que la colonia
seleccionada era optima para la expresion de la proteina de interés (MT3-MMP), con
el material genético plasmidico extraido y purificado se realizé su secuenciacién por

el método de Sanger y se obtuvo el siguiente Electroferograma:

TR RN R e e R R R R e R R RN NN RN RN RN RN RN RN R RN R RN R RN AR A i ARR NN N RN RN R R RRRRRRNEND
F AT G CACCACGACCACCACCACS AG AACC TG TACT T.T CAG AGC GGT.GGCGE TCAGAAGT GGCAACACAAACACAT CACC TATAGCAT TAAGAACG TGACCCCG AAAGT TGGCGACCCGG AAACCCG T AAG
5o 75 £t 50 35 356 356 356 40 =3 S 376 380
ERRRR RN RN RN RN RN AR RN e R R R R e e RN N w nnd RN R NRRR RN R RN RN NN RN RN RN RN RN RN RN RN RN AR N R RN RRRRRERNRNENE
IGCGATCCGTCGTGCGTITGATGTGT GGCAAAACGT TACCCCGC TG ACCT T CGAGG AAGTGCCG TACAGCG AGCTG GAAAACGGCAAACG TGACG T TGATAT TACCAT CAT TT TCGCGAGCGGCT T T.CACG:
190 200 276 226 250 245 256 260 276 250 290 360 3%
IR RN R R RN RN NR NN RN RN RN RN RN RN RN R R e R nn e N RN R RN RN A RNRRRRRRRRRRRRENN]
GTGACAGCAGCCCGT L.CGAT GGCGAGSGCGG TTTTCTIGGC GCATGCGTAT TTT CC GGG TCCGGGTATCG GCGGTG ACACCCAC T T TG ACAGCGAT GAACCGT GGACC CTG GGCAACC CGAACCACGACGT
330 355 335 356 380 376 385 350 450 270 350 450 245

i)

ARy nNinnininy
GTAACGACCTGTTCCTG:
455 =

L

Figura 12. Electroferograma. Secuencia obtenida por el método de Sanger del ADN plamidico.




Como siguiente paso de verificacion, la secuencia obtenida fue “traducida” mediante
una herramienta informatica (Expasy Bioinformatics Resource Portal), la cual
muestra la secuencia de aminoacidos (en color rojo) en cédigo de una letra y en la
cual se observa la metionina (Met) como inicio de la secuencia de la MT3-MMP y

una sefal de paro o "stop” al final de la misma.

lﬂ !‘ EXPASy

5'3'Frame 3
VStopLStopEGDIHMetHHHHHHENLYFQSGGGQKWQHKHITYSIKNVTPKVGDPETRKAIRRAFDVWQNVTPLTFEEVPYSELENGK
RDVDITIIFASGFHGDSSPFDGEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHFDSDEPWTLGNPNHDGNDLFLVAVHELGHALGLEHSNDPTAIMet
APFYQYMetETDNFKLPNDDLQGIQKIYGPPDKStop LEIKRASQPELAPEDPEDVEHHHHHHStopDPAANKARKEAELAAATAE

Figura 13. Producto de la “"traduccién” de la secuencia del ADN plasmidico.

Posteriormente se realizd un alineamiento (BLASTp) de la secuencia de aminoacidos
mostrada en la figura anterior (Fig. 13) y se realizé una blsqueda de coincidencias
en una base de datos que arrojaron la siguiente informacién en cuanto a la identidad

de la proteina expresada:

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

BLAST ® » blastp suite

GenPept

matrix metalloproteinase-16 precursor [Homo sapiens]
Sequence ID: NP_005932.2 Length: 607 Number of Matches: 1

Range 1: 124 to 295 GenPept
Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
358 bits(920) 2e-121() Compositional matrix adjupt. 172/172(100%) |172/172(100%) 0/172(0%)

Query 17 GOKWOEKEITYSIKNVTPKVGDPETRKAIRRAFDVWONVTPLTEFEEVPYSELENGKRDVD 76
GOKWOEKEITYSIKNVITPKVGDPETRKAIRRAFDVWONVTPLTEFEEVPYSELENGKRDVD
Sbjct 124 CGOKWOHEKHITYSIKNVTPKVGDPETRKAIRRAFDVWONVTPLTFEEVPYSELENGKRDVD 183
Query 77 ITIIFASGFHEGDSSPEFDGEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHEFDSDEPWTLGNPNHDGNDLFLY 136
ITIIFASGFEGDSSPFDGEGGFLAEAYFPGPGIGGDTEFDSDEPWTLGNPNHDGNDLELV
Sbjct 184 ITIIFASGFHGDSSPFDGEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHFDSDEPWTLGNPNHDGNDLFLYV 243
Query 137 AVHELGHALGLEHSNDPTAIMAPFYQYMETDNFKLPNDDLQGIQKIYGPPDK 188

AVHELGHALGLEHSNDPTAIMAPFYQYMETDNFKLPNDDLOQGIQKIYGPPDK
Sbjct 244 AVHELGHALGLEHSNDPTAIMAPFYQYMETDNFKLPNDDLOQGIQKIYGPPDK 235

Figura 14. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos para la busqueda de coincidencias
(BLASTp). El resultado arrojoé una equivalencia del 100 % entre la proteina sobreexpresada (cdMT3-
MMP) y el precursor de la Metaloproteasa de matriz humana encontrada en la base de datos.
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> Comprobacion de la Induccion.

Posterior a la comprobacién de la transformacion y crecimiento en medio liquido con
Kanamicina, la sobreexpresion del cdMT3-MMP con IPTG se comprobd mediante
una SDS-PAGE (15%) vy tincién con azul de Coomassie. La banda sefialada en un

recuadro rojo corresponde al peso molecular tedrico esperado. (= 21 KDa).

170

55
40

35

25
: <] ~21 KDa (cdMT3)

15

10

Figura 15. SDS-PAGE de la sobreexpresién de cdMT3-MMP. Se utilizaron 50 mL de medio con
bacterias E. coli BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pET27b(+)MT3-MMP (Densidad
Optica: 0.7 < DO < 0.9) con y sin IPTG (concentracién final 1mM). Posiciones: 1) Marcador de

peso molecular (PageRulerTM, 10 a 170 kDa), 2) Control negativo de induccién. 3) Control positivo
de induccidn.
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> PURIFICACION

Paso 1. Separacion por afinidad con resina de niquel

Después de la obtencion de proteinas solubles totales después del proceso de
induccién y sonicacioén, las proteinas afines a la resina de niquel fueron recuperadas
con una concentracién superior de Imidazol (buffer B). Entre estas proteinas se

encuentra, en base al peso molecular tedrico esperado (= 21 KDa), el cdMT3-MMP.

170 —

55 —
40

35—

25

15—

10—

Figura 16. SDS-PAGE del paso 1 de purificacidon. Separacion de cdMT3-MMP por afinidad con
resina de niquel. Se realizd el procedimiento de separacidon y recuperacion de la proteina.
Posiciones: 1) Marcador de peso molecular, 2) Sobrenadante de muestra lisada por sonicacién,
3) Sobrenadante No adherido a la resina de niquel, 4) ler lavado, 5) Recuperacién de proteina
con Buffer B (Tris HCl 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM, pH= 7.5).
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Paso 2. Separacion Cromatografia en fase reversa (sistema Cis-HPLC)

La separacién de la mezcla de proteinas solubles obtenidas por afinidad con resina
de niquel se observa en el siguiente cromatograma (Figura 17A) que muestra los
diversos componentes de la mezcla en base a sus tiempos de retencién en la
columna (C18) al aumento gradual de concentraciones de acetonitrilo segun el
programa utilizado (Tabla 5).

Cada pico fue colectado de manera independiente denominadas fracciones y para
las cuales se realizd6 una SDS-PAGE (imagen no mostrada) y se determind que el

tiempo de retencién en el método utilizado fue de 22 min. para el dcMT3-MMP.

B ---  W2996at280-PDA2100 [~ = o & o &
[l - B F & F &
5 > & 5 > &
(-2} () ‘00 (-2} () (00
&2 e & & o <&
s & RS
& o,'z’ ‘éo‘c' & o;v é'oe
Fes® & Fs® &
: [ ] [ ]
ceot  rAMTMMP 180 ——

55 m—

40  —

35—

25 —

15  ——

|
—— O O T T S e e S e e

Figura 17. Cromatograma y SDS-PAGE del paso 2 de purificacion del dcMT3-MMP. El pico que
corresponde al dcMT3-MMP tiene un tiempo de retencién de 22 minutos del método utilizado
(53%agua/47%ACN). A) Cromatograma representativo de la separacion mediante HPLC-Fase
Reversa B) SDS-PAGE. En ambos geles se colocd la muestra descrita en la misma posicidn, sin
embargo en el segundo gel se agregé mayor cantidad de la misma. Posiciones Gel 1. 1) Marcador
de peso molecular, 2) Separacion mediante resina de niquel (7 ug.). 3) Cromatografia en fase
reversa (3 pg). Posiciones Gel 2. 2 ) Separacién mediante resina de niquel (14 ng). 3) Cromatografia

en fase reversa (8 ug).
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> CARACTERIZACION DEL dcMT3-MMP

Identificacion de la proteina recombinante mediante espectrometria de
masas

Informe de resultados proporcionados por la unidad de Protedmica Medica del

Instituto Nacional de Medicina Gendmica. El andlisis realizado para las muestras

cumple los criterios asignados por la unidad segun el protocolo establecido el cual
incluye, proceso de muestras, analisis de las mismas en equipo y en software asi
como nivel de confianza establecido.

A continuacién se muestran los resultados de la identificacion de las muestra
analizadas, la primer fila de cada banda (de la 1 a la 5) descrita en la tabla hace
referencia a los resultados de la identificacion de las muestras analizadas con Protein

Pilot utilizando una base de datos de la pagina Uniprot (http://www.uniprot.org),

ambas con un porcentaje de confianza al 66%. Los resultados mediante esta técnica

confirman la identidad de la proteina sobreexpresada y purificada.

A B
Banda Nombre Especie Secuencia

1) DFVAVGANDAYQYDENLVQR
2)  DVFMGVDELQVGMRFLAETDQGPVPVEITAVEDDHVVVDGNHMLAGQKFNY
EVVARR

FKBP-Type peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase slyD E coli

2 Matrix metalloproteinse- HUMANO 1) AFDVWQNVTPLTFEEVPYSELENGKR
16 0S=Homo sapiens 2)  LPNDDLQGIQK
=23kDa | . | 1
1) HITYSIK

2)  RAFDVWQNVTPLTFEEVPYSELENGKR
HUMANO | 3)  ASGFHGDEGGFLAHAYFPGPGIGGDTHFDSDEPWTLGNPNHDGNDLFLVAVH
ELGHALGLEHSNDPTAIMAPFYQYMETDNFKLPNDDLQGIQK
4] GDRYWRYSEEMKTMDPGYPKPITVWKGIPES

Matrix Metalloproteinase-
16 0S=Homo sapiens

4 Matrix Metalloproteinase- HUMANO 1) HITYSIK
=12kDa | | (] 16 0S=Homo sapiens 2)  AFDVWQNVTPLTFEEVPYSELENGKR
Matrix Metalloproteinase- HUMANO 1) HITYSIK
16 0S=Homo sapiens 2)  RAFDVWQNVTPLTFEEVPYSELENGKRDVDITIIFASGFHGDSSPF

Figura 18. Identificacion de péptidos mediante espectrometria de masas. A) SDS-PAGE de una

muestra de dcMT3-MMP después del proceso de purificacion. Las bandas con mayor intensidad se

encuentra sefialas e identificadas con numero y color. B) Secuencias de péptidos detectados
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experimentalmente en MALDI TOF/TOF y la especie a la cual se sugiere pertenece dicha secuencia

segun la base de datos utilizada, el cddigo de colores hace referencia al tipo de coincidencia entre

resultados experimentales y base de datos. Verde: Coincidencia exacta; amarillo: cambio en

secuencia. Rojo: combinacién de cambios.

Descripcion del coédigo de colores de las secuencia detectadas

experimentalmente:

Las secuencias de color verde representan el péptido encontrado en la
muestra digerida, que tiene una coincidencia exacta con la secuencia
encontrada en la base de datos utilizada. Cuando se observan tres o mas
péptidos identificados en verde, se cuenta con un mayor porcentaje de
cobertura y en consecuencia mayor certeza en la identificacién.

La parte de la secuencia que se encuentra de color amarillo indica que para
que la secuencia del péptido determinado en la muestra analizada por masas,
coincida con la secuencia de la base de datos, es necesario considerar un
cambio en la secuencia, tal como: sustitucion de un aminoacido, una
desaminacion, etc. * Resultados no obtenidos

La parte de la secuencia que se encuentra de color rojo indica que para que
la secuencia del péptido determinado en la muestra analizada por masas,
coincida con la secuencia de la base de datos, es necesario considerar varios

cambios. Ejemplo: Sustitucién de aminoacidos, desaminacion, oxidacion, etc.
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Identificacion de la proteina recombinante mediante Western Blot

El siguiente paso de identificacién y comprobaciéon de la proteina sobreexpresada se
obtuvo mediante Western Blot, en el cual la sefial producida mediante la reaccion
guimioluminiscente (luminol + perdéxido de hidrégeno) durante el proceso de
deteccion se muestra en la siguiente figura, en la cual se observan dos senales
importantes reconocidas por el anticuerpo utilizado (a-MMP16), la primera en el
peso molecular esperado (= 21 KDa) y la segunda sefial en un peso molecular
alrededor de los 40 kDa, resultado que nos sugiere la presencia de una poblacién

de la proteina en forma de dimero.

R
K
5
&
N
I
250 =——
70 =
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Figura 19. Identificacion de la proteina recombinante mediante
Western Blot. Deteccion mediante quimioluminiscencia. MT3-MMP:
dcMT3-MMP en buffer Tris HCl 25mM, NaCl 50 mM.
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Electroforesis nativa simple (CN-PAGE)

Mediante una electroforesis nativa simple y tincién con azul de Coomassie que se
muestra a continuacion se logréo obtener informacién adicional sobre posibles
interacciones entre cadenas polipeptidicas de la proteina sobreexpresada, en decir,
el estado nativo del dcMT3-MMP obtenido. La electroforesis revela una sefal intensa

alrededor de los 40 kDa que sugiere la formacién de dimeros en solucion.
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Figura 20. Electroforesis nativa simple del dcMT3-MMP.
Comprobacién del estado nativo de la enzima en condiciones no
desnaturalizantes. Posiciones 1) Marcador de peso molecular 2)
dcMT3-MMP en buffer Tris HClI 25mM, NaCl 50 mM, pH= 7.5
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Dicroismo circular

A través del anadlisis de la muestra mediante los espectros de absorcién obtenidos
mediante dicroismo circular del dcMT3-MMP se logrd adquirir informacion sobre el
arreglo espacial a nivel secundario de ésta, los espectros obtenidos juntos con la
interpretacién de los mismos mediante DichroWeb en cuanto a las estructuras

detectadas se muestran a continuacion.
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Figura 21. Espectro de Dicroismo circular del dcMT3-MMP a 25°C analizados por DichrowWeb. En la
tabla se muestra el resultado del analisis del espectro. Referencia para analisis. Sreerama, N. And
Woody, R.W. (2000), Analytical Biochemistry, 287, 252-260. Helix 1 (alfa hélice regular), Helix 2
(alfa hélice distorsionada), Strand1 ( beta plegada regular), Strand2 (beta plegada distorsionada),
Turns (giros) , Unordered (desordenadas).
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Actividad autoproteolitica del cdMT3-MMP en presencia de sus cofactores

Como medida de la actividad del dcMT3-MMP en presencia de sus cofactores y
posible autoprotedlisis reportada en estudios previos, mediante una SDS-PAGE y
tinciéon con azul de Coomassie 24 hrs. posteriores a la adicion de sus cofactores se

demostro dicha actividad autoproteolitica como se muestra a continuacion:
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Figura 22. Actividad autoproteolitica del dcMT3-MMP. SDS-PAGE y tincidn con Azul de
Coomassie, realizado 24 h. posteriores a la preparacion de la muestra. Posiciones: 1)
Marcador de peso molecular ( PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 a 250 kDa). 2)
dcMT3-MMPP16 en Buffer C (Tris HCI 25 mM/NaCl 50 mM pH=7.5) 3) dcMT3-MMP en Buffer
C + ZnS0O44uM / CaClz 2.5 mM pH=7.5.
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Posteriormente, una vez comprobada la autoprotedlisis de la enzima en presencia
de sus cofactores, el tiempo de dicho proceso fue monitoreada durante 24 horas y
observado mediante una SDS-PAGE 15% Yy tincion con azul de Coomassie como se
muestra en la siguiente figura, cabe sefialar que el perfil de bandeo observado en
menor intensidad se debe a que para este ensayo se utilizd una cantidad de proteina

menor a la utilizada en el ensayo anterior.
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Figura 23. SDS-PAGE vy tincién con Azul de Coomassie del monitoreo de la
actividad autoproteolitica del MT3-MMP durante 24 hrs. Posiciones: 1)
Marcador de peso molecular 2) dcMT3-MMP en presencia de sus cofactores al
tiempo “cero”, carril 3-9, dcMT3-MMP en presencia de sus cofactores al
tiempo “30 min”, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 h. respectivamente.
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Inhibicion con Batimastat de la actividad autoproteolitica del dcMT3-MMP

en presencia de sus cofactores.

La capacidad de inhibicion de diferentes concentraciones de Batimastat sobre el
dcMT3-MMP se observd de manera indirecta mediante una SDS-PAGE vy tincion con

azul de Coomassie. Las muestras fueron incubadas durante 24 hrs/4°C.

cdT3-MMP + Zn/Ca
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Figura 24. SDS-PAGE (15%) y tincién con azul de Coomassie de la capacidad inhibitoria
de diferentes concentraciones de Batimastat sobre la actividad autoproteolitica del
dcMT3-MMP. Posiciones: 1) Marcador de peso molecular. 2) cdMT3-MMP en Buffer C
(Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=7.5) , 3) dcMT3-MMP en Buffer C + ZnS04 4uM /
CaCl2 2.5 mM, posicién 4 a 10) dcMT3-MMP en Buffer C + ZnS044uM / CaCl2 2.5 mM +
Batimastat 10, 30, 50, 80, 100, 150 y 200 uM respectivamente. 11) dcMT3-MMP en
Buffer C + ZnS0O44uM / CaClz 2.5 mM + 5uL DMSO absoluto.
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> Fluorescencia intrinseca

Los espectros de emisién (310 a 410nm) obtenidos que nos proporcionan un
acercamiento del estado conformacional de la proteina en solucion de cada una de
las condiciones utilizadas (buffer) y en un intervalo de temperatura que va de 25 a

80°C se muestra a continuacion.

Condiciéon 1. dcMT3-MMP en buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=7.5)

A) . . L, B) U. Fluorescencia = f( Longitud de onda emisién)
U. Fluorescencia = f( Longitud de onda emisién) (25°C)
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Temperatura | 25°C | 30°C | 40°C 50°C 60°C | 70°C | 80°C Temp. 25°C inic. 25C rep 25°C rep 2
Amax_em 341 342 342 342 344 352 352 Amax_em 341 341 339

Figura 25. Graficas comparativas de los espectros de emision de 310 a 410 nm de una muestra de
enzima a una concentracion final de 0.05 mg/mL en buffer C ( Tris HCl 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5)
excitada a una A=280 nm A) Espectros de emisiéon dependiente de la temperatura (25, 30, 40, 50,
60, 70 y 80°C). B) El espectro denominado 259C inicial es el resultado obtenido previo al aumento
de la temperatura, 259C rep y 25°C rep2 son los espectros consecutivos obtenidos al enfriar la
muestra en el equipo desde 80°C hasta 25°C nuevamente. En las tablas se muestran las longitudes

maximas de emision a cada temperatura a la que fue sometida durante el ensayo.
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Condicion 2. dcMT3-MMP en buffer C ( Tris HCl 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5) + ZnS04 4uM
/ CaCl2 2.5 mM

A) U- flouorescencia = f( Longitud de onda) B) U. fluorescencia = f (Longitud de onda)
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Amax_em 339 336 333 336 343 345 348 Amax_em 339 340 338

Figura 26. Graficas comparativas de los espectros de emision de 310 a 410 nm de una muestra de
enzima a una concentracion final de 0.05 mg/mL en buffer C ( Tris HCl 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5)
en presencia de sus cofactores (ZnS044uM / CaCl2 2.5 mM) excitada a una A=280 nm A) Espectros
de emisién dependiente de la temperatura (25, 30, 40, 50, 60, 70 y 80°C). B) El espectro
denominado 25°C inicial es el resultado obtenido previo al aumento de la temperatura, 25°C rep y
259C rep2 son los espectros consecutivos obtenidos al enfriar la muestra en el equipo desde 80°C
hasta 25°C nuevamente. En las tablas se muestran las longitudes maximas de emisién a cada

temperatura a la que fue sometida durante el ensayo.
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Condicion 3. dcMT3-MMP en buffer C ( Tris HCI 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5) + ZnSO44uM
/ CaClz2 2.5 mM + Batimastat (50 uM)

A) U. fluorescencia =f(longitud de onda) B) U. fluorescencia = f(longitud de onda)
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Figura 27. Graficas comparativas de los espectros de emisidon de 310 a 410 nm de una muestra de
enzima a una concentracion final de 0.05 mg/mL en buffer C ( Tris HCl 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5)
en presencia de sus cofactores (ZnSO44uM / CaCl2 2.5 mM) y Batimastat (50uM) excitada a una
2=280 nm A) Espectros de emisidon dependiente de la temperatura (25, 30, 40, 50, 60, 70 y 80°C).
B) El espectro denominado 259°C inicial es el resultado obtenido previo al aumento de la temperatura,
259C rep y 25°C rep2 son los espectros consecutivos obtenidos al enfriar la muestra en el equipo
desde 80°C hasta 25°C nuevamente. En las tablas se muestran las longitudes maximas de emision

a cada temperatura a la que fue sometida durante el ensayo.
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Condicion 2. dcMT3-MMP en buffer C ( Tris HCI 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5) + ZnSO44uM
/ CaClz 2.5 mM

(6 dias posteriores a su preparacion)

A) U. fluorescencia=f(Longitud de onda) B) U. fluorescencia = f (longitud de onda)
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Figura 28. Graficas comparativas de los
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longitudes maximas de emisién a cada temperatura a la que fue sometida durante el ensayo. C)
Comparacién de los espectros de emisidon a una temperatura de 25°C del dia 1 y dia 6 de la

preparacion de la muestra.

Longitud de onda (Amax_em) = f(temperatura)
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Figura 29. Grafica comparativa del comportamiento de las maximas longitudes de onda
de emision de cada condicion en funcion de la temperatura. Condiciéon 1. dcMT3-MMP en
buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=7.5), Condicidon 2. dcMT3-MMP en buffer C (
Tris HCI 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5) + ZnS04 4uM / CaCl; 2.5 mM, Condicién 3. dcMT3-
MMP en buffer C ( Tris HCI 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5) + ZnS044uM / CaCl. 2.5 mM +
Batimastat (50 uM).
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SDS-PAGE. Por ultimo y como muestra del efecto de la presencia de los cofactores
y Batimastat sobre el comportamiento de la enzima en funcién del tiempo, se realizd
una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio al 15% en los
cuales se observa un patron de bandeo distinto en la condicién 2 (dcMT3-MMP en
buffer C ( Tris HCI 25mM/ NaCl 50mM pH=7.5) + ZnSO4+4uM / CaCl: 2.5 mM)) entre las
primeras 24 hrs y los 6 dias posteriores a su preparacion, lo cual demuestra que la
actividad autoproteolitica de la proteina continua, asi mismo, se hace evidencia de

la capacidad inhibitoria del Batimastat durante en el tiempo que fue monitoreado.
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Figura 30. SDS-PAGE de la enzima bajo 3 condiciones de disolvente 24 horas y 6 dias posteriores
a su preparacién. Posiciones. 1) Marcador de peso molecular. 2) Condicién 1. dcMT3-MMP en buffer
C(Tris HCl 25mM, NaCl 50 mM, pH=7.5), 3) Condicion 2. dcMT3-MMP en buffer C en presencia de
sus cofactores (ZnSO4 4uM / CaCl. 2.5 mM). 3) dcMT3-MMP en buffer C en presencia de sus
cofactores (ZnSO44uM / CaCl2 2.5 mM) y Batimastat (50 uM). Las muestras fueron almacenadas a
40C/ sin agitacion durante el tiempo descrito.

69



DISCUSION

Durante las ultimas décadas los esfuerzos para desarrollar moléculas capaces de
actuar como inhibidores de la actividad de las metaloproteasas (MMP) ha ido en
aumento debido al papel que éstas desempefian en una variedad de patologias
favorecidas principalmente por un fino desbalance entre las formas activas de MMP
y sus inhibidores naturales (TIMP), lo cual promueve una degradacion excesiva de
los componentes de MEC.

El disefo de estas moléculas habia sido basado particularmente en los sustratos de
las MMP, es decir, moléculas con secuencias analogas al sitio de corte, las cuales
mediante la unidén al ion Zinc del sitio catalitico bloquea su actividad; sin embargo,
estas moléculas debido a la similitud del sitio catalitico entre MMP y por ende, su
amplio espectro de accién, carecen de selectividad, ademas, algunos efectos
adversos durante los ensayos clinicos limitaron sus aplicaciones terapéuticas(#8) por
lo que algunas caracteristicas necesarias como alta selectividad, afinidad, potencia
de inhibicion y biodisponibilidad oral han sido el objetivo principal de estudio y con
el uso de técnicas de analisis tridimensional y cristalografia en rayos-X de las MMP
se han logrado disefiar moléculas con dichas caracteristicas en base al conocimiento
del sitio catalitico, subsitios, especificidad de unién a sus sustratos e inhibidores y
mecanismo catalitico con base en su conformacion estructural y secuencia. (59)

En el presente trabajo abordamos en primera instancia la sobreexpresion y
purificaciéon del dominio catalitico de la MT3-MMP (cdMT3-MMP) con el posterior
analisis estructural y de actividad de la misma con base en la participacién de esta
proteasa en una variedad de patologias tales como, artritis reumatoide,
aterosclerosis, entre otras.

Para hacer esto posible, el primer paso consistido en el disefio y construccién del
pladsmido, asi como la eleccidon de un sistema de expresion que nos hiciera posible
la obtencién del cdMT3-MMP en cantidades suficientes para el objetivo del estudio.
El sistema de expresién consistié en el uso del vector pET-27b(+) y de la cepa
bacteriana E. coli BL21 (DE3). (67, 68)
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El vector pET-27b(+) porta un gen de resistencia a Kanamicina, el cual fue utilizado
como marcador de selectividad de colonias después de proceso de transformacion
bacteriana. La secuencia de aminoacidos que corresponde a la region catalitica (dc)
de la MT3-MMP (177 aa.) (66) se localizd entre los sitios de restriccion Ndel y Xhol

del vector, y contd ademas con un tag de Histidinas (Hisx6) en la regién N-terminal,
seguida por una secuencia target con capacidad de reconocimiento y posible corte
por la TEV-proteasa (Tobacco Etch Virus Protease) posterior a la traduccién. La
construccién final insertada fue una secuencia de un total de 192 aminoacidos con
un peso molecular de alrededor de 21 kDa.

Después del proceso de transformacion y una vez comprobada la capacidad de
sobreexpresion del dcMT3-MMP mediante IPTG como inductor de la expresion, a
través de una electroforesis en condiciones desnaturalizantes, de la mezcla de
proteinas solubles totales (SDS-PAGE), una banda intensa en el peso molecular
esperado (=21Kda) fue obtenido, en paralelo, los resultados de secuenciacion por el
método de Sanger después de la transformacion y extraccion del material genético
plasmidico, ponen de manifiesto su correcto disefo tras la posterior traduccion con
herramientas informaticas (ExPASy) y busqueda de coincidencias entre secuencias
en una base de datos (BLASTp).

Para el proceso de purificacidon, en el paso 1 se separo la proteina por afinidad por
resina de niquel, mediante la cual se forman enlaces de coordinacién con los
cationes divalentes del ion Niguel (Ni**) adherido a la resina con el tag de poli-
histidinas (HisX6) que forma parte de la proteina obtenida.(68 69) Aquellas proteinas
que no formaron estas interacciones fueron descartadas y aquellas afines a la resina
y con el uso de un eluyente con altas concentraciones de Imidazol que actia como
un agente competitivo al interaccionar de la misma manera con el Niquel, favorece
la recuperacion de entre otras, la enzima de interés. En este punto, se observa una
pureza de casi un 80%.

El paso 2, consistido en el uso de Cromatografia de fase reversa en un sistema de
alto desempefio (HPLC-FR).

Para este método, la retencién selectiva de los componentes de la muestra en la

columna utilizada (C18) como fase estacionaria, se debe a las propiedades polares
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de ésta, de los componentes de la mezcla a separar y del cambio gradual de
polaridad de la fase movil.

Nuestra fase estacionaria que consiste de un empaque hidrofébico, una base hibrida
modificada con un grupo octadecilo (cadena recta de 18 carbonos) (79, |a cual,
mediante interacciones hidrofébicas retiene los solutos inyectados, los compuestos
no polares tienden a adsorberse en la fase estacionaria y se mueven a través del
sistema mas lentamente que los solutos polares, esta retencién no se debe
necesariamente a la interaccién favorable del soluto con la fase estacionaria, sino el
efecto de repulsién del disolvente por el soluto.

Esta retencion hidrofdbica del soluto en la fase estacionaria comienza a disminuir
con el aumento gradual de las concentraciones de acetonitrilo de la fase movil, lo
que promueve la disminucion de su polaridad y menor capacidad de “repulsion” con
los compuestos retenidos por la fase estacionaria, asi, la distribucién de estos
compuestos se cambia hacia la fase mévil. (72)

El tiempo de retencién, sefalado en el cromatograma (figura 17A), para el dcMT-
MMP, fue de 22 min., tiempo en el cual fue recuperada con un porcentaje de
composicion de la fase movil de 53%agua/47%ACN.

Posterior a esto, mediante una SDS-PAGE, se observé la eliminacion casi completa
del patrén de bandeo observado antes del paso 2 de purificacion de proteinas de
alto peso molecular, sin embargo, un aparente aumento en la concentracion de
proteinas de peso molecular por debajo de los 20kDa fue visualizado, a pesar de
que el cromatograma de fase reversa pusiera de manifiesto la presencia de una
Unica poblacion de enzimas representada como un pico monodisperso al minuto 22.
Debido a esto, las bandas de mayor concentracion observadas en la electroforesis,
fueron enviadas la unidad de Proteémica Medica del Inmegen para su identificacion
por espectrometria de masas. Los resultados arrojaron dos datos importantes a
considerar, el primero de ellos fue la confirmacién de la identidad de la banda
seleccionada con base a su peso molecular, es decir, su secuencia peptidica
corresponde al dcMT3-MMP. El segundo fue que las bandas que se encuentran por
debajo de nuestra proteina de interés (<21 kDa), al menos la seleccionadas, son

identificadas como secuencias peptidicas que corresponden también al dcMT3-MMP.

72



Este hallazgo revela que la proteina se encuentra fragmentada por lo que es posible
visualizarla en la electroforesis con diferentes pesos moleculares. Esta
“fragmentacién” puede ser por varias razones, una de ellas se puede deber al
segundo paso de purificacion (Fase reversa), donde las condiciones del proceso
pueden influir sobre el comportamiento y estabilidad de la proteina, y por este
motivo tienda a la protedlisis, una posible explicacion a este comportamiento puede
ser durante la eliminacion de agua/ACN por evaporacién después de su paso por la
columna y recuperacién, ya que el aumento de la concentracién podria promover su
autoprotedlisis; Shofuda K. y cols. sugirieron la actividad autoproteolitica de la MT3-
MMP como mecanismo regulador para prevenir la actividad excesiva de MMP in vivo.
(65)

Por otro lado, debido a que estas bandas son observadas Unicamente cuando se
agregan cantidades de enzimas mayores a 8 ug, puede ser que estos péptidos ya
se encuentren previo al proceso de purificacion, y sean evidenciados cuando la
mayoria de las proteinas solubles han sido descartadas de la mezcla, esto se puede
deber a la formacion de productos truncos durante la traduccion de la proteina o
autoprotedlisis dentro de la bacteria, y debido a la conservacion de la region amino
terminal (cola poli-histidinas) son acarreados estos péptidos durante el proceso de
purificacién independientemente de su tamafo.

El siguiente paso para la confirmacién de la identidad de la proteina fue mediante
la realizacion de un Western Blot, en el cual ademas de demostrar que los péptidos
observados corresponden a la MT3-MMP, se observd una banda alrededor de los
40kDa, que debido al peso molecular, se sugiri6 que representa a una pequefa
poblacién de la proteina en su forma dimérica a pesar de las condiciones
desnaturalizantes de la electroforesis.

Esta posible formacion de dimeros ha sido uno de los modelos actuales de la
actividad de la MT1-MMP sobre la activacion de pro-MMP2(81) y degradacion de
colageno sobre la superficie celular (82), con lo cual podriamos hipotéticamente
proponer un mecanismo similar para la MT3-MMP debido que hasta el momento no

ha sido elucidado.
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Con los resultados previamente conseguidos, a pesar de la presencia de los péptidos
de bajo peso molecular identificados como propios de la enzima, se prosiguio a la
caracterizacién de ésta a dos niveles estructurales.

El andlisis de los espectros de absorcién obtenidos de dicroismo circular nos
proporcionan la informacién suficiente que corroboran una combinacién estructural
a/B del cdMT3-MMP y un correcto plegamiento de la proteina después del proceso
de purificacidon. Se sabe que la proteina contiene 3 alfas hélices y 5 hojas beta en
su estructura (73 74), |as cuales se observan en el espectro de absorcidon
representados por una banda intensa negativa con dos picos (208 y 222 nm) y una
banda positiva (entre 191-193 nm) donde la combinacién entre alfas y hojas beta
casi siempre muestra espectros dominados por el componente helicoidal.

Los giros tienen generalmente un espectro bien definido, sin embargo son dificiles
de observar en el espectro global, debido a que muestra sefiales muy parecidas a
las hélices alfa, pero de menor intensidad por lo que se debe considerar que el
espectro de absorcidén es el reflejo de la suma de sefales dadas por todos los
componentes estructurales de la proteina. (72

Dada la previamente reportada actividad autoproteolitica de la enzima en presencia
de sus cofactores por Meng F. y cols. (64, |a cual no habia sido observado en otras
MMP hasta el momento, nuestro resultado posterior a la adicion de Zn?* y Ca?*
corroboraron dicha caracteristica, la cual fue observada y monitoreada 24 hrs
después a su preparacion (fig. 22), y que una vez que los cofactores son
adicionados a la muestra, a partir de las 2 hrs (fig. 23), comienzan a hacerse
notorias otras bandas de bajo peso molecular (£ 21kDa) que corresponden a los
fragmentos de la misma enzima.

En conjunto a la determinacidn de la actividad de la proteina purifica, fue evaluada
ademas, la capacidad de inhibicidn del Batimastat con concentraciones crecientes
del mismo, donde todas las concentraciones probadas tuvieron capacidad inhibitoria
notable sobre la enzima a medida que la concentracion aumentaba ya que la
muestra de enzima con la concentracién mas baja de Batimastat (10 uM) mostro

una ligera autoprotedlisis (fig. 24).
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Una vez confirmado su correcto plegamiento a nivel secundario y un indicio de su
actividad, una aproximacion del estado estructural terciario o disposicion
tridimensional de dcMT3-MMP en solucidn, se realizd6 mediante en analisis del
espectro de emisién en la region UV-VIS entre 310-410 nm siguiendo la
fluorescencia del triptéfano después de que la muestra fue excitada a 280 nm.

Los espectros de emisién generados nos dan un acercamiento del comportamiento
estructural de la proteina cuando se encuentra en distintos ambientes acuosos, es
decir, con la comparacién de los espectros de emision de las 3 condiciones

analizadas se puede argumentar lo siguiente:

1) En todas las condiciones (fig. 25A, 26A, 27A), al aumentar la temperatura,
las intensidad de la fluorescencia disminuyd paulatinamente en funcién de su
longitud de onda, lo cual puede ser explicado como un proceso de
desdoblamiento de la proteina que experimenta cuando se encuentra
expuesta a altas temperaturas debido a la exposicion o proximidad del
triptéfano, por cambios conformacionales, a moléculas denominadas agentes
extintores de la fluorescencia que mediante interacciones moleculares
selectivas puede llevar a un apagamiento de la fluorescencia, o en otras
palabra, una disminucion del rendimiento cuantico del triptéfano debido a que
no todas la moléculas que se excitaron inicialmente retornan al estado basal

de energia por emision de fluorescencia.

2) La disminucion de la fluorescencia en respuesta al aumento de la temperatura
no fue el Unico fendmeno observado, ademas de esto, se evidencidé un cambio
en los maximos de emisidén iniciales en cada una de las condiciones, es decir,
de los 25°C a los 80°C (el maximo de emisidon comenzd a desplazarse hacia
longitudes de onda superiores a 340 nm. (353, 348 y 349, condicién 1, 2y 3
respectivamente), lo cual apoya el punto anterior, es decir, el cambio
conformacion que sufre la proteina, ademas de resultar en una disminucién

del rendimiento cudntico del triptéfano, también sugiere procesos de

75



disipacion de energia debido a su exposicion al disolvente, ya que el fotdn de
energia emitido es de menor energia que el fotén absorbido por el fluoréforo.
Como ya se menciond, la localizacion de los residuos de triptéfano se
encuentran generalmente formando parte del nucleo hidrofilico de las mismas
y por lo tanto, se encuentra en regiones donde las moléculas de agua tienen
poco acceso, el espectro de emisién del mismo, se corre hacia el ultravioleta
con maximo de emisién generalmente en 330 nm. Esto se debe a que la
energia emitida es mayor que cuando la cadena lateral se encuentra en
contacto con el disolvente, donde parte de la energia es transferida a las
moléculas de agua y por lo tanto la longitud de onda del maximo de emision
es mayor (340-350 nm) lo cual confirma el proceso de desplegamiento o
desnaturalizacién del estado plegado inicial con el aumento gradual de

temperatura. (75, 76, 77)

3) Respecto a la influencia del disolvente (condicion) en el cual se encuentra la
proteina sobre su conformacion espacial, en el espectro de emisién se observa
una diferencia importante entre cada una de las condiciones utilizadas:

El primer cambio observable resulta de la adicién de los cofactores Zn/Ca al
ambiente acuoso en el que se encuentra la proteina, los cuales parecen
proporcionarle mayor estabilidad y resistencia al desplegamiento con los
aumentos graduales de temperatura y se observd que la condicion 1 (Buffer
C, Tris HCI/NaCl pH=7.5) con un maximo de emisidn inicial a los 25°C de 341
nm (fig. 25) mostré un aumento gradual en las longitudes de onda de maxima
emision hasta llegar a los 80°C (352 nm), en cambio en la condicion 2 (Buffer
C + Zn/Ca), con un maximo de emision inicial de 339 (fig. 26), mostro una
tendencia contraria hasta los 50°C, es decir, las longitudes maximas de
emisién disminuyeron hasta 336 nm, a partir de los 60°C hasta 80°C cambid

nuevamente hacia longitudes de onda mayores hasta llegar a los 348 nm.

4) La tercera condicién (fig. 27) en la cual se adiciond, ademas de los cofactores

(Zn/Ca), un inhibidor no selectivo (Batimastat) mostré una tendencia similar,
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5)

aunque la posible tolerancia a los cambios de temperatura fue mayor que la
condicion 2, la Amax_em inicial (25°C) igual a 335 nm, disminuyd conforme la
temperatura iba en aumento hasta los 70°C (329 nm) , sin embargo, a los
800°C la Amax em aumentod subitamente hasta 348nm.

Estos resultados demuestran la influencia del ambiente acuoso en el cual se
encuentra la proteina, se observa que desde la temperatura inicial (25°C) su
espectro de emision es distinto en respuesta a su conformacién posterior a la
adicién de sus cofactores, lo cual ha sido evidenciado por Yang H. y cols. para
la MMP-1 donde demostraron la importancia de los iones de Zinc para el
mantenimiento tanto de la estructura secundaria como terciaria.(8%) Nuestros
resultados fortalecen dichas aseveraciones ademas de demostrar que estos
iones y la presencia de un inhibidor proporcionan estabilidad a los cambios

de temperatura a los cuales fue expuesta la enzima.

Por ultimo, se advirtid que la exposicion de los residuos de triptofano por
cambios conformacionales en respuesta al aumento de la temperatura es
reversible (fig. 25B, 26B y 27B) , lo cual fue evidenciado al lleva de regreso
a la enzima en solucién en cualquier condicién a la temperatura inicial (25°C),
debido a que el espectro de emision no tiene una diferencia significativa a la
de inicio, resultado que es sugerente de la capacidad de la proteina para

adquirir su estado conformacional inicial.

Debido a que los cambios en la composicién del disolvente (adicion de Zn/Ca vy
Batimastat) parecian proporcionar un cambio estructural a la proteina, era probable
que este efecto pudiera de alguna manera, ser percibido en una electroforesis (SDS-
PAGE), con la cual a las 24 hrs posteriores a la preparacion de las muestras (fig.
30) se observd lo siguiente: La condicién 1, en donde la proteina se encuentra
disuelta en el buffer C (Tris HCI 25 mM, NaCl 50 mM, pH=7.5), se visualiza el mismo
comportamiento observado desde su purificacion, ya que se muestran los mismos
péptidos previamente analizados por espectrometria de masas. En la condicion 2,

al agregar los cofactores Zn/Ca a la mezcla, después de 24 horas la proteina es
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escindida en pequenos (péptidos como ya se habia observado en un experimento
previo), sin embargo, la adicién de Batimastat (condicién 3) detiene dicha actividad
autoproteolitica. Ademas de este hallazgo, otra observacién notable fue la
desaparicion, en la condicion 2 (buffer Tris HCI/NaCl, pH=7.5 + Zn/Ca) de una
banda alrededor de los 40KDa, lo que refuerza su identidad propuesta evidenciada
mediante Western Blot y electroforesis nativa simple, ya que su notable
“desaparicion” es debido a la autoprotedlisis que experimenta.

Dicho ensayo (SDS-PAGE) fue repetido 6 dias posteriores a la preparacion de las
muestras (3 condiciones) y se observd una modificacién en el Patron de bandeo
para la condicién 2, lo cual indica que la autoprotedlisis continua, resultado que fue
reforzado con un ensayo adicional de fluorescencia intrinseca para la condicién 2
(fig. 28), donde los maximos de emisidn muestran un cambio significativo desde
la temperatura inicial (25°C) comparando el dia 1 con el dia 6 ( 339 y 351 nm
respectivamente), asi mismo, aunque se observa la misma tendencia de
disminucion de la fluorescencia, la variacion de los maximos de emision al aumentar
la temperatura es poca, por otro lado, al regresar la temperatura de 80 a 25°C, la
capacidad de replegamiento desaparece, lo cual es razonable debido a la

fragmentacién de la enzima provocada por autoprotedlisis.

78



CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

El sistema de expresién utilizado fue atil para la obtencién de la region
catalitica de la MT3-MMP insertada en el vector de expresidon utilizado.
Mediante secuenciacién se comprobé la identidad de la secuencia insertada
en el vector de expresion, que pertenece a la regidn catalitica de la MT3-MMP.
La secuencia de purificacion en dos pasos utilizado (afinidad a niquel y HPLC-
Fase reversa), cumple con el primer objetivo planteado a pesar de que en la
electroforesis se observa un bandeo dificil de eliminar mediante estas técnicas
debido a la coelucién de estos péptidos. En base a los resultados de
espectrometria de masas y western blot se confirmd que estos péptidos
pertenecen a la proteina misma.

La adicién de Zn/Ca como cofactores, le confieren a la proteina actividad
autoproteolitica, la cual es inhibida al anadir Batimastat, estos dos resultados
nos dan un indicio de que la proteina sobreexpresada y purifica se encuentra
activa y por ende, puede ser usada para futuros ensayos de actividad
enzimatica.

Los métodos de caracterizacién utilizados (Dicroismo circular y Fluorescencia
intrinseca) nos muestran presuntamente el correcto plegamiento de la
proteina con base en los cambios conformacionales observados que sufre en
distintos ambientes acuosos asi como con el aumento de la temperatura y su

capacidad de replegamiento por accidon térmica.

PERSPECTIVAS

Los resultados mostrados en el presente trabajo que pretende evidenciar la

capacidad de obtencion y purificacion del dcMT3-MMP con un correcto plegamiento

y aparente actividad enzimatica sientan las bases para futuros estudios de actividad

enzimatica en presencia de su sustrato, afinidad e inhibicion con moléculas

sintetizadas y en desarrollo con dicha capacidad y mayor selectividad que aquellas

que han sido probadas hasta el momento.
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