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INTRODUCCION

1. Biotecnologia blanca y biotransformaciones

En la actualidad, existe un creciente interés en el desarrollo de procesos ambientales
mas aceptables en la industria quimica o biotecnoldgica. Esta tendencia hacia lo que
se conoce como tecnologias sostenibles se puede definir como la quimica verde o
biotecnologia blanca, en funcién del tipo de procesos, quimicos o biotecnoldgicos. La
definicion de quimica verde se formulé por primera vez en 1993 por el Programa
Quimica Verde de los EE.UU. de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). La
Biotecnologia Blanca se suele definir como la obtencion de productos de alto valor
afiadido o de servicios, en condiciones sostenibles tanto desde el punto de vista del
empleo de disolventes y de reactivos asi como en la obtencién de productos no
contaminantes y/o no agresivos con el medio ambiente, utilizando biocatalizadores
(Alcalde y col., 2006; Schmid y col., 2002; Sheldon y Van Rantwijk, 2004). Por otro
lado, la Asociacion Europea de Bioindustrias (EuropaBio) define la biotecnologia
blanca como un campo emergente dentro de la biotecnologia moderna que sirve a la
industria para producir sustancias de interés. Por lo tanto, la biotecnologia blanca
puede ayudar a contribuir a la preservacion del medio ambiente a la vez que favorece
el desarrollo industrial, mediante el empleo de productos quimicos menos peligrosos,
disolventes inocuos, (Anastas, 2010; Hernaiz y col., 2010; Horvath y Anastas, 2007),
minimizando de esta manera la produccién de residuos en lugar de remediarlo

posteriormente.

Por otro lado, las Biotransformaciones se definen como “aquellos procesos en los que
microorganismos 0 sus enzimas aisladas, transforman compuestos orgénicos de
origen sintético” (Faber, 2011). Estas reacciones quimicas catalizadas por células,
organos o enzimas aprovechan las propiedades de las enzimas, como son la
especifidad de sustrato y los elevados rendimientos de las reacciones catalizadas por

las mismas, asi como su capacidad para llevar a cabo las reacciones en condiciones
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Introduccién

de pH y temperatura no agresivas. Por esta razdn, las biotransformaciones tienen un
gran potencial para generar nuevos productos o para producir productos conocidos de

manera mas eficiente.

2. Los nucledsidos: conceptos generales

Los nucledsidos son moléculas que forman parte de la estructura de los acidos
nucleicos, se generan por medio de un enlace covalente entre una base heterociclica
purinica o pirimidinica con una pentosa ya sea ribosa o 2’-desoxirribosa. La uridina, la
citidina, la adenosina, la guanosina, la timidina y la inosina son ejemplos de

nucledsidos (Figura 1).

NH2 NH,
)
J
N
. Citidina
Adenosina
o (0]
CHj
N NH
</ ‘ NH ‘
)\ 0]
N N NH,
OH H
Guanosina Timidina

Figura 1: Nucleésidos naturales.
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Por medio de la unién de una D-ribosa o 2°-D-desoxirribosa y una base heterociclica
purica como adenina o guanina (mediante un enlace -N-glucdsido entre el carbono
anomérico del azucar y el nitrégeno N9 de la purina), o bien pirimidinica como citosina,
timina o uracilo (mediante un enlace B-N-glucdsido entre el carbono anomérico del
azucar y el nitrégeno N1 de la pirimidina) se conforman los nucledsidos naturales
(Figura 1), los cuales una vez fosforilados dan lugar a los nucleétidos, los cuales son

utilizados por todos los seres vivos para construir los acidos nucleicos (ADN y ARN).

3. Analogos de nucleésidos

En los ultimos afios se ha prestado mucha atencion al desarrollo de metodologias
eficaces para la sintesis de nucledsidos analogos, ya que estos compuestos tienen
potenciales implicaciones bioldgicas interesantes (Merino y col., 1998). Al provocarse
una pequefia alteracién en la estructura quimica de los nucledtidos hace que se
originen estructuras defectuosas de acidos nucleicos, haciendo de esta forma que no
puedan cumplir sus funciones o que se detenga la sintesis o reparacion de los
mismos; lo que ha permitido la utilizacion de las moléculas analogas sintéticas como
farmacos antitumorales y antivirales entre otros usos. Como ejemplos podemos citar el
aciclovir, el AZT, la ddl, la ribavirina, etc. (Elion y col., 1977; Garg y col., 1999; Keller y
col., 1981; Panchagnula y Patel, 1997; Schmid y col., 2002; Utagawa, 1999)(Figura 2).

Tradicionalmente la sintesis de estos compuestos se ha llevado a cabo mediante
diferentes métodos quimicos que a menudo requieren largos procesos de varias
etapas, incluyendo reacciones de proteccion-desproteccién de grupos funcionales,
sobre la base heterociclica y/o el azucar para permitir la modificacion de los
nucledsidos (Boryski, 2008), lo cual disminuye el rendimiento global de la reaccion y
encarece el proceso. La utilizacion de enzimas para la sintesis de analogos de
nucledsidos en medios acuosos o en disolventes no contaminantes se muestra como
una alternativa mas ecoldgica y eficiente, lo que a su vez significa un proceso de
sintesis menos agresivo con el medio ambiente, donde la quimica sintética tradicional
es reemplazada (toda o en parte) por el uso de catalizadores naturales: las enzimas.

En este sentido, un proceso enzimatico para la sintesis de nucledsidos modificados
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supone una alternativa interesante a los procedimientos quimicos conocidos. Este
enfoque biotecnolégico muestra muchas ventajas, como condiciones de reaccion muy
suaves, un proceso altamente regio y estereoselectivo y una tecnologia respetuosa del
medio ambiente (Lewkowicz y Iribarren, 2006; Li y col., 2010; Mikhailopulo, 2007;
Trelles y col., 2003; Trelles y col., 2004).

0

NH, 0
o
HoN CH HoN CHs
2! 3 N/
N
I iy
0 0 N Y ) 0 N
HO HO.
0

HO

N H

) ) Zalcitavina (ddC) Didanosina (ddl) Stavudina (d4T)
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Figura 2: Analogos de nucledsidos con actividad terapéutica. (Mathé y Gosselin, 2006)
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4. Enzimas implicadas en la sintesis de nucledésidos

La mayoria de los farmacos antivirales, pertenecen al grupo de los nucledsidos
modificados, cuya especificidad se debe a la inhibicion selectiva de enzimas
involucradas en el metabolismo viral. Dada su importancia, se han desarrollado
numerosos métodos quimicos para la preparacion de estas moléculas, aunque su
compleja estructura hace que se requiera un elevado numero de pasos de sintesis lo
que a su vez aumenta el impacto de éstos procesos en el medio ambiente. La
biocatalisis se presentan como una solucién a estos problemas, debido a su bajo
impacto ambiental, ya que la mayoria de los procesos se realizan eficientemente en
agua (un disolvente inocuo para el medio ambiente y los seres vivos) y muchas de las
reacciones son catalizadas en un unico paso aumentando la eficacia del proceso.

La utilizacion de enzimas ha permitido explorar nuevos procesos biocatalizados de
sintesis de nucledsidos en los que se introducen modificaciones que aumentan la
diversidad estructural de los nucledsidos, y de esta forma obtener nucledsidos puricos
y pirimidinicos a partir de otros nucledsidos previamente existentes. Existen dos tipos
de enzimas que catalizan estos procesos, el primero son las nucledsido fosforilasas y

el segundo son las nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasas.

4.1 Nucledsido fosforilasas

La familia de las nucledsido fosforilasas (PNPs) poseen poca especificidad por el anillo
de pentosa y pueden catalizar el intercambio de bases entre ribonucledsidos o 2'-
desoxirribonucledsidos (Figura 3). Agrupan una serie de actividades enzimaticas
implicadas en la via de rescate de nucledsidos de purina y pirimidina, y catalizan la
fosfordlisis reversible e independiente de ATP de nucledsidos. Dichas enzimas fueron

descubiertas en 1911 (Levene y Medigreceanu, 1911).
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HO B 3 By HO
NS T
OPQ;?
OH X OH
X=HoOH

Figura 3: Reaccioén catalizada por los nucledsidos fosforilasas donde B1y B, son pirimidina o purina, E1y

E» son pirimidina o purina nucleédsido fosforilasa respectivamente

Estas enzimas catalizan la fosfordlisis reversible de ribonucledsidos o
desoxirribonucledsidos con la formacién de ribosa-1-a-fosfato o 2'-desoxirribosa-1-a-
fosfato como intermedio reactivo, y la base correspondiente. Se conocen tanto purina
(EC 2.4.2.1) como pirimidina (EC 2.4.2.2, EC24.23 y EC 2.4.2.4) nucledsido
fosforilasas (Burns y col., 1993; Lewkowicz y col., 2000; Shirae y col., 1988), que

pueden ser de origen bacteriano o de tejidos de mamiferos.

Dentro del grupo de las nucledsido fosforilasas existen dos clases, segun la base

heterociclica que reconocen (Pugmire y Ealick, 2002):

4.1.1. Purina nucleésido fosforilasas (PNPs).

Dentro de esta clase de nucledsido fosforilasas se pueden distinguir a su vez tres

subclases:

1) PNPs tipo I: Ino-guanosina fosforilasas. Son enzimas homotrimeras de bajo peso
molecular, sus masas oscilan entre 80 kDa y 100 kDa. Su especificidad de
sustrato las convierte en enzimas que catalizan la sintesis de 6-oxo-purinas y sus
nucledsidos. Un ejemplo es la PNP de Bacillus steraothermophilus TH6-2 (Zhou y
col., 1999).
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2)

3)

PNPs tipo Il: Son proteinas homohexaméricas de alto peso molecular con masas
moleculares mucho mas altas, entre 110 kDa y 160 kDa. Estas tienen la
caracteristica de ser menos especificas que las PNPs tipo |; aceptan 6-oxo y/o 6-
aminopurinas y uridina. También aceptan adenosina selectivamente respecto a
guanosina. Un ejemplo de este tipo de enzimas son las PNP/UDP-1 de E. coli

(Mao y col., 1997), y de Salmonella typhimurium (Robertson y Hoffee, 1973).

PNPs tipo Ill: Son enzimas homodiméricas, -triméricas, -tetraméricas o -
hexaméricas. Con un peso molecular de entre 60 kDa y 180 kDa. Este grupo de
enzimas se subdivide en dos: aquellos que poseen la misma especificidad que las
PNPs tipo | con la salvedad de que no son homotriméricas; y las que poseen la
misma especificidad que las PNPs tipo Il con la salvedad de que no son
homohexaméricas. Un ejemplo de este tipo de enzimas son las PNPs de Proteus
vulgaris (Surette y col., 1990) y de Plasmodium falciparum (Shiy col., 2004).

4.1.2. Pirimidina nucleésido fosforilasas (PyNPs)

Dentro de esta clase de nucledsido fosforilasas se pueden distinguir a su vez tres

subclases:

1)

2)

3)

PyNPs tipo I: Especificas principalmente de timidina y, en menor medida, de
otros 2'-desoxirribonucledsidos pirimidimicos. Se las conoce comunmente como
timidina fosforilasas (TyNP) (Walter y col., 1990).

PyNPs tipo Il: Especificas de uridina y en menor medida 2'-desoxiuridina, y

conocidas también como uridina fosforilasas (UNP) (Krenitsky y col., 1965).

PyNPs tipo lll: Antranilato fosforil transferasas. Pertenecen a la familia de las
glicosiltransferasas, y efectian la reaccion de fosfordlisis (en equilibrio con la

sintesis) del N-(5-fosfo-D-ribosil)-antranilato con difosfato. Un ejemplo de este tipo

9
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de enzimas, es la aislada de Pectobaterium carotovarum la cual interviene en la

biosintesis de triptéfano (Kim y col., 2002).

4.2. Nucleésido 2'-desoxirribosiltransferasas

Son enzimas que catalizan el intercambio de bases entre 2'-desoxirribosilnucledsidos.
Se encuentran abundantemente en microorganismos del género Lactobacillus y son
especificas exclusivamente de 2'-desoxirribonucledsidos. (Figura 4). Estas enzimas
han sido aisladas de L. leichmanii (Beck y Levin, 1963; Carson y Bruce-Wasson,
1988), L. helveticus (Kaminski, 2002; Krenitsky y col., 1981) y posteriormente en otras
especies del mismo género, como L. fermentum (Kaminski y col., 2008) y L. reuteri
(Fernandez-Lucas y col., 2010). Las nucleésido 2'-desoxirribosiltransferasas, también
denominados trans-N-desoxirribosilasas (NDT), fueron descubiertas por primera vez
por MacNutt en Lactobacillus helveticus (MacNutt, 1952) y posteriormente fue
purificada por Roush y Betz (Roush y Betz, 1958). Todas las enzimas pertenecientes
a esta familia exhiben una especificidad estricta sobre 2'-desoxirribosa, si bien se
pueden observar diferencias en la especificidad en el reconocimiento de la base
nitrogenada entre las diferentes enzimas aisladas hasta la fecha. Esto ha permitido su

clasificacién en dos subclases de enzimas segun la reaccion que catalizan:

HO B HO B,
e} E1 O

+B2‘

OH H OH H

Figura 4: Reaccion catalizada por las 2'-desoxirribosiltransferasas. B1 y By: son pirimidina o purina, y E4:

2’-desoxirribosiltransferasa

10
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1. NDTs tipo I: son enzimas que catalizan la transferencia de las bases solo entre 2'-
desoxirribonucledsidos purinicos y una purina (comunmente llamadas NDTs tipo |,
o PDTs).

La reaccion esquematizada que catalizarian estas enzimas seria:
dRib-Pur(1) + Pur (2) < d Rib-Pur (2) + Pur (1)

2. NDTs tipo lI: son las enzimas que catalizan la transferencia de bases entre 2'-
desoxirribonucledsidos independientemente del tipo de base. Comunmente
llamadas NDTs tipo Il, o NDTs).

Las reacciones que catalizarian estas enzimas seria:

i) dRib — Pur (1) + Pur (2) = d Rib-Pur (2) + Pur (1)
iy dRib-Pur + Pyr = dRib-Pyr+ Pur
i) dRib—Pyr (1) + Pyr (2) = d Rib — Pyr + Pyr (2)

en donde, dRib = 2'-desoxi-D-ribosa, Pur = base purica y Pyr = base

pirimidinica.

Estas enzimas se han aislado de bacterias lacticas (Carson y Bruce-Wasson, 1988;
Ichikawa y Kato, 2001; Kaminski, 2002); y estan implicadas en la ruta de salvamento
de purinas para la sintesis de ADN (Hammer-Jespersen, 1983), aunque esto no esta
claro en el caso Lactococcus lactis subsp. lactis (Miyamoto y col., 2007). Se han
encontrado  2'-desoxirribosiltransferasas también en algunas especies de
Streptococcus (Chawdhri y col.,, 1991), y organismos parasitarios unicelulares
eucariotas como Crithidia luciliae (Steenkamp, 1992) vy Trypsanoma brucei (Bosch y
col., 2006).

Dentro de la familia de los lactobacilos, se ha podido aislar, purificar y cristalizar las
NDTs de Lactobacillus leichmanni y L. helveticus. En Lactobacillus leichmanni, la
enzima presenta subunidades de aproximadamente 18 kDa las cuales oligomerizan

para formar un hexamero. La Figura 5 muestra la estructura de la 2’-

11
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desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus leichmanni clonada en E. coli BL21(DE3)
(Armstrong y col., 1996).

Figura 5: Estructura de la 2'-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus leichmanni (PDB, cédigo 1F8X).

4.2.1. Mecanismo de reaccion de los nucledsidos 2'-

desoxirribosiltransferasas

El mecanismo catalitico descrito por las nucleésido 2'-deoxirribosiltransferasas
generalmente es un mecanismo ping-pong bi-bi (Danzin y Cardinaud, 1974; 1976)
(Figura 6).

12
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By R Glu B,

Glu-R B, R-Glu

Figura 6: Mecanismo catalitico de las nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasas.

En este mecanismo esta implicado un residuo de acido glutamico que actua como
nucledfilo. Para la nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus leichmanni,
se ha caracterizado la estructura del centro activo identificandose el acido glutamico
98 como residuo esencial en la actividad, (Porter y col., 1995; Porter y Short, 1995b;
Short y col., 1996) (Figura 7).

Figura 7: Centro activo de la nucleédsido 2'-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus leichmanni. En la
imagen aparecen las cadenas laterales de los aminoacidos que constituyen el centro activo Y4, Q45, D71
y 91, E98 y N122 (Short y col., 1996).
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5. Los microorganismos extreméfilos como fuente de

enzimas de interés biotecnolégico

Los ambientes extremos son aquellos en los que uno o varios de los parametros de
mayor relevancia para el desarrollo de la vida, como la temperatura, la acidez, la
salinidad, la presién, o el nivel de radiacién, se consideran hostiles para la vida desde
el punto de vista del hombre. Los microorganismos que viven en estos ambientes se
denominan extremdfilos y estan tan perfectamente adaptados al medio que todos sus
componentes funcionan de manera Ooptima en esas condiciones extremas. Su
maquinaria metabdlica puede funcionar en condiciones que serian totalmente
adversas para otros seres vivos. Entre los organismos extremdfilos que resisten
temperaturas extremas destacan los termofilos, que habitan a temperaturas de hasta

115 °C y los psicréfilos, que se reproducen a temperaturas inferiores a 5 °C.

Una de las principales aplicaciones biotecnolégicas de los microorganismos
extremdfilos es su capacidad de producir de enzimas que pueden ser utiles en la
composiciéon de productos comerciales (detergentes), sistemas analiticos
(biosensores, técnicas de deteccién de ADN), o procesos industriales (generacion de
alcohol a partir de maiz o de la paja de cereales como el trigo)(Demirjian y col., 2001).
Entre las aplicaciones mas llamativas de las enzimas de extremdfilos estan el uso de
proteasas y lipasas en detergentes para lavado en frio o en caliente, y las ADN
polimerasas termoestables que se usan rutinariamente en la técnica de la PCR, base
de muchos analisis genéticos para la identificacion forense, analisis clinicos o analisis
de alimentos. De hecho, la PCR se pudo desarrollar gracias a la utilizacion de la
polimerasa termorresistente de Thermus aquaticus, microorganismo aislado de las
fuentes termales del parque de Yellowstone por Thomas Brock de la Universidad de
Madison (EE.UU.) en los afios 70 (Brock, 1997).

Actualmente se buscan microorganismos psicrofilos que produzcan nuevas enzimas
con potencial biotecnolégico que presenten buena actividad a bajas temperaturas
(Cavicchioli y col., 2011; Cavicchioli y col., 2002; Hoyoux y col., 2004; van den Burg,

2003). Muchos de estos microorganismos psicrofilos suelen encontrarse en el agua o
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en sedimentos marinos de zonas muy frias como los océanos Antartico y Artico
(Deming, 2002; Marx y col., 2007).

5.1. El microorganismo psicréfilo Desulfotalea psychrophila

Desulfotalea psychrophila es una proteobacteria delta Gram-negativa reductora de
sulfato. Se trata de un microorganismo psicréfilo que fue aislado por vez primera de un
sedimento marino de la costa de Svalbard en el Artico (Rabus y col., 2004). Puede
soportar ambientes extremadamente frios, pudiendo incluso sobrevivir en soluciones
salobres y aguas marinas a temperaturas por debajo de 0 °C, concretamente hasta -
1,7 °C (Rabus y col., 2004). Es un anaerobio estricto, cuya temperatura éptima de
crecimiento esta comprendida entre 10 °C y 18 °C, en medios con un pH comprendido
entre 7,2y 7,9. Por otra parte, el microorganismo necesita cloruro magnésico y cloruro
sédico (10 g/L) para crecer, y puede utilizar acidos carboxilicos, acido férmico,
alcoholes y aminoacidos como fuente de carbono y donadores de electrones. Esta
proteobacteria es capaz de reducir el sulfato, el sulfito y el tiosulfato a sulfuro, y el
citrato férrico a citrato ferroso (Knoblauch y col., 1999). El microorganismo tiene forma
de bastoncillo alargado (0,6 um de ancho y 4,5-7,4 um de largo) y, a veces,
ligeramente curvado (Figura 8). D. psychrophila juega un papel importante en los
ciclos energéticos globales de carbono y azufre, ya que es un miembro abundante de
la comunidad bacteriana. Debido a que su habitat natural son ambientes muy frios, es
una de las especies bacterianas amenazadas por el cambio climatico.

El genoma de Desulfotalea psychrophila esta constituido por un cromosoma circular de
3.523.383 pb, y dos plasmidos de 121.586 pb y 14.663 pb de longitud, con un total de
3118 genes putativos que codifican para la sintesis de distintas proteinas, incluida una
nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa (secuencia NCBI: YP_064470.1). La
informacion del genoma ha permitido la clonacién, expresion en E. coli, y purificacion
de la arginina quinasa (Andrews y col., 2008) y la isocitrato deshidrogenasa (Fedoy y

col., 2007) de este microorganismo para su posterior caracterizacion bioquimica.
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Figura 8: El microorganismo Desulfotalea psychrophila. (A) microfotografia de contrate de fase (barra 15
pm) (Knoblauch y col., 1999). (B) microfotografia en microscopio electrénico (tomada del NCBI)

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/sites/entrez?db=bioproject&cmd=Retrieve&dopt=Overview&list_uids=12751.

6. Inmovilizacion de enzimas

Los procesos industriales catalizados por enzimas son cada vez mas numerosos, ya
que las enzimas presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores quimicos
convencionales: presentan una elevada actividad catalitica y una gran especificidad de
sustrato (en algunos casos, las enzimas son enantioespecificas y regioselectivas)
(Clark, 1994; Garcia-Galan y col., 2011; Mateo y col., 2007a); y son muy activas a
temperatura ambiente y presion atmosférica. En la mayoria de los casos, las enzimas
se encuentran inmovilizadas, lo que ha permitido superar diversos inconvenientes
inherentes a las enzimas en solucién como su inestabilidad en diferentes condiciones
de trabajo, su separacién de los sustratos y productos del medio de reaccién, o su
reutilizacion en ciclos sucesivos de reaccion. De esta manera, el empleo de enzimas
inmovilizadas ha logrado que muchos procesos biotecnolégicos sean econdmicamente
rentables (Arroyo, 1998). Las técnicas de inmovilizacion de enzimas aparecieron en la

década de los cincuenta del siglo XX (Hartmeier, 1985); a partir de entonces, las
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aplicaciones de las enzimas inmovilizadas han ido aumentando progresivamente
(Krajewska, 2004).

6.1. Aspectos basicos sobre la inmovilizaciéon de enzimas

La inmovilizacién se podria definir como un confinamiento de una enzima en una
region definida del espacio, para dar lugar a formas insolubles que retienen su
actividad catalitica, y que pueden ser reutilizadas. Esta definicion se ha ampliado con
conceptos como la restriccibn completa o parcial de los grados de libertad de
movimiento de las enzimas por su unidn a un soporte (Arroyo, 1998). En este sentido,
dicha unién, facilita su separacion posterior del medio de reaccion donde se
encuentran los sustratos y productos. Sin embargo, las reacciones catalizadas por
enzimas inmovilizadas son sistemas heterogéneos en los que la transferencia de masa
esta restringida, y por tanto, requieren generalmente un mayor tiempo de reaccion en
comparacion con la misma enzima libre para alcanzar la misma conversion

(Fernandez-Lafuente y col., 2000).

6.1.1. Meétodos de inmovilizacion.

Se conocen dos tipos fundamentales de inmovilizacion de enzimas: la retencién fisica
y la unién quimica (Brady y Jordaan, 2009; Cao, 2005; Lalonde y Margolin, 2008;
Sheldon, 2007).

6.1.1.1. Método de Inmovilizacion por retencion fisica

Estos se clasifican en atrapamiento en matrices (geles o fibras) e inclusion en

membranas (microencapsulacion y reactores de membrana) (Figura 9).
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Figura 9: Métodos de inmovilizacién de enzimas mediante retencion fisica.

1. Atrapamiento de enzimas

El atrapamiento consiste en la retencion fisica de la enzima en las cavidades interiores
de una matriz solida porosa. Estas matrices son poliméricas, y pueden ser sintéticas o
naturales. Entre las sintéticas destacan aquellas constituidas por prepolimeros
fotoentrecuzables (Sheldon, 2007), resinas de poliuretano, poliacrilamida, o polimeros
obtenidos mediante la polimerizacion de distintos precursores como silano/alquil-silano
(Luckarift y col., 2004), poli-siloxano/alcohol polivinilico (Santos y col., 2008a; Santos y
col., 2008b) o poli(2-hidroxietilacrilato)/poli(dimetilsiloxano) (Bruns y Tiller, 2004). En
cuanto a las matrices naturales empleadas para el atrapamiento de enzimas destacan
los hidrogeles ionicos como el carragenato (van de Velde y col., 2002), el pectato
18
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(Nahalka y col., 2004), el alginato (Zhang y col., 2007; Zhang y col., 2009b), el
quitosano (Krajewska, 2004); y los termogeles como el agar, la agarosa (Banerjee y
Debnath, 2007) o la gelatina (Scardi, 1987). El proceso de inmovilizacién se lleva a
cabo mediante la suspension de la enzima en una solucion del monémero, € inicio de
la polimerizacién mediante un cambio de temperatura o mediante la adicion de un
reactivo quimico. El atrapamiento de enzimas puede ser en geles o en fibras, que
suelen ser mas resistentes que los geles. En el caso de los geles, la enzima queda
atrapada en el interior del gel, mientras que en el caso de la fibra la enzima se
encuentra ocluida dentro de las microcavidades de una fibra sintética. El atrapamiento
requiere poca cantidad de enzima para obtener derivados activos. Como ventaja
adicional, la enzima no sufre ninguna alteraciéon en su estructura este método protege
a la proteina frente a interfases gas/liquido (burbujas de aire), estrés mecanico y
disolventes organicos. De todas formas, el atrapamiento requiere un control riguroso
de las condiciones de polimerizacion, asi como la comprobacion de que la naturaleza
quimica del proceso no altera los grupos reactivos de la proteina (Arroyo, 1998). Como
desventaja, se obtienen derivados con baja carga enzimatica, y la transferencia de
masa se encuentra limitada ya que el sustrato debe atravesar los poros de la matriz

hasta alcanzar el centro activo de la enzima (Brady y Jordaan, 2009).

2. Inclusion de enzimas en membranas

En esta técnica de inmovilizacion, las enzimas se encuentran rodeadas de membranas
semipermeables con un tamafio de poro determinado que permite el paso de
moléculas de sustrato y de producto, pero no del biocatalizador. Existen dos
modalidades dentro de la técnica: la microencapsulacion y los reactores de membrana.
En el proceso de microencapsulacion, se pueden generar membranas semipermeables
permanentes o no permanentes. Las membranas permanentes se originan mediante
polimerizacion de tipo interfacial, obteniéndose microcapsulas tienen forma esférica, con
tamanos comprendidos entre 1 y 100 pm de diametro (Yi y col., 1998; Zhang y
Rochefort, 2011). Por otra parte, se pueden generar membranas semipermeables no

permanentes mediante la adicién de surfactantes, permitiendo la obtencién de micelas
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reversas y los liposomas. Las micelas reversas son estables en reacciones enzimaticas
llevadas a cabo en disolventes organicos (Fadnavis y Deshpande, 2002; Tonova y
Lazarova, 2008), mientras que los liposomas poseen una doble capa de surfactante que

permiten su utilizacién en disolventes acuosos (Yoshimoto, 2011; Yoshimoto y col.).

Por otro lado, los reactores de membrana emplean membranas permeables al
producto final, permeables o no al sustrato inicial y obviamente impermeables a la
enzima (Agustian y col., 2011; Jochems y col., 2011). El control selectivo de sustratos
y productos se realiza mediante el tamafio de poro de la membrana. Estas membranas
sintéticas, disponibles comercialmente, tienen un tamano de poro definido (en un
intervalo de 500 a 300.000 Da). Mediante una bomba, se establece un flujo liquido de
sustrato que atraviesa el reactor; en su interior sucede la reaccion y el producto
formado difunde libremente por la membrana. Este método esta principalmente
indicado para sustratos que tengan una elevada masa molecular y sean solubles en

agua.

6.1.1.2. Método de inmovilizacion por uniéon quimica

Los métodos de inmovilizacion de enzimas por uniéon quimica se clasifican en dos

tipos: union a soportes y reticulado (o entrecruzamiento) (Figura 10).
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Figura 10: Métodos de inmovilizacion mediante retenciéon quimica.

.  Unién de enzimas a soportes

La unién a soportes es el método de inmovilizacion mas utilizado y del que se dispone
de mayor informacién. La seleccion del soporte para inmovilizar debe tener en cuenta
la resistencia mecanica del mismo a las condiciones de operacion del reactor y que
sea facilmente separable del medio liquido para que el biocatalizador pueda ser
reutilizado. Se han utilizado una gran variedad de materiales como soportes para la
inmovilizacion de numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamafo, densidad,
porosidad y forma, aunque generalmente se encuentran forma de cilindro, hojas, fibras
y mas corrientemente en forma de esferas (Arroyo, 1998). Los soportes pueden

clasificarse en dos grandes grupos:
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» Soportes inorganicos. En este grupo hay una gran variedad de soportes, que
pueden ser naturales (arcillas como la bentonita, piedra pomez, silice, entre
otros.) o materiales manufacturados (6xidos de metales y vidrio de tamano de
poro controlado, vidrio no poroso, alumina, ceramicas, gel de silice, etc.).

» Soportes organicos. Estos se pueden clasificar en:

0 Polimeros naturales: a su vez divididos en polisacaridos (celulosa,
almidon, dextranos, agar-agar, agarosa, alginatos, quitina, quitosano,
etc) y proteinas fibrosas (colageno, queratina, etc).

0 Polimeros sintéticos: divididos en poliolefinas (como el poliestireno),
polimeros acrilicos (poliacrilatos, poliacrilamidas, polimetacrilatos, etc.),

y otros tipos (alcohol polivinilico, poliamidas, etc).

Las enzimas se pueden unir a estos soportes mediante enlaces de tipo covalente y no

covalente.

1) Unidén no covalente a soportes

La uniébn no covalente a soportes se puede establecer mediante interacciones
especificas e interacciones no especificas. Por otra parte, los factores clave que

influirdn en este tipo de unién van a ser (Figura 11):

a) Las propiedades fisicas del soporte: es conveniente una gran area superficial
(>100 m?%/g) y un diametro de poro grande (>30 nm) para que la enzima y el
sustrato puedan penetrar facilmente.

b) Las propiedades quimicas del soporte: si el soporte esta funcionalizado, los
grupos funcionales van a determinar el tipo de interaccion entre la enzima y el
soporte.

c) En la interaccién también influirdn las caracteristicas intrinsecas de la enzima
como su caracter hidrofébico o hidrofilico, o su punto isoeléctrico.

d) Las caracteristicas del medio, como el pH o la fuerza idnica.
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Figura 11: Factores que influyen en la inmovilizacion no covalente a soportes y tipos de union.

Teniendo en cuenta estos factores, la unidon a soportes mediante interaccién no

covalente se puede clasificar en:

a) Union por interaccion ionica: entre grupos cargados (negativos o positivos) del

b)

soporte con aquellos aminoacidos cargados que posee la enzima a un

determinado valor de pH dependiendo del valor de su punto isoeléctrico.

Existen muchos soportes modificados a los cuales se les ha introducido grupos

susceptibles de estar cargados (grupos ionogénicos). Son los denominados

intercambiadores iénicos (catidnicos y anidnicos).

Union por adsorcion hidrofébica: mediante interaccion hidrofébica entre grupos

funcionales del soporte (que pueden variar en longitud)

con regiones o

dominios hidrofébicos de las moléculas de enzima. Los soportes (polimeros
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naturales, sintéticos, o inorganicos) se activan con moléculas hidrofobicas
(cadenas butilo, hexilo, octilo, palmitoilo, titron X-100, etc).

¢) Unién mediante coordinacion o quelacién: se establece una interaccién entre
un metal de transicion fijado al soporte (cobre, niquel, etc.) con determinados
aminoacidos en la superficie de la enzima que contienen grupos sulfhidrilo,
carboxilo o histidilo como cadena lateral.

d) Unién mediante interaccién bioespecifica: interaccion de diversos ligandos
fijiados al soporte con zonas complementarias de la enzima. Los principales
ejemplos son la union de anticuerpos al soporte, o de concavalina A que une
especificamente enzimas glicosiladas.

e) Union por adsorcion fisica no especifica: el soporte carece del grupo funcional
especifico responsable de un tipo de interaccion especifica, pero la enzima se
une al soporte por accion de una serie de diversas fuerzas no especificas que
pueden coexistir. Las interacciones resultantes se pueden clasificar como de

tipo hidrofdbico, hidrofilico e iénico.

2) Unidén covalente a soportes

La union covalente de una enzima a un soporte es quiza el método de inmovilizacion
mas interesante desde el punto de vista industrial, y su metodologia se basa en la
reactividad de grupos quimicos existentes en el soporte para que reaccionen con
grupos nucledfilos de la enzima expuestos hacia el exterior de la superficie proteica.
La lisina, la cisteina, la tirosina y la histidina son los aminoacidos que intervienen en
este enlace mas comunmente, y en menor medida la metionina, el triptéfano, la
arginina y el acido aspartico y glutamico. Los demas aminoacidos, debido a su
caracter hidréfobo, no se encuentran expuestos hacia el exterior de la superficie
proteica, y no pueden intervenir en la unién covalente (Arroyo, 1998). En este tipo de
inmovilizacion, no existe ninguna regla que permita seleccionar el mejor soporte para
una determinada aplicacion industrial. Sin embargo, existen soportes comerciales
activados con grupos epoéxido (Boller y col.,, 2002; Fernandez-Lafuente, 2009;
Katchalski-Katzir y Kraemer, 2000; Mateo y col., 2002) y grupos aldehido (Mateo y

col., 2007b; Rodrigues y col, 2011) que han resultado muy eficientes en la
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inmovilizacion de enzimas de interés industrial (Fernandez-Lucas y col., 2011a;
Hormigo y col., 2010; Hormigo y col., 2009; Kunamneni y col., 2008) (Figura 12 A).

A Soporte epoxidado

+  CICH,—CH—CH, “Ha=CH—CHa Enz—NH, e CHe CH.—NHE
OH —CH-CH, __, l-o-CH, u\{ }{./I[_ — Fnr—sH_ > [0~ CH,~CH—CH, NHEnz
OH

0] O Fnz—OH

Soporte glioxilado

o .15']18 @*t‘f“ﬂ‘m

Figura 12: Inmovilizaciéon de enzimas por unién covalente a soportes. (A) Unién covalente a soportes
epoxidados y glioxilados (B) Efecto del pH en el caracter nucleofilico del grupo e-amino de las lisinas

situadas en la superficie de la enzima.

Durante el proceso de acoplamiento, las condiciones de inmovilizacion deben ser las
adecuadas para favorecer la union covalente de la enzima al soporte. En el caso de
que la unién al soporte se establezca preferentemente a través de las lisinas, el pH del
tampén de inmovilizacién debe ser 10 de tal manera que permita que los grupos &-
amino de las lisinas estén desprotonados y, por tanto, tengan el caracter nucleofilico

necesario para que se establezca la union covalente (Figura 12 B).

Por otro lado, la fuerza iénica del tampdn en algunos casos favorece la adsorcion
hidrofébica de algunas enzimas como paso previo al ataque nucleofilico. Por ejemplo,

en la unién a soportes epoxidados, es conveniente utilizar un tampoéon 1M de fuerza
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idbnica para que aumente la concentracion efectiva de enzima en la superficie del
soporte. Posteriormente los grupos nucleofilicos de la enzima atacaran el anillo

oxirano (o epo6xido) para dar lugar al enlace covalente.

La unién covalente de enzimas a soportes presenta las siguientes ventajas:

a) La manipulacion de los derivados inmovilizados es muy sencilla;

b) La carga de enzima permanece constante después de la inmovilizacion;

c) Los derivados pueden utilizarse en reactores en continuo, empaquetados, de lecho
fluidizado, o tanque agitado.

d) Una mayor resistencia a la desactivacion por el efecto de la temperatura, de los

disolventes organicos o del pH, al tener estabilizada su estructura terciaria.

Sin embargo, la unién covalente de enzimas a soportes presenta los siguientes

inconvenientes:

a) Es necesario conocer la densidad de grupos activos por unidad de superficie, ya
que condiciona el numero de uniones enzima-soporte y su geometria, que puede

ser distorsionante y conducir a derivados inactivos.

b) El proceso de inmovilizacién puede alterar la estructura del centro activo. Para
evitar esta posible alteracién, se realiza la inmovilizacién en presencia de un

inhibidor que bloquee el centro activo.

c) La inmovilizacion covalente no es aconsejable en aquellas enzimas muy sensibles

a cambios de pH y/o fuerza idnica.

1)} Reticulado o entrecruzamiento de enzimas

El reticulado de enzimas, también denominado entrecruzamiento o cross-linking, es
una técnica que ha sido ampliamente utilizada en la estabilizacién de muchas enzimas

(Cao y col., 2000; Sheldon, 2007; Wong y Wong, 1992). Este método consiste en el
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uso de reactivos bifuncionales que originan uniones intermoleculares entre las
moléculas de enzima; por tanto, la misma enzima es el soporte de inmovilizacion.
Como reactivos bifuncionales se pueden emplear dialdehidos, diiminoésteres,
diisocianatos, sales de bisdiazonio e, incluso, diaminas si estan activadas con
carbodiimida. El agente reticulante de enzimas mas empleado es el glutaraldehido
(Figura 13). Este reactivo reacciona con las lisinas situadas en la superficie de la
enzima dando lugar a una primera base Schiff. EI grupo aldehido libre puede
establecer otro enlace covalente con otra molécula de enzima. Finalmente se puede
reducir opcionalmente el doble enlace de la base de Schiff para obtener los enlaces
covalentes sencillos. El resultado del reticulado es un entramado de enzimas con
enlaces intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH
y temperatura. La estructura cristalina posee canales microscopicos (20-50 A) que
permiten el paso de sustratos hasta el centro activo de la enzima donde se cataliza la
reaccion. Las enzimas reticuladas son muy estables ya que contienen enlaces
intermoleculares irreversibles capaces de resistir condiciones extremas de pH y

temperatura.

N v
£ -3
HN@ N=CH-CH,-CH,-C HﬁH:N@ NH,
% %
% &4
o l [H] o
I x

=

NH—CHQ—CHQ—CHQ—CHQ—CHQ—NH@ NHa

R

Figura 13: Reticulado de enzimas con glutaraldehido.

Se pueden preparar diferentes enzimas inmovilizadas mediante esta técnica:

1) CLECs (“Cross-Linked Enzyme Crystals”): En primer lugar se procede a la

cristalizacion de la enzima de tal manera que se forma un entramado cristalino
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2)

3)

28

donde las moléculas de proteina se encuentran muy proximas (Roy y Abraham,
2004). Los CLECs poseen una elevada estabilidad mecanica, soportan
temperaturas elevadas y valores extremos de pH, asi como la accién de proteasas.
Una ventaja de este sistema es la ausencia de proteinas contaminantes con otras
actividades enzimaticas, ya que los cristales estan constituidos por una unica
enzima. Sin embargo, su preparacion es cara ya que requiere soluciones de
enzima muy pura que sea facilmente cristalizable (Margolin, 1996) (Roy y col.,
2005) (St. Clair y Navia, 1992).

CLEAs (“Cross-Linked Enzyme Aggregates”): mas econdmico que el método
anterior, consiste en precipitar la enzima y posteriormente reticular los agregados
obtenidos tras la precipitacion (Cao y col., 2000; Sheldon y col., 2005). La
formacion previa de agregados se puede realizar mediante la adicion de agentes
precipitantes como disolventes (acetona, t-butanol), sulfato amoédnico o
polietilenglicol. Los CLEAs son particulas de aproximadamente 50-100 um de
diametro. A través de sutiles modificaciones en las condiciones de
entrecruzamiento se pueden modificar las propiedades de los CLEAs. La
coagregacion de la enzima con una proteina sin actividad enzimatica rica en lisinas
como la albumina de suero bovino (BSA) permite la obtencion mas eficiente de
CLEAs de enzimas que posean grupos €-amino esenciales para la actividad
enzimatica.

Esferezimas (“Spherezymes”): consiste en la formacion de una emulsion de agua
en aceite donde se encuentra la enzima a inmovilizar, y posterior reticulado. Este
tipo de biocatalizador se ha preparado con lipasas (Brady y col., 2008). Las lipasas
poseen un bucle en su estructura a modo de tapadera que cierra el centro activo, y
que se abre en la interfase de una emulsién. De esta manera, orientan su centro
catalitico hacia la fase constituida por el aceite y tras la adicion del glutaraldehido,
quedaran reticuladas y con el centro activo correctamente orientado para la

catalisis.
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6.1.2. Ventajas y desventajas de los diferentes métodos de

inmovilizacion

Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovilizacion a
numerosas enzimas, se reconoce que no existe un unico método universal valido para
inmovilizar. No obstante, gracias a toda la informacion disponible en la actualidad, se
pueden hacer generalizaciones sobre cada método de inmovilizacion y asi, se puede
seleccionar el mas adecuado para cada aplicaciéon especifica. La eleccién ha de tener
en cuenta las condiciones de la reaccion biocatalizada, el tipo de reactor que se vaya a
utilizar, el tipo de sustrato que tenga que ser procesado y otros factores. En general, los
métodos de preparacion dificil y de mayor coste proporcionan biocatalizadores mas
estables y duraderos; en cambio aquellos métodos mas sencillos como el atrapamiento o
la unibn no covalente a soportes, originan derivados inmovilizados que presentan
pérdidas de actividad y que deben ser repuestos continuamente. Por ejemplo, las
técnicas de union no covalente a soportes son faciles de realizar y con costes
minimos. Por otro lado, permiten la recuperacion del soporte una vez la enzima se ha
desactivado completamente ya que la uniéon es débil. En el caso de inmovilizacion
covalente, el soporte no se puede reutilizar una vez que la enzima se ha desactivado
completamente. Como ventaja, los enlaces enzima-soporte son irreversibles, lo que
permite seguir reutilizando el biocatalizador siempre y cuando la enzima siga
manteniendo su actividad. Una vez elegido el método mas conveniente, los derivados
que se preparen deben estar caracterizados segun las indicaciones establecidas

internacionalmente (The European Federation of Biotechnology, 1983).

7. Efectos de la inmovilizacién en la actividad y estabilidad de

las enzimas

A menudo, la inmovilizacion altera significativamente el comportamiento de las
enzimas, de tal manera que puede haber cambios significativos en su actividad,

estabilidad y especificidad de sustrato.
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7.1. Efecto de la inmovilizacion sobre la estabilidad enzimatica

Generalmente, se observa un incremento en la estabilidad de las enzimas después de
su inmovilizacion, que se debe principalmente a las siguientes razones (Klibanov,
1983):

a) Se evita la agregacion intermolecular al mantener las moléculas de enzima
retenidas en una determinada regién del espacio.

b) Se produce una proteccién frente a las proteasas en el medio. Este caso se ha
comprobado que la unién de proteasas a un soporte elimina su capacidad
proteolitica, y evita su autolisis.

c) Existe una alteracion del microentorno del enzima debida a la interaccion de la
enzima con el soporte. Por ejemplo, el soporte puede tener un efecto tamponador
de tal manera que mantiene el pH o6ptimo de la enzima en su microentorno,
aunque en la disoluciéon se produzcan cambios importantes de pH.

d) Aquellas enzimas inmovilizadas en soportes porosos se encuentran protegidas
frente a las burbujas de aire que se producen durante la agitacién del medio de
reaccion necesaria para mantener el pH, o por burbujas originadas por el
suministro de algun gas necesario para la reaccion que producen la desactivaciéon

de las enzimas en solucion.

El incremento en la estabilidad de las enzimas después de su inmovilizacién también
se debe a una estabilizacion conformacional en la que la estructura terciaria de la
enzima adquiere una mayor rigidez y se hace mas resistente a la desactivaciéon
térmica o quimica. Este tipo de estabilizacién se obtiene Unicamente en aquellos
meétodos en los que intervienen enlaces covalente, como el reticulado o la union a
soportes activados. El grado de estabilizacién de una enzima por efecto de la
inmovilizacion se estima a través de la medida de la persistencia de actividad
catalitica, expresada como porcentaje actividad residual, en unas determinadas
condiciones (por ejemplo, a una temperatura elevada). Tras la incubacion de la enzima
libre o inmovilizada en dichas condiciones, se realiza una medida de actividad y se
compara con la actividad original, obteniéndose las denominadas curvas o cinéticas de
desactivaciéon térmica. Estas curvas se pueden ajustar a distintos modelos, y permiten

calcular la vida media de las enzimas libres e inmovilizadas, es decir el tiempo que
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tarda una enzima en perder el 50% de su actividad enzimatica. El factor de
estabilizacion es la relacion entra ambas vidas medias. Otro efecto de la estabilizacion
es un desplazamiento, hacia valores mas elevados, en la temperatura a la cual la

enzima presenta maxima actividad.

Se puede generalizar que a mayor grado de rigidez debido a la unién a un soporte,
mayor es el incremento de estabilidad (Mateo y col., 2007b). El grado de rigidez se
puede variar empleando soportes mas o menos activados (Figura 14). En el caso de
soportes poco activados, se producen inmovilizaciones de tipo unipuntual, por lo que la
enzima se encuentra mas flexible, practicamente como en solucion. Por el contrario, la
inmovilizacion covalente multipuntual con soportes muy activados da una mayor
rigidez a la estructura de la enzima. Esta estabilizacion se traduce en una mayor vida
media de la enzima inmovilizada con respecto a la enzima libre, y factores de
estabilizacion muy elevados. Por ejemplo, la quimotripsina inmovilizada en soportes
glioxilados muy activados ha permitido incrementar 60.000 veces la vida media de la
enzima unida unipuntualmente al mismo soporte (Guisan y col., 1991). Los soportes
muy activados también permiten la inmovilizacion de enzimas multiméricas, evitando la
separacion de las subunidades que en muchos casos conduciria a la desactivacion

enzimatica (Fernandez-Lafuente y col., 1999).
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Figura 14: Efecto de la activacion del soporte en la estabilizacion de las enzimas inmovilizadas

7.2. Efectos de la inmovilizacion sobre la actividad enzimatica

Tras una inmovilizacién, la actividad de la enzima puede disminuir e incluso perderse
por diversas razones. Si pierde totalmente la actividad enzimatica puede ser debido a

diversas razones:

a) la unién al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro activo
esta impedido;

b) los grupos reactivos del soporte reaccionan con algun aminoacido que forme parte
del centro activo o que sea esencial para la actividad catalitica de la enzima;

¢) la inmovilizaciéon puede originar un cambio conformacional que da lugar a una
forma inactiva;

d) las condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalizacion o

desactivacion de la enzima.
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Si la pérdida de actividad no es total después de la inmovilizaciéon, los cambios
(disminucion o aumento de la actividad enzimatica) se deberan principalmente a

efectos difusionales, electrostaticos, estéricos y/o del microentorno.

1) Efectos difusionales: Como consecuencia de la inmovilizacion, la difusion de
los sustratos hacia el centro activo de la enzima puede estar impedida por resistencias
de tipo externo e interno (Figura 15). Las resistencias difusionales externas aparecen
en enzimas inmovilizadas en soportes insolubles en el medio de reaccion; en estos
casos, el sustrato debera atravesar la pelicula liquida estacionaria (capa de Nernst o
de difusion) que rodea el soporte. En las proximidades de un soporte no cargado, la
concentraciéon de sustrato es menor que en el resto de la disolucion, puesto que existe
un gradiente de concentracioén a través de la zona de difusion. Por tanto, los valores de
Km para las enzimas inmovilizadas son siempre aparentes (K.'). Por otro lado, las
resistencias difusionales internas son debidas a la dificultad de los sustratos para
atravesar el interior del gel, microcapsula, fibra o poro del soporte donde se encuentra

la enzima inmovilizada.

B [Sr]

[Sel

R

Soporte no cargado

Capade Nerst [S,]<[Sk]

4 Sustrato
O Producto
@ Enzima

Figura 15: Efectos de difusion del sustrato al centro activo de la enzima inmovilizada. (A) Efectos

difusionales internos, (B) efectos difusionales internos.
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) Efectos electrostaticos entre el sustrato y el soporte. En el caso de enzimas
inmovilizadas en soportes cargados negativamente, si el sustrato también esta
cargado negativamente, existira una repulsion mutua, lo que se traducira en una
reduccion de la concentracion efectiva de sustrato y por tanto de actividad con
respecto a la enzima libre. En este caso, el valor de K, aparente puede verse
reducido hasta varias veces por debajo del obtenido en disolucién. Por el contrario, si
el sustrato posee carga positiva, habra una atraccion del sustrato hacia el soporte, con
lo que aumentara la concentracion efectiva de sustrato y por tanto aumentara la

actividad enzimatica con respecto a la enzima libre.

1[)] Impedimentos estéricos de sustrato. En un principio, cualquier enzima
puede ser inmovilizada sin que haya una pérdida apreciable de su actividad. Este
hecho suele ser valido en el caso de que el sustrato sea de bajo peso molecular, pero
si se trata de sustratos con pesos moleculares elevados, la actividad de la enzima
inmovilizada disminuye drasticamente. Este “efecto estérico” se puede evitar mediante
una inmovilizacidén covalente a través de un brazo espaciador enzima-soporte mas

largo.

IV) Efectos en el microentorno. Cuando una enzima se encuentra unida a un
soporte con grupos cargados eléctricamente, la enzima inmovilizada se encuentra en
un entorno diferente al habitual (Figura 16). El efecto observado suele ser un
desplazamiento en el valor del pH 6ptimo de la catalisis enzimatica y, muchas veces,
un mayor intervalo de pH en el cual la enzima presenta maxima actividad. Si se
encuentra unida a un soporte cargado positivamente (por ejemplo, DEAE-sephadex),
la enzima tendra en su microentorno una concentracion menor de hidrogeniones
debido a una repulsion de cargas. Por tanto, el pH del microentorno sera mayor que el
pH del medio, y como resultado habra un desplazamiento del pH 6ptimo de la enzima
hacia valores mas acidos. Por el contrario, una enzima unida a un soporte cargado
negativamente (por ejemplo, CM-sephadex) tendra en su microentorno una
concentracion mayor de hidrogeniones que en el medio de reaccion. En este caso, la

enzima inmovilizada sera mas activa a un pH mas alcalino.
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Figura 16: Efectos de la carga del soporte en el microentorno de la enzima inmovilizada. (A) Efectos en

soportes cargados positivamente, (B) efectos en soportes cargados negativamente.

8. Inmovilizacién de enzimas en quitosano

8.1. Quitosano: caracteristicas, propiedades y aplicaciones

El quitosano es un polimero natural que se obtiene a partir de la quitina, uno de los
biopolimeros mas abundantes en la Naturaleza. La quitina forma parte de la estructura
de soporte de numerosos organismos vivos, tales como artrépodos (crustaceos e
insectos), moluscos y hongos. En muchos aspectos, la quitina presenta una funcion
biolégica similar a la que presenta el colageno en los animales superiores, o la
celulosa en las plantas. Con una estructura quimica analoga a la que posee la celulosa
(Figura 17), la quitina es un polimero lineal formado por unidades de N-acetil-D-
glucosamina (2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucosa) unidas por enlace glucosidico [-
(1—4). El quitosano se obtiene mediante desacetilacion de la quitina, dejando libre el
grupo amino del carbono en posicion 2, si bien este proceso nunca llega al 100%
(Okuyama y col., 2000). Por esta razoén, el quitosano suele ser un copolimero de 2-

acetamido-2-desoxi-3-D-glucosa y 2-amino-2-desoxi-p-D-glucosa.
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Figura 17: Estructuras de (A) la celulosa, (B) la quitina, y (C) el quitosano.

Comercialmente, la quitina y el quitosano se obtienen a partir de los caparazones de
los crustaceos (cangrejos, gambas, langostinos, langostas, camarones, etc.)
procedentes de las industrias dedicadas al procesado de marisco. Por ejemplo, las
industrias japonesas del sector procesan mas de 100.000 millones de toneladas de
quitosano por ano a partir de cangrejos y camarones (Mendes y col., 2011). El proceso
industrial de obtencién de la quitina consiste basicamente en la eliminacion de las
proteinas de los caparazones del marisco con una disolucion diluida de hidréxido

sodico, y posterior descalcificacién con una solucion diluida de acido clorhidrico. La N-
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desacetilacién de la quitina permite la obtencidn del quitosano; dicho proceso consiste
en un tratamiento termoquimico a 110-115° C con una solucién de élcali (hormalmente
hidréxido sodico) al 40-45%, y posterior purificacion del producto obtenido. Los
principales factores que afectan al grado de desacetilacion (o porcentaje de grupos
amino libres en la molécula de quitosano) es la temperatura y el tiempo de reaccion, la
concentracién de la solucion de alcali, la relacion de quitina/alcali, el tamafio de las
particulas de quitina y la presencia de compuestos inhibidores de la despolimerizacion.
Tanto la fuente biolégica de quitina como el método de obtencion determinan el
tamano (o longitud), y la composicion de las cadenas de quitosano. Por este motivo, el
grado de desacetilacién y el peso molecular promedio son dos parametros que
necesariamente se deben conocer para una completa caracterizacion de este
biopolimero. Ademas, la cristalinidad, asi como el contenido de agua, cenizas y
proteinas, son otras caracteristicas fisico-quimicas especificas del quitosano que se
deben considerar segun sea su destino o aplicacion concreta. En este sentido, el
grado de desacetilacion influye en la solubilidad del quitosano, de tal manera que solo
puede llegar a ser soluble cuando dicho parametro es superior al 80-85% (Acosta y
col., 1993). De hecho, los grupos amino libres del quitosano permiten que sea uno de
los escasos polielectrolitos cationicos (cuyo pK, se aproxima a un valor de 6,5)
presentes en la Naturaleza. Debido a esta basicidad, el quitosano se puede disolver
facilmente en soluciones diluidas de acidos (acido acético, férmico, tartarico, citrico,
clorhidrico, etc.) cuyo valor de pH sea inferior a 6,5. En estas condiciones, el quitosano
presenta un elevado nimero de cargas positivas (debido a grupos —NHs*) que
aumentan su capacidad de interaccionar con superficies cargadas negativamente, y de
agregar con compuestos polianiénicos. La solubilidad en soluciones acidas, junto con
la mencionada capacidad de agregacion con polianiones, confieren al quitosano la

propiedad de formar geles.

El quitosano también presenta una serie de propiedades biolégicas muy interesantes
que han permitido su utilizacion en diferentes campos como la agricultura, la industria,
y la medicina (Dash y col., 2011; Singla'y Chawla, 2001). Entre otras, el quitosano es
biodegradable, biocompatible, no téxico, se adheriere a mucosas, forma biopeliculas, y

promueve la homeostasis. También posee actividades antimicrobiana, antitumoral,
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anticolesterolémica, y antioxidante (Aranaz y col., 2009). De este modo, el quitosano
se ha empleado como agente antiviral en plantas (El Hadrami y col., 2010), y como
aditivo en fertilizantes. Asimismo, se ha utilizado en cosmética por su capacidad de
formar peliculas en la piel; y en medicina por su accion estimulante del sistema
inmunitario, su capacidad anticoagulante, su acciéon antibacteriana y antifingica
(Vinsova y Vavrikova, 2011), y por su accién como promotor de la cicatrizacién de
heridas (Minagawa y col., 2007). El quitosano ha encontrado también su aplicacién en
las industrias alimentaria (Shahidi y col., 1999), papelera y textil, asi como en el
tratamiento de aguas residuales (Elwakeel, 2010) por su capacidad para eliminar
metales pesados, proteinas y colorantes (Gamage y Shahidi, 2007). En la industria
farmacéutica, el interés del quitosano radica en su utilizacion en nuevos sistemas de
liberacién controlada de farmacos (Panos y col., 2008; Rani y col.,, 2010). En este
sentido, hay que destacar que el hidrocloruro de quitosano fue aprobado por las
autoridades sanitarias, e incluido en la cuarta edicion de la Farmacopea Europea del
afio 2002.

8.2. Aplicaciones del quitosano como soporte en inmovilizacion de

enzimas

El quitosano es un soporte natural que se ha empleado con éxito en la inmovilizacién
de muchas enzimas de interés industrial debido principalmente a su bajo coste
economico, ya que es facilmente degradado sin alterar el medio ambiente, a diferencia
de otros soportes de tipo sintético. Los métodos para la preparacién de soportes de
quitosano aptos para la inmovilizacion enzimatica se pueden clasificar en cuatro

grupos (Krajewska, 2004):

1) Soportes de quitosano obtenidos mediante evaporacion del disolvente. Se emplea

en la preparacién de membranas y peliculas que vayan a ser destinadas a la

fabricacion de electrodos enzimaticos. Para ello, una solucién acida de quitosano

se seca a una temperatura elevada (aproximadamente 65°C) en el molde

correspondiente que dara forma al electrodo. Tras el secado, se neutraliza con una

solucion diluida de hidréxido soédico, y posteriormente se realiza un
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entrecruzamiento o reticulado del polimero (con glicidol, epiclorhidrina,
glutaraldehido, genipina, etc.) para evitar que se desintegre en soluciones cuyo pH
sea inferior a 6,5 (Figura 18), o que suceda la ruptura del anillo de la 2-amino-2-
desoxi-B-D-glucosa por la accién de agentes oxidantes (Vold y Christensen,
2005). Aparte de aumentar la resistencia quimica del soporte, el entrecruzamiento
también reduce la capacidad del quitosano para captar agua. De forma opcional, el
agente reticulante se puede afiadir a la solucién inicial de quitosano antes del
secado. Finalmente, la inmovilizacion de enzimas en estas membranas se puede
realizar a través de tres estrategias distintas: (1) adsorcién de la enzima a la
superficie de la membrana y posterior reticulado para favorecer la uniéon enzima-
soporte; (2) union covalente de la enzima previa activacion quimica del soporte; y

(3) atrapamiento de la enzima en el interior del soporte.
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Figura 18: Reticulado de quitosano con: (A) glutaraldehido, (B) genipina, (C) epiclorhidrina.

El secado mediante pulverizacion o atomizacion (“spray-drying”) es una variante del
método de evaporacién que permite conseguir perlas de menor tamafo (Siso y col.,
1997).
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2)

3)

4)
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Soportes de quitosano obtenidos mediante neutralizacion. Este método se basa en

la precipitacion del quitosano tras la adicién de un alcali y, por tanto, neutralizacion
de la solucion acida donde se encuentra disuelto. De esta manera, se pueden
obtener precipitados, membranas, fibras y, sobretodo, perlas esféricas de
quitosano que varian en tamano y porosidad. El proceso consiste en la adicién,
gota a gota, de la solucién de quitosano sobre otra solucion de hidréxido sddico,
que opcionalmente puede contener etanol, lo que favorece la solidificacion de las
perlas de quitosano. Una vez filtradas la perlas, se procede a su reticulado para
evitar que el biopolimero se desintegre en soluciones acidas. Las estrategias de
inmovilizacion enzimatica son las mismas que las descritas para los soportes

obtenidos mediante el método de evaporacion.

Soportes de quitosano obtenidos mediante entrecruzamiento. Se afade

directamente un agente reticulante a la solucion acida de quitosano, lo que
desencadena el entrecruzamiento, y por tanto, la gelificacién del biopolimero.
Posteriormente, el gel obtenido se puede triturar o pulverizar a modo de particulas.
Si se pretende obtener membranas, la solucion de quitosano se dispone en un
molde, y posteriormente se sumerge en un bafio que contiene el agente
reticulante, mientras que si se quieren perlas esféricas se afiade por goteo. En el
caso de la preparacion de electrodos, el entrecruzamiento se realiza tras recubrir la
punta con la solucién de quitosano. En todos estos casos, no se requiere la
activacion quimica del soporte, paso necesario para la inmovilizacion covalente de
enzimas a estos soportes. Este hecho es debido a que el agente reticulante es un
compuesto bifuncional (por ejemplo, glutaraldehido, epiclorhidrina, etiléndiamina,
N-hidroxisuccinimida, carbodiimidas, entre otros) que produce simultaneamente al

entrecruzamiento y a la activacion del quitosano.

Soportes de quitosano obtenidos mediante coacervacion. Se trata de un método

basado en la gelificacion espontanea que sufre el quitosano al entrar en contacto
con un polielectrolito de naturaleza anidnica (gelificacion ionotrépica), dando lugar
a complejos insolubles en agua. Estos polielectrolitos anidnicos pueden ser
alginato, carragenato, xantanos, polifosfatos y sulfatos organicos, asi como las
propias enzimas que se quieren inmovilizar. La obtencion de perlas sélidas se

produce tras la adicion, gota a gota, de una solucion de polielectrolito sobre la
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solucion acida de quitosano. La inmovilizacién enzimatica se produce mediante

atrapamiento si la enzima se encuentra disuelta en la solucién de polielectrolito.

Estos cuatro métodos generales de inmovilizacion han permitido la obtencion de
diferentes biocatalizadores enzimaticos con numerosas y multiples aplicaciones (Tabla
1): preparacion industrial de alimentos, descontaminacion ambiental de aguas
residuales, disefio de biosensores para la deteccion in situ tanto de diferentes

compuestos de interés alimentario y clinico como de sustancias contaminantes en

efluentes o aguas residuales, control de metabolitos en érganos artificiales, etc.

Tabla 1: Ejemplos de enzimas inmovilizadas en soportes basados en quitosano

Aplicacion

Referencia

Alcohol oxidasa

Aminoacilasa

B-Amilasa

Catalasa

Creatinina desaminasa

Dextranasa

Endo-1,4-3-xilanasa

Galactosa oxidasa

B-Galactosidasa

Alanina deshidrogenasa

Determinaciéon de D-

alanina
Determinacién de etanol

Produccién de L-fenil-

alanina

Produccién de jarabes de

maltosa

Eliminacion de H,O, en

alimentos

Biosensor de creatinina

Hidrdlisis de dextrano (en
derivados sanguineos)

Transformacion de la
hemicelulosa (industria
papelera)

Biosensor de galactosa

Hidrolisis de lactosa
(industria lactea)

(Kiba y col., 1993)

(Taniai y col., 2001)

(Leey col., 1992)

(Noday col., 2001)

(Pifferi y col., 1993)

(Magalhaes y Machado,

2002)

(Abdel-Naby y col., 1999a)

(Abdel-Naby, 1993)

(Wang y col., 2003)

(Rejikumar y Devi, 2001)
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Enzima

Glucoamilasa

Glutamato

deshidrogenasa
Glutamato oxidasa

B-Glucosidasa

Invertasa

Lacasa

Lactato oxidasa

Leucina deshidrogenasa

Lipasa

Lisozima

Nucleédsido fosforilasa

Oxalato oxidasa

Papaina

Pectinasa

Penicilina acilasa

Aplicacion

Produccién de jarabes de
glucosa

Determinacioén de
glutamato

Biosensor de glutamato

Hidrdlisis de celobiosa

Hidrodlisis de sacarosa

Eliminacion de fenoles de
efluentes

Biosensor de lactato

Determinacién de L-leucina

Esterificaciones y
transesterificaciones
Hidrdlisis del aceite de
oliva

Fabricacién de quesos

Determinacion frescura de
pescados y mariscos

Tratamiento de la
hiperoxaluria
Biosensor de oxalato

Hidrdlisis de colagenoy
queratina (cosmeética)

Produccion de

oligosacaridos

Obtencién de acido 6-
amino penicilanico

Referencia

(Takahashiy Kayama,
1992)

(Petach y Driscoll, 1994)

(Wang y col., 2003)

(Briante y col., 2000;
Dauria y col., 1996)

(Gomez y col., 2000; Hsieh
y col., 2000)

(D'Annibale y col., 1999)

(Weiy col., 2003)

(Kiba y col., 1993)
(Belhaj-Ben Romdhane y
col., 2011; Foresti y
Ferreira, 2007; Nasratun y
col., 2009)
(Crapisi y col., 1993)
(Okuma'y Watanabe,
2002)

(Ramakrishnan y col.,
1997)
(Benavidez y col., 2009)

(Hayashiy Ikada, 1991;
ltoyama y col., 1994)

(lwasaki y col., 1998)

(Patel y Gaikar, 2004)
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Enzima

Peroxidasa

Proteasa alcalina

Proteinasa neutra

Pululanasa

Putrescina oxidasa

a-L-Ramnopiranosidasa

Sulfito oxidasa

Tanasa

Tirosinasa

Ureasa

Uricasa

Xantina oxidasa

Aplicacion

Biosensor de H,0,
Determinacion de H,O,
Polimerizacion de la anilina
Determinacién de Hg(ll)

Produccion de detergentes
Sintesis de ésteres y
péptidos

Hidrdlisis de proteinas de

soja
Hidrodlisis de almidon

Determinacion frescura en
carnes

Aromatizacion de bebidas y
ZUmos

Biosensor de sulfitos

Hidrodlisis de taninos del té

Producciéon de L-DOPA
Deteccion y eliminacion de
fenoles

Rino6n artificial

Biosensor de urea
Tratamiento de aguas
residuales

Eliminacion de urea en
bebidas y alimentos

Determinacion de acido
urico (medicina)

Determinacion frescura

Referencia
(Miaoy Tan, 2000)

(Sakuragawa y col., 1998;

Taniai y col., 1999)
(Jin y col., 2001)
(Shekhovtsova y col.,
1997)

(Abdel-Naby y col., 1998)

(Kise y Hayakawa, 199

(Guo y col., 1996)

1)

(Manolov y col., 1993)

(Okuma y col., 2000)

(Spagnay col., 2001)

(Ng y col., 1998; Rawal
col., 2011; Zhou y col.
2008)

y

(Abdel-Naby y col., 1999b;

Boadiy Neufeld, 2001

)

(Carvalho y col., 2000)

(Wang y col., 2002; Wu
col., 2001; Yang y col.
2012)

y

(Kayastha y Srivastava,

2001)
(Chen'y Chiu, 1999)

(Krajewska y col., 1990)

(Chellapandian y
Krishnan, 1998)

(Yaoy col., 2003)

(Deviy col., 2012)
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Enzima Aplicacion Referencia
pescado
Xilosidasa Transformacion de la (Abdel-Naby, 1993)
hemicelulosa (industria
papelera)

8.3. Inmovilizacién de enzimas en particulas magnéticas de quitosano

La inmovilizacién de enzimas en soportes magnéticos es un area de creciente interés
ya que los biocatalizadores obtenidos se pueden separar con mayor facilidad de los
medios de reaccion mediante la simple aplicacion de un campo magnético (Huang y
Juang, 2011). También esta técnica permite la agitacion del biocatalizador en una
columna de lecho fluido que emple un campo magnético, aplicado axial o
transversalmente, para controlar el movimiento de las particulas magnéticas dentro de
la columna. Todas estas propiedades permiten una reduccién de los costes, la
automatizacion, e incluso la miniaturizacién del proceso. Estas caracteristicas
ventajosas de los derivados inmovilizados en particulas magnéticas de quitosano han
suscitado gran interés en la comunidad cientifica en los ultimos afos, y es cada vez
mayor el numero de enzimas de interés biotecnoldgico, inmovilizadas en este tipo de

soportes (Tabla 2).

Tabla 2: Ejemplos de enzimas inmovilizadas en particulas magnéticas basadas en soportes de

quitosano

Enzima Posible aplicacion Referencia
Acilasa Tratamiento de aguas residuales (Yeony col.,
2009)
Alcohol deshidrogenasa Sintesis de intermediarios (Gui-yin y col.,
2010; Liy col.,
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Enzima

a-Amilasa

Celulasa

Glicerol quinasa

Glicerol-3-fosfato

oxidasa

Glucoamilasa

B-Galactosidasa

B-Glucosidasa

Lacasa

Lipasa

Invertasa

Posible aplicacion Referencia
2008)
Hidrolisis del almidon (Liu y col;
Yang y col.,
2010)
Obtencién de quitosano de baja masa (Fengy col.,
molecular 2006)
Determinacién de triglicéridos (Cheny cal.,
2010)
Determinacién de triglicéridos (Cheny cal.,
2010)
Produccion de jarabes de glucosa (Ghosh y col.,
1995; Yang y
col., 2010)
Obtencion de lactulosa (Huay col.,
e 2010)
Hidrdlisis de lactosa
(Pany col.,
2009)
Hidrdlisis de celobiosa (Ghosh y col.,
1995)
Eliminacion de colorantes (Bayramoglu y
col., 2010;
Jiang y col.,
2005; Kalkan
y col., 2012)
Determinacion de triglicéridos (Cheny col.,
2010)
Sintesis de ésteres (biodiesel) (Kuo y col.,
2012)
Hidrolisis de sacarosa (Ghosh y col.,
1995)
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Enzima Posible aplicacion Referencia

Papaina Hidrolisis de proteinas en industria (Liang y
alimentaria, textil, cosmética, etc. Zhang, 2007)
Peroxidasa Biosensor de H,0, (Laiy col.,
2009)
Pululanasa Hidrdlisis del almidén (Zhang y col.,
2009a)
Tirosinasa Degradacion de compuestos fendlicos (Peniche y
col., 2005)
Tripsina Purificacion de aprotinina (Any col.,
2003)
Ureasa Biosensor de urea (Kaushik y
col., 2009)
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OBJETIVOS

Los nucléosidos y sus analogos y derivados son una clase importante de agentes
terapéuticos antitumorales y antivirales. Los procedimientos quimicos empleados por
la industria farmacéutica para producir nucléosidos terapéuticos opticamente activos
llevan consigo multiples etapas que incluyen proteccion y desproteccién, que conllevan
una disminuciéon del rendimiento y mayor coste econdmico, ademas de ser mas
agresivas para el medio ambiente. Dada la importancia econdémica y social de este tipo
de farmacos, representa un logro importante el conseguir una sintesis estereoselectiva
y econdmicamente rentable. En este sentido, la produccién en un proceso de un solo
paso (one pot) y condiciones sostenibles de nucledsidos naturales y no naturales con
aplicacion terapéutica, mediante el empleo de biocatalizadores enzimaticos, presenta
grandes ventajas frente a la sintesis quimica convencional, ya que consumen menos
agua, reactivos de partida, disolventes y energia, lo que minimiza el impacto medio
ambiental, ademas, los productos se obtienen a un menor coste econémico, ya que a
las ventajas propias de las enzimas se afade una menor probabilidad de
contaminacion del reactor, y procesos mas economicos de purificacion del producto

final.

La utilizacion de las nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas como biocatalizadores en
la sintesis de nucledsidos naturales y no naturales presentan la ventaja de llevar a
cabo la reaccion de sintesis en un solo paso 6 one pot, mientras que en el caso de las
nucledsido fosforilasas se necesitan los dos tipos de enzimas, purina y pirimidina
nucledsido fosforilasas. Esto hace que desde el punto de vista de la inmovilizacién de
un biocatalizador sea mas factible inmovilizar las 2’-desoxirribosiltransferasas con
vistas a su utilizaciébn en biorreactores enzimaticos en la sintesis industrial de
nucleosidos.

En la actualidad, resulta de gran interés la obtencibn de nuevas 2'-
desoxirribonucléosido transferasas, ya que hasta la fecha solo hay descritas un
numero limitado de este tipo de enzimas, de las cuales todas son espécificas de
desoxirribosa, asi como abordar estudios de inmovilizaciéon para su empleo como

biocatalizadores. Por otro lado, resulta interesante la obtencidn de enzimas de
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microorganismos psicroéfilos para su utilizacion como biocatalizadores industriales, ya

que puede suponer una ventaja adicional en cuanto a la temperatura del proceso.

Hasta la fecha no se ha descrito ninguna 2’-desoxirribonucléosido transferasa de

microorganismos psicrofilos.

Por todo ello, se han planteado los siguientes objetivos en el presente trabajo:

1. Clonacién y expresion del gen ndt de la bacteria psicréfila Desulfotalea

psychrophila (DpNDT) en un microorganismo heterélogo con el fin de

lograr niveles de expresién que permitan la aplicaciéon industrial de la

misma.

2. Caracterizacion funcional y estructural de la enzima DpNDT producida por

el microorganismo recombinante.

Produccion, aislamiento y purificacion de la enzima

Caracterizacion de la actividad NDT: efecto del pH, temperatura,
fuerza idnica, cationes mono y divalentes y otros aditivos
Caracterizacion estructural: tamafo de la proteina, composicién en
subunidades, estructura secundaria

Especificidad de sustrato y determinacion de parametros cinéticos.

3. Inmovilizaciéon covalente de la DpNDT recombinante sobre particulas

magnéticas de quitosano.

4. Estudios de termoestabilidad de la enzima libre e inmovilizada

Aplicacién del biocatalizador libre e inmovilizado en la sintesis de

nucledsidos naturales y no naturales.
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MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

Para el presente trabajo se utilizaron los reactivos que se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3: Lista de reactivos

Reactivos

Compaiiia

Acido acético

Acrilamida

Agar

Albumina de suero bovino

Azul de bromofenol

Azul de coomassie G250

Bacto Triptona

Cloruro de bario

Cloruro de calcio

Cloruro de cobalto (1) hexahidratado
Cloruro de litio

Cloruro de magnesio hexahidratado
Cloruro de manganeso tetrahidratado
Cloruro de potasio

Cloruro de rubidio

Cloruro férrico

Cloruro sddico

DNA del fago A

Dodecil sulfato sédico

EDTA

Epiclorhidrina

Extracto de levadura

GelRed ™

Glicerol

Sigma Adrich (EEUU)
Fluka (Alemania)

Becton Dickinson (EEUU)
Serva (Alemania)

Sigma Adrich (EEUU)
Fluka (Alemania)

Becton Dickinson (EEUU)
Merck (Alemania)
Panreac (Espafna)

Sigma Adrich (Alemania)
Sigma Adrich (Alemania)
Merck (Alemania)

Sigma Adrich (Alemania)
Merck (Alemania)

Sigma Adrich (Alemania)
Sigma Adrich (Alemania)
Fluka (Alemania)

BioRad (Alemania)
Sigma Adrich (EEUU)
Merck (Alemania)

Sigma Adrich (EEUU)
Conda Pronadisa (Indonesia)
Biotium, Inc. California

Merck (Alemania)
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Reactivos Compaiiia

Glucosa Fluka (Alemania)
Glutaraldehido 2,5% Sigma-Aldrich (EEUU)
IPTG Sigma-Aldrich (EEUU)
Kanamicina Sigma-Aldrich (EEUU)
Lisozima Fluka (Alemania)

Magnetita (Fe;O,)

Marcadores de peso molecular de proteina

Mercaptoetanol
Metanol

NaOH

Persulfato amonico
Polietilenglicol
Quitosano

Sulfato amonio
Sulfato de aluminio

Sulfato de cobre

Sulfato de zinc heptahidratado

Sulfato magnésico
Sulfato potasio

Sulfato sédico
Tetrametil etilendiamina

Trizma base

Sigma Adrich (EEUU)
BioRad (EEUU)
Fluka (Alemania)
Scharlau (Espana)
Sigma Adrich (EEUU)
BioRad (EEUU)
Sigma-Aldrich (EEUU)
Primex (Islandia)
Sigma Adrich (EEUU)
Pro-Bys

Merck (Alemania)
Merck (Alemania)
Probus (Espana)
Sigma Adrich (EEUU)
Merck (Alemania)
Sigma Adrich (EEUU)
Sigma Adrich (EEUU)

2. Microorganismos y plasmidos.

Los microorganismos empleados en el presente trabajo se recogen en la Tabla 4, El

vector utilizado para la clonacion y expresion del gen ndt de Desulfotalea psychrophila
ha sido el plasmido pET-24d(+) (Kan® T7 promotor, T7 terminator lacl) de 5,3Kb de

Novagen.
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Tabla 4: Microorganismos utilizados

) . Caracteristicas  genotipicas o )
Microorganismo . Referencia/Fuente
fenotipicas destacables

F*  @80dlacZAM15 endA1 recA1

Escherichia coli DH5a hsdR17 (rcmg*) supE44 thi-1 gyrA96 (Hanahan, 1983)
relA1 A(lacaya-argF)U169 A
Escherichia coli BL21(DE3) F ompT hsdSg (rg'mg’) gal dcm (DE3) INVITROGEN
Desulfotalea psychrophila
e P DSMz
DSM 12343

3. Oligonucledétidos sintéticos

Los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados por el servicio de sintesis de
oligonucledtidos Sigma Genosys. En la Tabla 5 se muestran los utilizados para la
amplificacion del gen ndt que codifica para la nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa de

Desulfotalea psychrophila DSM 12343 y los que se utilizaron para secuenciar.

Tabla 5: Oligonucleotidos utilizados tanto para la amplificacion del gen ndt como para la

secuenciacion de los plasmidos recombinantes

Nombre Secuencia Tm
(C°)

Q6AQBONCol 5-CATGCCATGGATAATTTATCGTTCAGACCAAAATTGTACC-3* 77,0

Q6AQBOHIndIll  5-AAAAGCTTTTAGCTGAGTTTATTATATTTTTGCTGTAACC-3' 69,3

Q6AQBOTYR 5-AAAAGCTTTTAGTAGAGTTTATTATATTTTTGCTGTAACC-3" 69

T7 Promoter 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 50.3

T7 Terminator 5-TATGCTAGTTATTGCTCAG-3' 50.3

En rojo se indica la diana para la enzima de restriccion Ncol y en azul la diana para la enzima de
restriccion Hindlll. En morado el codén que codifica para la Tyr
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4. Medios de cultivo

Para los cultivos de las distintas cepas de E. coli se ha utilizado el medio: Luria-
Bertani (LB) constituido por triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y NaCl (5
g/L) a pH 7,5, y que en el caso de cultivos en medio sélido se le afadié un 2% de agar
(Miller, 1972; Sambrook y col., 1989).

La concentracién de kanamicina requerida en los medios de cultivo, cuando fue

necesario afadirla, fue de 50 pg/mL.

Los medios se esterilizaron en un autoclave JP. SELECTA (Espafia) a 121 °C y una
presion de 1 kg/cm? durante 30 minutos. Los suplementos de sales, aminoacidos y
antibioticos se esterilizaron mediante filtracién con filtros de 0,2 um de tamafio de poro

(Sartorius, Espana).

5. Revitalizacion y mantenimiento de las cepas

Los microorganismos utilizados en esta Tesis han sido diferentes cepas de E. coli,
concretamente las variantes DH5a y BL21(DE3). Los microorganismos fueron
conservados a -80°C en un medio glicerolado al 20%. Para revitalizarlos se sembraron
en placas Petri que contenian medio LB sélido en el caso de los microorganismos

recombinantes se suplementardn con el antibiético kanamicina a 50 ug/mL.

El' mantenimiento de los microorganismos se llevd a cabo mediante dos

procedimientos:

1. Mediante su siembra en placa sobre medio sélido. Tras la incubacion de las placas
durante 24 h en una estufa a 37 °C, se mantuvieron en nevera a 4 °C. Se llevaron a

cabo resiembras cada 8 dias aproximadamente.

2. Adicionalmente con el fin de establecer y mantener la coleccion de
microorganismos, las cepas revitalizadas se recogieron y se resuspendieron en

glicerol al 20 % en suero salino (NaCl 0,9 %), y se almacenaron a -80 °C.
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6. Purificacion del ADN de Desulfotalea psychrophila DSM
12343.

El aislamiento y purificacion del ADN cromosémico procedente de Desulfotalea
psychrophila DSM 12343 fue llevado a cabo por el Dr. P. A. Kaminski de la Unidad de
Quimica Organica del Instituto Pasteur de Paris con el cual se trabaja en colaboracién
en el marco del proyecto de investigacion “Obtencion y caracterizacion de nuevos
biocatalizadores para la sintesis industrial de nucledsidos de interés terapéutico”.
Proyecto concedido por el Ministerio de Ciencia e Innovaciéon. Ref CTQ2009-11543,
dirigido por la Dra. Isabel de la Mata Riesco, en el marco del cual se ha desarrollado el

presente trabajo.

7. Transformacion genética de las cepas de E. coli
7.1. Transformacion de las cepas.

La transformacion de las diferentes cepas de E. coli empleadas se llevo a cabo por el
método del choque térmico descrito por (Sambrook y col., 1989). Para ello, las células
competentes obtenidas mediante el método de RbCI (Hanahan, 1983) se sometieron
junto con el ADN plasmidico o la mezcla de ligacién plasmido-inserto, a un choque
térmico a 37 °C durante 3 minutos, y posterior incubacion durante 5 minutos en hielo.
Tras el choque térmico, las células se incubaron 1 hora en 1 mL de LB liquido, y
posteriormente, se sembraron en placas Petri conteniendo el medio sélido selectivo

con el antibidtico correspondiente y se incubaron en estufa a 37 °C durante una noche.

7.2. Método de seleccion en E. coli de los plasmidos recombinantes.

Las cepas de E. coli recombinantes se seleccionaron en primer lugar por su

crecimiento en presencia de kanamicina en el medio.
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En este caso se procedio a la seleccion de colonias aisladas con posterior analisis y
determinacion del tamano del plasmido mediante electroforesis en geles de agarosa al

0,8% vy finalmente, secuenciacién de los mismos

En todos los casos, se llevd a cabo una seleccion mediante mini-prep de colonias.
Este método permite analizar numerosas colonias en poco tiempo, pudiendo
observarse la presencia de los plasmidos deseados. Para ello, se tom6 una muestra
de cada colonia con la punta de un palillo estéril y se depositdé en un tubo Eppendorf al
que se le adicion6 10 ul de un tampon compuesto por lisozima (0,5 mg/mL), RNasa
(0,1 mg/mL), EDTA 25 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, glicerol al 10% y azul de
bromofenol (2 mg/mL). Tras incubar 15 minutos en ese tampon se anadieron 2 pl de
fenol y tras su centrifugacion a 9.000 xg se analizaron los sobrenadantes mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0,8%.

La transformaciones positivas se analizaron por purificacion del plasmido (Apartado 8

de Materiales y Métodos) y analisis de restriccion y secuenciacion.

8. Purificacién del ADN plasmidico de E. coli

Las cepas de E. coli se crecieron en 4 mL de medio LB con el antibidtico
correspondiente a 37 °C durante toda la noche a 200 r.p.m. en un incubador con
agitacion orbital Unitron Infors HT (Suiza) Para la purificacion de los plasmidos de las
distintas cepas de E. coli se utilizd un sistema de purificacion comercial, High Pure

Plasmid Kit (Roche, Alemania), segun las especificaciones del comerciante.

9. Técnicas electroforéticas de ADN

Las electroforesis analiticas de ADN se llevaron a cabo en geles de agarosa al 0,8 %
en tampoén TAE (Tris-HCI 40 mM, EDTA 2 mM y acido acético 20 mM, pH 8.. Las
electroforesis se realizaron en un equipo RunOne Electroforesis Cell de EmbiTec
(USA) a una corriente constante de 8 V/cm. El tampdn de carga empleado para aplicar
las muestras de ADN (tampodn 5X) esta compuesto por azul de bromofenol (0,25 %),
cianol (0,25 %) y glicerol en agua (30 %). La deteccion de las bandas de ADN en el gel

se llevd a cabo mediante la utilizacion de GelRed (10.000X en agua) y posterior
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visualizacion con luz ultravioleta en un Transiluminador UVIPro V1-0 de UVItec Limited

(Inglaterra).

Como marcador de tamarno se empled un digerido del ADN del fago A con la enzima

de restricciéon BstEll, (MBI Fermentas, Alemania).

10. Secuenciacion del ADN

Todas las secuenciaciones del ADN se han realizado en el servicio de secuenciacion
automatica de DNA de Secugen, SL (Sequencing and molecular diagnostics)
encargado del servicio de secuenciacion del Centro de Investigaciones Biologicas
(CSIC, Espana).

11. Clonacion y expresion del gen ndt de Desulfotalea
psychrophila DSM 12343

Para la clonacion y la expresion del gen ndt de Desulfotalea psychrophila DSM 12343
que supuestamente codifica para la nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa (NDT) se
amplific6 mediante PCR el marco de lectura abierto (ORF) utilizando los
oligonucleotidos Q6AQBONco y Q6AQBOHInd (Tabla 5, del apartado 3 de Materiales

y Métodos), disefiados segun la secuencia del gen ndt de Desulfotalea psychrophila.

- Q6AQBONCco, que corresponde al extremo 5° del gen ndt y que presenta una diana
de restriccion Ncol.
- Q6AQBOHiInd, que corresponde al extremo 3" del gen ndt y que presenta una diana

de restricciéon BamHI en el extremo 3” e incluye la secuencia TAA como coddn stop.

Las amplificaciones de ADN se llevan a cabo mediante la técnica de la PCR (Mullis y
col., 1986; Saiki y col., 1985) utilizando un termociclador MasterCycler Personal
(Eppendorf, Alemania). En todas las reacciones de amplificacion de ADN por PCR en

la mezcla de reaccion se incluyd cada uno de los dos oligonucleétidos usados como
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cebadores a una concentracién de 0,8 pM y cada uno de los cuatro dNTPs a una
concentracién de 0,20 mM. Todas las amplificaciones se realizaron en presencia de
DMSO al 10% utilizando pfU ADN polimerasa de promega (USA) con los tampones de
reaccion recomendados por el fabricante. Como controles en las reacciones de
amplificacion por PCR se llevaron a cabo reacciones con cada uno de los cebadores
por separado para observar si la amplificaciéon del gen era o no especifica. El
programa de amplificacion utilizado en las diferentes reacciones de PCR aparece
reflejado en la Tabla 6.

Tabla 6: Programa de amplificacion por PCR utilizado.

DpNDT

1. Desnaturalizaciéon 2 min a 95 °C.

2. Desnaturalizacion 30 seg a 95 °C.

3. Hibridacion 30 seg a 60 °C.

4. Extension 1 min a 72 °C.

5. Los pasos 3, 4 y 5 se repitieron 25 ciclos.
6

. Extension 1 min a 72 °C.

Una vez realizada la amplificacién del gen ndt de Desulfotalea psychrophila DSM
12343, se purificd mediante kit de purificacion High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche, Suiza) siguiendo lo indicaciones del fabricante. Una vez purificado, se
comprobé mediante electroforesis de ADN en agarosa al 0,8 % vy posterior

secuenciacion como se describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos.

A continuacion el producto de PCR se digirié con las enzimas Ncol y Hindlll (New
England BioLabs, EEUU) en el tampdn comercial NEBiolabs 2 (compuesto por 50mM
de NaCl, 10m M de Tri/HCI, 10m M de mgCl, y 1 m M DTT pH 7.9 a 25°C),
recomendado por el fabricante, durante 3 horas a 37 °C tras las cuales la reaccioén se
detuvo calentando la mezcla durante 15 minutos a 85 °C. Una vez digerido se realiz6
una electroforesis en geles de agarosa al 0,8 % y se obtuvo el gen mediante una
extraccién de banda del gel con el kit de extraccion, GENECLEAN® Kit (Bio101,
EEUU). Una vez hecho esto se procedio a insertar el gen ndt en el vector pET24d(+),
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previamente digerido con las enzimas de restriccion Ncol y Hindlll en las mismas
condiciones que el fragmento amplificado. A continuaciéon se procedié a la clonacion
del gen ndt el plasmido digerido, para ello 0,5 pg del gen ndt digerido y purificado se
mezclaron con 0,25 ug del plasmido pET24d(+) digerido (Relacion plasmido:inserto
2:1) y se llevé a cabo la reaccion de ligacion utilizando la enzima T4 ADN ligasa (USB,
EEUU) a 4 °C durante toda la noche. La reaccién de ligaciéon se llevd a cabo en
presencia de ATP, usando un tampoén recomendado por el fabricante. La mezcla de
ligacion pET24ndt se utilizé para transformar células competentes de E. coli DH5aq,
como se describe en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Los clones positivos se
seleccionaron por su crecimiento en LB suplementado con kanamicina (50 yg/mL), y
mediante mini-prep de colonias. Se obtuvo asi el clon recombinante E. coli DH5a

(PET24ndt), que posee el plasmido recombinante pET24ndt.

Para llevar a cabo la expresion del gen ndt, el plasmido recombinante pET24ndt fue
purificado y secuenciado segun se ha descrito anteriormente en los apartados 8 y 10
de Materiales y Métodos, y se utilizé para transformar células competentes de E. coli
BL21(DE3), tal y como se ha descrito en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Los
clones positivos se seleccionaron por crecimiento en medio LB suplementado con
kanamicina (50 pg/mL) y mediante mini-prep de colonias. Se obtuvo asi el clon
recombinante E. coli BL21(pET24ndt), que posee el plasmido pET24ndt. Este
plasmido se purificd y secuencié para comprobar que en el proceso de transformacion

no hubieran ocurrido mutaciones que pudieran cambiar la secuencia del gen.

12. Produccién, aislamiento y purificacion de la nucleosido
2’-desoxirribosiltransferasa (DpNDT) de Desulfotalea
psychrophila, producidad por E. coli BL21(pET24ndt)

Para llevar a cabo la produccion, aislamiento y purificacion de la supuesta NDT de
Desulfotalea psychrophila se crecid el microorganismo recombinante E. coli
BL21(pET24ndt) en un preinéculo de 50 mL de medio LB en un matraz de 250mL
suplementado con kanamicina (50 ug/mL) a 37° C, con una agitacién de 200 r.p.m. en
un incubador termostatizado con agitacion orbital Unitron Infors HT (Suiza) durante 18
horas. Seguidamente se procedio a trasvasar el preinéculo a un matraz Erlenmeyer de

un litro que contenia 450 mL de LB suplementado con kanamicina (50 pug/mL) y se
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crecio en las mismas condiciones hasta observar un densidad 6ptica entre 0,6 y 0,8,
momento en el cual se adicioné IPTG a una concentracion final de 0,4 mM y se
mantuvo creciendo durante 2 horas y media. A continuacion el caldo de cultivo se
centrifug6 a 3500xg durante 15 minutos a 4 °C vy, tras separar el sobrenandante de las

células, se procedi6 a la ruptura de las mismas.

Para ello, las células se lisaron segun las siguientes condiciones: 15 ciclos de 10
segundos con una amplitud del 20 % a intervalos de 0,6 segundos. Tras lisar
totalmente las células, se centrifugaron a 9000xg durante 30 minutos a 4 °C y se
procedid a analizar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida tanto los
extractos como los precipitados obtenidos, con el fin de determinar si la enzima se
expresaba de forma soluble o en forma de cuerpos de inclusion. La cantidad de
proteina en el extracto se cuantifico mediante el método de Bradford (Bradford, 1976).
La eficacia de la lisis celular se analizé mediante PAGE-SDS como se describe en el

apartado 11 de Materiales y Métodos.

Una vez lisadas las células se centrifugaron a 9000xg durante 20 minutos y 4 °C,
obteniéndose el extracto celular con el que se procedié a la purificacion de la enzima

DpNDT recombinante, que se llevé a cabo mediante dos pasos cromatograficos:

a) Cromatografia de intercambio iénico

A la vista de los datos proporcionados por el servidor ExPASy (Expert Protein Analysis
System) (Gasteiger y col., 2003) acerca de la estructura y que indica que el punto
isoeléctrico (pl) de la proteina es 4.86, se realizd6 una primera purificacion mediante
una cromatografia de intecambio idnico, para lo cual se utilizd un intercambiador
anionico UNOsphere Q Cartridge (BioRad, EEUU). Este intercambiador aniénico se
caracteriza por estar formado por propileno, tener un volumen de lecho de 5 mL,

tamario de poro 1000 A, y el grupo funcional —=N*(CHs)s.

Para ello, 8 mL del extracto celular obtenido tal y como se ha detallado anteriormente
en el apartado anterior se aplicaron en un cartucho Mini UNOsphere Q Cartridge,
(BioRad, EEUU). La cromatrografia se llevd a cabo en frio mediante un sistema
BioLogic Lp de BIO-RAD. Con un flujo constante de 0,5 mL/min. Seguidamente se
llevd a cabo un lavado de la columna con 60 mL de tampén fosfato potasico 10 mM,

pH 7, hasta obtener absorbancia cero a una longitud de onda de 280 nm (A.g) en las
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fracciones recogidas con el fin de eliminar las proteinas que no se quedaron unidas a

la columna.

A continuacién, se llevo a cabo la elucion de la enzima, DpNDT, mediante un gradiente
continuo de 40 mL de 0 a 0,4 M de NaCl en tampén fosfato potasico 10 mM, pH 7 a un

flujo de 0,5 mL/min, hasta observar absorbancia cero a 280 nm.

Las absorbancias a 280 nm de las fracciones del perfil cromatografico fueron medidas
en un espectrofotdmetro Ultrospec 1100 Pro, Amersham (Suecia). Se realizaron
electroforesis SDS-PAGE con el fin de identificar las fracciones que contenian la
DpNDT atendiendo a su masa molecular. Se seleccionaron las fracciones mas puras
que contenian la DpNDT, y se procedié a realizar un segundo paso cromatografico

para conseguir una mayor purficacion de la enzima.

b) Cromatografia de penetrabilidad en Superosa 12

Con las fracciones mas puras procedentes de la cromatografia de intercambio iénico
se llevo a cabo una segunda purificacion mediante una cromatografia de
penetrabilidad. Para llevar a cabo este tipo de cromatografia se empled la columna
Superosa 12 10/300 GL High Performance Columns (General electric GE, Healthcare
Europe GmbH, Alemania), la cual esta constituida por una matriz reticulada de
agarosa, con dimensiones de 10x300-310 mm de base, un volumen de 24mL, un
fraccionamiento de proteinas globulares de aproximadamente 2x 10°, y tamafio de

particula promedio de 11 pm.

Las fracciones eluidas de la cromatografia de intercambio idnico en las que se detectd
la presencia de la nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa mediante electroforesis SDS-
PAGE, fueron mezcladas y posteriormente concentradas en un lecho de polietilenglicol
(PEG-3500) hasta reducir su volumen a 500 pL. A continuacién, se aplico este
volumen en una columna Superosa 12 previamente equilibrada en tampdn fosfato
potasico 50 mM, pH 7.

La cromatografia se llevé a cabo a temperatura ambiente mediante un sistema de
cromatografia rapida para proteinas Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC),

Amersham-Pharmacia (Suecia) a un flujo de elucién de 0,5 mL/min de tampén fosfato
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potasico 50 mM, pH 7. Igualmente se recogieron fracciones de 500 uL hasta observar
absorbancia cero a 280 nm. Al igual que en el caso anterior, se midi6 el perfil
cromatografico de proteina 280 nm, y se realizé una electroforesis SDS-PAGE. Se

seleccionaron las fracciones mas puras que contenian la enzima DpNDT.

13. Cuantificacion de la proteina

La determinacion de la concentracion de proteinas presente en cada muestra se ha
llevado a cabo mediante el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976),
utilizando un reactivo comercial (Protein Reagent de la casa Bio-Rad). A 40 pL de
muestra, a la dilucién adecuada en tampén fosfato 50 mM, pH 7.0, se afadieron 280
ML de agua destilada y 80 uL de reactivo comercial hasta completar un volumen final
de 400 pL. Tras agitacion vigorosa, la reaccién se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion se midio la absorbancia de las muestras a 595
nm en un lector de placas ELISA (Digiscan Microplate Reader V3.0. ASYS Hitech). La
recta patron se construyd utilizando disoluciones de concentraciones crecientes de
albumina de suero bovino, partiendo de una solucion madre de 1 mg/mL. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.

14. Técnicas electroforéticas de proteinas

Para los diferentes ensayos realizados con el fin de identificar las proteinas segun su
masa molecular, se utilizaron las técnicas electroforéticas de proteinas que

describimos a continuacion.

14.1. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE)

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en condiciones

desnaturalizantes en presencia de dodecil sulfato sddico (SDS) al 0,1% (SDS-PAGE),
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en geles de poliacrilamida (PAGE), a una concentracion del 12,5 % en la zona
separadora y del 4% en la concentrante (Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron
a 95 °C durante 10 minutos en presencia de tampon de ruptura (Tris 250 mM pH 6,8;
SDS 2%; B-mercaptoetanol 5 %; glicerol 10 % y azul de bromofenol 0,05 %), y se
aplicaron en los pocillos de gel. Las electroforesis fueron realizadas en una cubeta
Miniprotean de Bio-Rad (USA), a temperatura ambiente, empleando un tampén de
electroforesis Tris 25 mM pH 8, glicina 192 mM y SDS 0,1 %. La tinciéon de proteinas
en el gel se realizo utilizando una mezcla de metanol:acético:agua destilada en
proporciones 46:8:46 con un 0,1% (p/v) de azul de Coomassie Brilliant Blue G-250,
segun lo descrito (Swank y Munkres, 1971). Para destefir el exceso de colorante se
hicieron sucesivos lavados en una mezcla de metanol:acido acético:agua (20:8:73).
Como marcadores de masa molecular se utilizaron los patrones pretefidos SDS-
PAGE con un intervalo amplio de masas moleculares y patrones no pretefidos SDS-
PAGE, ambos de Bio-Rad (USA).

14.2. Electrotransferencia de proteinas a membranas de PVDF y analisis

de la secuencia aminoterminal

Para la secuenciacion del extremo aminoterminal, se realizé una electroforesis de la
enzima pura DpNDT en las condiciones descritas anteriormente y se transfirié a una
membrana de PVDF (Immobilon-PSQ de Millipore) en cubetas de transferencia Mini
Trans-Blot® (Bio-Rad, EEUU) a 20 mA durante toda una noche en tampon Tris-HCI 10
mM, glicina 10mM, 0,2% de SDS. Al tampén del electrodo superior se le afadio
tioglicolato hasta una concentracion de 0,1 mM. La deteccién de proteinas en la
membrana se realizé mediante tincién con Negro amido 0,1% (p/v) en acido acético al
10 % (v/v).

Las bandas de proteina se recortaron para su secuenciaciéon en un secuenciador de
proteinas Applied Biosystems del servicio de secuenciacion del Centro de

Investigaciones Bioldgicas del C.S.I.C.
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15. Caracterizacion funcional de Ila enzima DpNDT

recombinante

Para llevar a cabo la caracterizacion funcional de la nucleésido 2'-
desoxirribosiltransferasa de  Desulfotalea  psychrophila  producida por el
microorganismo recombinante E. coli BL21(pET24ndt) se llevaron a cabo una serie de

estudios que se describen a continuacion.

15.1. Determinacion de la actividad desorribosiltransferasa.

El método elegido para la caracterizacién funcional de la NDT de Desulfotalea
psychrophila empleado en este trabajo, fue la valoracion de la actividad nucledsido 2'-
desoxirribosiltransferasa mediante la cuantificacién por HPLC de los productos de la
reaccion de sintesis de los 2'-desoxirribosilnucledsidos resultantes del intercambio de
bases producido en el nucledsido de partida. Todos los ensayos se realizaron por

duplicado.

La actividad enzimatica se cuantifico mediante el empleo de la unidad internacional
(Ul) definida como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de 2-

desoxirribonucledsido por minuto en las condiciones de ensayo.

El ensayo para determinar la actividad nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasa se
realizé afiadiendo 10 pL de la solucién enzimatica a una concentracion de 1,43 mg/mL
(14,3 pg), a 25 pL de una solucion de sustratos a concentraciéon 16 mM en tampodn
MES 50mM, pH 6,5, hasta un volumen total de reaccion de 40 L. La reaccion se
incubd 20 minutos a 50 °C y a una agitacion de 30 r.p.m. en un bafio de agua con
agitacion en vaivén Unitron 250 OR (Selecta, Espafia) y se detuvo mediante la adicion
de 40 pyL de metanol a 4°C y posterior calentamiento a 95 °C durante 5 minutos.
Seguidamente la mezcla se centrifugd 5 minutos a 9000xg y se recogieron 50 uL de
muestra del sobrenadante que se adicionaron a 50 pyL de agua milli Q. De esta
manera, la muestra quedaba preparada para su analisis en el HPLC. Si la muestra no
se analizaba en el momento, se conservaba a -80°C hasta su posterior analisis por
HPLC.
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La actividad se evalué cualitativa y cuantitativamente, detectando la presencia del 2’-

desoxirribonucledsido sintetizado.

La reaccion estandar utilizada en los ensayos de caracterizaciéon funcional fue la
sintesis 2'-desoxiadenosina a partir de 2'-desoxiuridina (dUri) y adenina (A), salvo en el
caso de evaluacién de la actividad y estabilidad con el pH, que se utilizé la sintesis

timidina a partir de 2'-desoxiuridina (dU) y timina (T).

El sistema de HPLC utilizado fue el modelo Series 1100 (Agilent, EEUU) con una
columna Luna 5y, C18(2) 250 x 4,60 mm (Phenomenex, EEUU) bajo las condiciones

descritas en el apartado 20 de materiales y métodos.

15.2. Estudio de la influencia del pH sobre la actividad y la estabilidad de

la enzima

El tampon utilizado para llevar a cabo los estudios de estabilidad y actividad
enzimatica en funcién del pH, fue un sistema de tampones citrato/fosfato potasico 10

mM a fuerza iénica (I) constante de 150 mM.

A) Estudio de la influencia del pH sobre la estabilidad de la DpNDT

Se incubaron 14,3 pg de enzima durante 15 minutos a 4 °C en un intervalo de pH
entre 4 y 12. Tras la incubacién las soluciones se ajustaron a pH 6,5 mediante la
adicién de 280 uL de una mezcla equimolar de nucledsido 2'-desoxiuridina y timina a
una concentraciéon de 16 mM respectivamente, en tampén MES 50 mM a pH adecuado
en cada caso para conseguir que la mezcla final tuviese un pH resultante de 6,5 y una
concentracion final de sustratos de 10 mM, seguidamente se incubd la mezcla de

reaccion bajo las condiciones descritas en el apartado 15 de materiales y métodos.

B) Estudio de la influencia del pH sobre la actividad de la DpNDT

14,3 ug de enzima se incubaron en las condiciones de ensayo descritas anteriormente

(apartado 15 de Materiales y Métodos), utilizando sustratos como 2’-desoxiuridina
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(dUri) y timina (T), en un intervalo de pH comprendido entre 4 y 12. Se eligi6 timina,
debido a que presenta un pKa de 9,7 y ademas el uracilo presenta un pK de 9,2, de tal

forma que tanto sutratos como productos de reaccion estaban en forma neutra.

15.3. Estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad y la

estabilidad de la enzima

Las temperaturas utilizadas para realizar los estudios de estabilidad y actividad
estuvieron comprendidas en un intervalo entre 20 °C y 80 °C. Todos los ensayos se
realizaron en tampon MES 50 mM, pH 6,5 utilizando desoxiuridina y Timina como

sustratos.

A) Estudio de de la influencia de la temperatura sobre la estabilidad de la
DpNDT.

14,3 ug de enzima se incubaron durante 15 min a las diferentes temperaturas en el
intervalo comprendido entre 20° y 80° C. A continuacion, se incubd la enzima a 4 °C
durante 5 min, y se realizé el ensayo de actividad descrito en el apartado 15 de

materiales y métodos para determinar la actividad.

B) Estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad de la DpNDT.

14,3 ug de enzima e incubaron con 25 pL de una solucién de desoxiuridina y timina a
10 mM concentracién final, en tampoén MES 50mM, pH 6,5 a diferentes temperaturas
comprendidas en el intervalo de 20-80°C. La actividad se determind mediante el

ensayo de actividad estandar descrito en el apartado 15 de Materiales y Métodos.
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15.4. Estudio de la influencia de la fuerza ionica sobre la actividad

enzimatica

La fuerza ionica e una soluciéon es una funcion de la concentraciéon de todos los iones
presentes en ella y definida por la ecuacion 1, donde Ci es la concentracién molar de
iones, Zi es la carga de cada ion, y el sumatorio se refiere a cada una de las especies

idnicas presentes en el medio.

=12y cim®
i=1 "

El estudio del efecto de la fuerza idnica (l) sobre la actividad de la DpNDT se llevo a
cabo mediante la determinacion de la actividad enzimatica a diferentes valores de
fuerza idnica en las condiciones estandar recogidas en el apartado 15 de Materiales y
Métodos. La variacién de la fuerza idnica en cada ensayo se realiz6 mediante la
adicion de NaCl hasta la concentracion necesaria, en tampén de reaccion MES 50
mM, pH 6,5. Para llevar a cabo el ensayo se utilizaron 14,3 pug de enzima en cada

reaccion y desoxiuridina y timina como sustratos.

15.5. Determinacion de Ilos parametros cinéticos de Ila DpNDT

recombinante.

Los parametros cinéticos aparentes, Ky, Keat ¥ kea/Ku, de la enzima NDT de D.
psychrophila producida por E. coli BL21(pET24ndt) han sido determinados para
desoxiuridina (dUri) y Timina (T) como sustratos mediante el ensayo estandar descrito
anteriormente (apartado 15 de Materiales y Métodos). Para ello, 14,3 ug de enzima se
incubaron con concentraciones crecientes de dUri (de 0,25 a 30 mM) a concentracion
fijia de T (30 mM), o con concentraciones crecientes de T (de 0,25 a 30 mM) a
concentracién constante de dUri (30 mM). Los experimentos se han llevado a cabo por
triplicado. Los parametros cinéticos se han determinado ajustando los datos a la
ecuacién de Hanes-Woolf, (ecuacién 2) (Segel, 1975) para lo que se utilizd el
programa informatico Hiperbolic Regression

(http://homepage.ntleorld.com/jon.easterby/sofware.htmL).
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[SI_ 1 (g, K
V Vmax [S] Vmax (ec. 2)

16. Caracterizacion estructural de la enzima DpNDT

recombinante.

Para llevar a cabo la caracterizacion estructural de la nucleésido 2’-
desoxirribosiltransferasa de D. psychrofila (DpNDT) producida por el microorganismo
recombinante E. coli BL21(pET24ndt) se llevaron a cabo una serie de estudios que se

detallan a continuacion.

16.1. Espectroscopia de absorcion UV-visible

El espectro de absorcion UV-visible de la enzima DpNDT recombinante fue registrado
utilizando un espectrofotometro Beckman DU 800 con una cubeta de cuarzo de 1 cm
de paso Optico, utilizando una concentracion de proteina de 0,2 mg/mL en fosfato

potasico 50 mM, pH 7.

16.2. Calculo del coeficiente de extincion molar

Para obtener el calculo del coeficiente de extincion molar de la enzima DpNDT
recombinante se llevd a cabo mediante la utilizacion de una soluciéon de enzima pura
de 0,7 mg/mL, utilizando el método de Edelhoch (Edelhoch, 1967).

Se midieron las absorbancias a una longitud de onda de 280 nm de la enzima DpNDT
nativa, en tampén fosfato potasico 10 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,0 y de la enzima
desplegada en presencia de cloruro de guanidinio. Para ello, la enzima se incubo
durante 3 horas a 37 °C en tampoén fosfato potasico 10 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,0 que
contenia 6M de cloruro de guanidinio. Como blancos se utilizaron los tampones

respectivos. Las medidas han sido realizadas en un espectrofotometro DU-70
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(Beckman, USA). Para el célculo del coeficiente de extincion molar se utilizé la

Ecuacion 3.

A1at — E nat (ec. 3)
Ades g des

donde Anay Y Ades SON los valores de absorbancia a 280 nm de la proteina nativa y
desplegada, respectivamente, y &.s €s el coeficiente de extincidn molar de la proteina
desplegada, calculado segun la secuencia de aminoacidos de las proteinas con ayuda
del programa ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) (Gill y von Hippel, 1989).
Tras sustituir estos valores, se pudo calcular €, correspondiente al coeficiente de

extincion molar de la proteina nativa.

16.3. Espectroscopia de fluorescencia

El espectro de fluorescencia de la DpNDT recombinante determinado a 25 °C
utiizando un espectrofotometro (AMINCO.Bowman Series 2 Luminescence
spectrometer EEUU). Las cubetas utilizadas fueron de 0,4 cm y 1 cm de paso optico
de excitacion y emision respectivamente. La anchura de rendija empleada fue 5 nm
para ambos haces (excitacion y emision), y la velocidad de barrido fue 60 nm/min. Se
registraron los espectros de fluorescencia tras excitar a 275 nm, 280 y 295 nm. La
concentracién de proteina utilizada fue 0,050 mg/mL en tampdn fosfato potasico 50
mM, pH 7.

16.4. Dicroismo circular

El espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano de la DpNDT recombinante
se ha obtenido utilizando un dicrégrafo Jasco T-715 (Japdn) equipado con un bafio
termostatizado Neslab RTE-111.

Para ello, se utilizé una cubeta de 0,1 cm de paso 6ptico. La concentracién de enzima

utilizada en ambos casos ha sido de 0,35 mg/mL en tampodn fosfato potasico 10 mM,
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pH 7. El espectro se realizé a 15 °C, midiéndose la elipticidad molar entre 185 y 260

nm.

También se ha analizado la desnaturalizacion térmica y el calculo de la Tm de la
enzima DpNDT mediante la medida de la variacion de su elipticidad molar a 220 nm en
el intervalo de temperaturas comprendiendo entre 15 y 90 °C, a una velocidad de

cambio de temperaturas de 20 °C/hora.

A partir de los datos del dicroismo circular en la region del UV lejano se determind el
contenido en estructura secundaria de la DpNDT recombinante empleando para ello el
programa informatico CDSpectra Deconvolution Version 2.1. Este programa detecta
patrones y correlaciones entre los espectros de dicroismo circular de una serie de

proteinas cuya estructura tridimensional es conocida por cristalografia de rayos X.

Ademas con el fin de llevar a cabo la predicciéon de la estructura secundaria en funcién
de la secuencia de aminoacidos de la enzima DpNDT, se han utilizado once
programas informaticos diferentes basados en el alineamiento multiple de las
secuencias de las proteinas con otras de estructura conocida. Los métodos empleados
son:

- DPM (Deléage y Roux, 1987)

- DSC (King y Sternberg, 1996)

-GOR1 (Garnier y col., 1996)

-GORa3 (Gibrat y col., 1987)

-HNNC (Guermeur y Gallinari, 1997)

-MLRC (Guermeur y col., 1999)

-PHD (Rosty Sander, 1993), http://cubil.bioc.columbia. edu/predictprotein

-Predator (Frishman y Argos, 1996)

-SOPM (Geourjon y Deléage, 1995)

-PSI PRED (McGuffin y col., 2000), http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)

-JPRED (Cole y col., 2008)

16.5. Microcalorimetria diferencial de barrido.

Se determiné la temperatura de desnaturalizacion (Tm) de la proteina mediante
estudios de microcalorimetria diferencial de barrido (DSC). Para ello, se utilizé 600 uL

de proteina a una concentracion de 0,2 mg/mL en tampdn fosfato potasico 50 mM, pH
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7.0, se introdujeron en la celda o célula de referencia y se sometieron a un intervalo de
temperatura desde los 20-90 °C. El equipo utilizado fue un Microcalorimetro VP-DSC
(Microcal, EEUU). El software utilizado para la el procesamiento de los datos fue

Microcal Origin.

16.6. Ultracentrifugacion analitica.

Las muestras para la ultracentrifugacién analitica fueron preparadas en tampén fosfato
potasico 10 mM, pH 7. Para determinar el tamafio de la DpNDT asi como su estado de
agregacion se sometio a experimentos de velocidad y equilibrio de sedimentacién
utilizando la proteina a las siguientes concentraciones: 1 mg/mL, 0,54 mg/mL y 0,2
mg/mL. Estos estudios fueron realizados en el Consejo de Investigaciones Biolégicas
(CIB) por el Dr. Carlos Alfonso.

En el experimento de velocidad de sedimentacion los datos experimentales de
concentracién frente al radio obtenidos a lo largo del tiempo fueron analizados
mediante el programa SEDFIT para obtener los valores de coeficiente de
sedimentacion (S) frente a la distribucion aparente del coeficiente de sedimentacién
c(s). Esta representacion permitid obtener informacion acerca de la cantidad de

especies presentes en una muestra, asi como una aproximacion a la masa molecular.

En el experimento de equilibrio de sedimentacion para la obtencion de valores
precisos de masa molar se llevaron a cabo estudios donde las muestras se sometieron
a campos de fuerza crecientes desde 3.000 a 14.000xg. En estas condiciones, el
desplazamiento de las proteinas a lo largo del eje de rotacion y la difusién quedan
compensados, llegando a un punto de equilibrio. Alcanzado este estado, los datos
experimentales se analizaron y se convirtieron a valores de masa molecular boyante
(My), y se corrigieron posteriormente a masa molecular (M) a través de la formula M=
M(1-v,), donde v, es el volumen especifico parcial de la proteina, calculado
tedricamente a partir de su composicion en aminoacidos, y r es la densidad del
tampon. Para todos los calculos se utilizd la herramienta informatica
HETEROANALYSIS.
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16.7. Modelizacion de la estructura terciaria.

Se ha realizado un modelo de la posible estructura terciaria de la enzima NDT de
Desulfotalea psychrophila producida por E. coli BL21(pET24ndt) segun su secuencia
de aminoacidos. El modelo se ha realizado utilizando el programa HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/waiting/6752545), (Arnold y col., 2006) que
compara la secuencia de aminoacidos de una proteina problema con una base de
datos que incluye la secuencia de aminoacidos de proteinas con la estructura
tridimensional resuelta por rayos X. De esta manera, construye un modelo estructural
a partir de la proteina o proteinas que presenten una mayor identidad con la proteina
problema. El programa ha utilizado como modelo la NDT de Lactobacillus leichmannii

formando complejo con 5-metil-2'-desoxipseudouridina (cédigo PDB 1F8Y).

17. Inmovilizacién de la DpNDT recombinante

La inmovilizacion de la DpNDT recombinante se llevé a cabo utilizando un soporte
biodegradable constituido por particulas magnéticas obtenidas a partir de quitosano y
Fe;O, (magnetita). Donde la proteina se une a particulas magnéticas que contienen

magnetita en su interior atrapada en quitosano.

17.1. Produccioén de las particulas magnéticas

Las particulas magnéticas se obtuvieron a partir de un quitosano suministrado por la
casa comercial Primex (Islandia) con un peso molecular de 644 kDa y un grado de
desacetilacion del 90%, y magnetita (Fe;O4) suministrada por la casa Sigma Adrich
(EEUU). La preparacion de las particulas magnéticas de quitosano, y su posterior
activacion con el fin de favorecer la unién covalente de la enzima, se detallan a

continuacion:

A 10 mL de solucién de quitosano al 3 % (p/v) en &cido acético al 2 % (v/v), se le

anadieron 150 mg de magnetita (50 % p/p respecto al polimero), y posteriormente se
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dejo agitar a temperatura ambiente hasta que se consiguié la dispersion total de la
magnetita en la solucion de quitosano. A continuacion, 3 mL de la suspension
resultante se afnadi® mediante goteo a una solucion de NaOH 2M (50 mL). Las
particulas formadas (de aproximadamente 1,5 mm de diametro) se mantuvieron en
agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, las
particulas se recogieron mediante filtrado en placa de vidrio poroso y se lavaron dos
veces con 50 mL de agua destilada sobre la misma placa. A continuacion, se procedié
al reticulado del quitosano con el fin de aumentar su estabilidad fisica y quimica. Para
ello, se dispusieron 2,5 g de particulas en 25 mL de una solucién de epiclorhidrina
(Sigma) al 2 % (v/v) disuelta en NaOH 1M. Transcurridas 2 horas de incubacion a 55
°C y 200 r.p.m. de agitacion en la solucion de epiclorhidrina, las particulas reticuladas
se filtraron en placa de vidrio poroso. Posteriormente se incubaron en 50 mL de etanol
frio (80 % v/v) durante 30 minutos a 4 °C con el fin de eliminar restos de epiclorhidrina.
Tras retirar el etanol, se procedi6 a lavar las particulas magnéticas con 50 mL de agua
destilada sobre la placa de vidrio poroso con el fin de eliminar los restos de alcohol y
otras impurezas. Una vez preparadas, las particulas se activaron con glutaraldehido
de tal manera que uno de sus dos grupos aldehido se uni6é a los grupos amino del
quitosano, mientras que el otro quedd libre para unir mediante enlace covalente
moléculas de enzima a través de sus grupos e-amino de la cadena lateral de los restos
de lisina presentes en su superficie. Dicha activacion se realizd6 de la siguiente
manera: 1 g de particulas magnéticas de quitosano se sumergié en 4 mL de una
solucion de glutaraldehido (Sigma) al 2,5 % (v/v) en tampodn fosfato potasico 0.1 M pH
7,0, y se dejo en agitacion en dicha solucién durante 2 horas a 25 °C. Una vez
transcurrido este tiempo de activacion, las particulas se filtraron sobre placa de vidrio
poroso y lavaron tres veces con 10 mL de agua destilada sobre la misma placa con el

fin de eliminar restos de glutaraldehido.

17.2. Unién covalente de la DpNDT a las particulas magnéticas de

quitosano
El proceso de inmovilizacion se llevé a cabo como se detalla a continuacion:

La enzima disuelta en tampén fosfato potasico 0,1 M, pH 8,5, en un volumen final de
170 ul, se incubd en presencia de 50 mg de perlas magnéticas activadas con
glutaraldehido, durante 5 h a 25 °C y 250 r.p.m. Se separd la fase sélida de la
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disolucion mediante filtracién y a continuacion se realizaron una serie de lavados con
500 ul de tampodn fosfato potasico 10 mM, pH 7. Se realizé la determinacién de la
cantidad de proteina unida al soporte mediante el ensayo de Bradford (Bradford, 1976)
en los diferentes lavados realizados. Se procedié a determinar la actividad retenida del
biocatalizador inmovilizado respecto de la enzima libre mediante el ensayo estandar
que se describe a continuacion en el apartado 17 de Materiales y Métodos.
Finalmente, el biocatalizador obtenido se conservé a 4 °C hasta su posterior utilizacion

en la sintesis de los distintos nucledsidos

17.3. Determinacion de la actividad de la DpNDT recombinante

inmovilizada

Antes de utilizar el biocatalizador para la sintesis de otros nucledsidos no naturales, se
determiné su actividad en una reaccion estandar de sintesis de 2’-desoxiadenosina a
partir de 2'-desoxiuridina y adenina. Para ello, se afiadieron 17 mg de biocatalizador
inmovilizado (que contenian 24.3 pg de DpNDT inmovilizada) a 174 pL de una
solucién de 2’-desoxiuridina 16 mM y adenina 16 mM en tampon MES (acido 2-(N-
morfolino) etanosulfénico) 50 mM pH 6.5. La reaccion se mantuvo en agitacion a 40 °C
y 350 r.p.m. durante 20 minutos. Una vez finalizado el tiempo de reaccion, se tomé un
alicuota de 50 pL del medio de reaccion a la cual se afadié 50 yuL de metanol frio a
4°C. La mezcla se calenté a 95 °C durante 5 minutos y tras su posterior centrifugacion
a 9,000xg durante 2 minutos, se procedidé a analizar cuantitativamente los productos
de sintesis (2'-desoxiadenosina y uracilo), localizados en el sobrenadante, mediante
HPLC. En estas condiciones de reaccion, una unidad internacional de actividad (Ul) se
define como la cantidad de biocatalizador que produce 1 umol de 2’-desoxiadenosina

por minuto.

La reaccion se detectd cuantitativa y cualitativamente mediante HPLC. El sistema de
HPLC utilizado fue el modelo Series 1100 (Agilent, EEUU) con una columna Luna 5y,
C18(2) 250 x 4,60 mm (Phenomenex, EEUU) bajo las condiciones descritas en el
apartado 24 de Materiales y Métodos. La actividad se evaluo cualitativa y

cuantitativamente, detectando la presencia del 2’-desoxirribonucleésido sintetizado.

76



Materiales y Métodos

17.4. Estudio de la influencia del pH y la temperatura sobre la actividad

enzimatica de derivado inmovilizado

Se sometieron 17 mg de biocatalizador que contenian aproximadamente 24,3 ug de
enzima inmovilizada a las condiciones de ensayo descritas en el apartado 17 de
Materiales y Métodos, en un intervalo de pH comprendico entre 4 y 12. El tampdn
utilizado para llevar a cabo los estudios de estabilidad y actividad de variacién de pH
fue un sistema de tampones citrato/fosfato potasico 10 mM a fuerza iénica (I)
constante 150 mM. De igual manera, se determino la actividad enzimatica a distintas

temperaturas entre 20 y 90 °C.

Todos los exprimentos se han llevado a cabo por duplicado

18. Estudios de termoinactivacion de la DpNDT recombinante

libre e inmovilizada

Se han llevado a cabo estudios de desactivacion térmica tanto de la enzima libre como

del derivado inmovilizado.

Respecto a la DpNDT recombinante, alicuotas de 14,3 pg de proteina se incubaron a
diferentes tempraturas (40, 50, 60 y 70 °C), durante 72 h. Tras incubar la enzima 5
minutos a 4° C, se llevo a cabo el ensayo de actividad estandar descrito en el apartado

15 de Materiales y Métodos.

En el caso de derivado inmovilizado 17 mg de biocatalizador que contenia 24,3 ug de
DpNDT inmovilizada se incubé a diferentes temperaturas (40, 50, 60 y 70 °C) durante
un intervalo de tiempo que varié entre 0 y 72 h. A continuacion la enzima inmovilizada
se mantuvo 5 minutos a 4 °C, y se efectud el ensayo de actividad estandar descrito en
el apartado 17.3 de Materiales y Métodos. Los ensayos se llevaron a cabo por

duplicado.
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19. Sintesis de nucleésidos naturales y no naturales

catalizada por DpNDT recombinante libre e inmovilizada

Se determind la actividad tanto de la enzima recombinante libre como del derivado
inmovilizado en reacciones de sintesis con diferentes nucledsidos y bases naturales.
Para ello, se mantuvieron las condiciones de los ensayos estandar descritas en los

apartados 15.1 y 17.3. de Materiales y Métodos.

En el caso de reacciones de sintesis de nucledsidos no naturales, la concentracion de
sutratos utilizada fue mayor que en el caso de la sintesis de nucledsidos naturales v,
los tiempos de reaccion fueron mas largos. Ya que al no ser los sustratos naturales de

la enzima, el reconocimiento de los mismos por parte de la enzima es mas dificil.

Todos los experimentos se han realizado por duplicado.

20. Métodos analiticos para la determinacién de la actividad

enzimatica

Para detectar la actividad de la DpNDT se analizaron los productos de reaccion
mediante Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El equipo utilizado fue un
Agilent series 1100 (Agilent, EEUU) con 4 moddulos de trabajo (unidad
desgasificadora, sistema multibomba, inyector automatico y detector de diodo array).
La columna utilizada en los diferentes analisis de sintesis de nucledsidos fue una
columna LUNA 5u, C18(2) 250 x 4,60 mm (Phenomenex, EEUU).

Fase movil: Se utilizd un gradiente que va del 100 % al 90 % acetato de
Trimetilamonio durante 10 min y un gradiente que va de 0 % a 10 % de acetonitrilo,
ademas un gradiente de 90 % a 100 % de acetato de Trimetilamonio durante 20 min y

a un gradiente de 10 % a 0 % de acetonitrilo

Flujo: 0,9 mL/min
Presion: 180 barr A= 230, 240, 254 y 260 nm.
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Los tiempos de retencion fueron los siguientes:

a) Compuestos naturales

Bases: Ac. urico: 3,50 min; Adenina: 10,14 min; Citosina: 4,14; timina: 9.13; Guanina:

8 min; Hipoxantina: 7,34 min; Timina: 9,00 min; Uracilo: 5,41 min; Xantina: 8 min.

Nucleédsidos: 2’-desoxiadenosina: 15,5 min; 2’-desoxiuridina: 9,16 min; 2'-
deoxicitidina : 8,22 min; 2'-desoxiguanosina: 13 min; 2'-desoxiinosina: 10,95 min, 2'-

desoxitimidina: 13.25 min; 2'-desoxixantosina: 13,23 min

b) Compuestos no naturales:

Bases: 2,6-diaminopurina: 8,71 min; 5-bromouracilo: 10,28 min; 5-clorouracilo: 8,71
min; 5-etiluracilo: 14,5 min; 5-fluoro-2-metoxi-4(1H) pirimidinona: 8,47 min; 5-
fluorocitosina: 8,71 min (Igual que uracilo); 5-fluorouracilo: 5,94 min; 5-
iodorouracilo:13,10 min; 5-metilcitosina:7,14 min; 6-mercaptopurina: 8,85 min; 7-
deaza-hidroxipurina: 10,5 min; azacitosina: 3,2 min; benzimidazol: 24,26 min;

benzoiladenina: 18,6 min; trifluorotimina; 12,6 min.

Nucleésidos:

2,6-diaminopurina-2’-desoxirribosa: 14,29 min; 2'-fluoro -2'-desoxiinosina: 14,5 min; 2'-
fluoro -2'-desoxitimidina :15 min; 2'-fluoro -2'-desoxiuridina: 10,3 min; 2'-fluoro; 2'-
desoxiadenosina: 16,07 min; 2'-fluoro-2'-desoxicitidina: 8,7 min; 5-aza-2’-
desoxicitidina: 7,3 min; 5-bromo-2°-desoxiuridina: 15,7 min; 5-cloro-2’-desoxiuridina:
13,3 min; 5-etil-2’-desoxiuridina: 17,5 min; 5-fluoro-2'-desoxiadenosina: 19,5 min; 5-
fluoro-2'-desoxicitidina: El mismo que 2'-desoxuridina; 5-fluoro-2’-desoxiuridina: 9,8
min;  5-fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona-2'-desoxirribosa: 13,42 min; 5-iodo-2'-
desoxiuridina: 17,73 min; 5-metil-2'-desoxicitidinacitosina: 11,6 min; 6-mercaptopurina-
2'-desoxirribosa: 11,96 min; 7-deaza-hidroxipurina-2'-desoxirribosa: 17 min; ara-
adenina: 13,14 min; ara-citosina: 7,3 min; ara-timina: 11,25 min; ara-uracilo: 8,68 min;
benzimidazol-2'-desoxirribosido: 28,95 min; benzoil-2'-desoxirribosa: 25 min;

trifluorotimidina: 18,5 min.
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21. Reutilizacion de la enzima inmovilizada

El biocatalizador inmovilizado (17 mg de derivado que contenia aproximadamente 24,3
Mg DpNDT inmovilizada) fue sometido a ciclos consecutivos de sintesis de diferentes

nucleodsidos, en concreto:

- Sintesis de 2’-desoxiguanosina (dGua) a partir 2’"-desoxiuridina (dUri) y guanina (G).

- Sintesis de 2"-desoxixantosina (dXan) a partir 2’-desoxiuridina (dUri) y fluoroadenina
(X).

- Sintesis de 5-Fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona 2’-desoxirribosa a partir de 2'-

desoxiuridina y 5-Fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona.

- Sintesis de 2’-desoxi 5-iodouridina (d5IU) a partir de 2’-desoxiuridina (dUri) y 5-

iodouracilo (5-1U).

Las condiciones de reaccion fueron las mismas descritas para las respectivas
reacciones en el apartado 17 de Materiales y Métodos. Entre cada ciclo de

reutilizacion se lavo el biocatalizador inmovilizado con tampon MES 50 mM, pH 6,5.

Todas las determinaciones se han llevado a cabo por duplicado
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencion de la nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa

recombinante de Desulfotalea psychrophila DSM 12343

1.1. Amplificacién, clonacion y secuenciacion del gen ndt de
Desulfotalea psychrophila DSM 12343

La clonacién del gen ndt que supuestamente codifica la NDT de D. psychrophila se
realizé a partir de la secuencia descrita en el genoma de esta bacteria y disponible en el
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Se llevo a cabo la amplificacién del gen ndt por PCR y se afadieron las dianas para las
enzimas de restriccion Ncol y Hindlll en los extremos del gen. Para ello, se disefiaron
los oligonucledtidos cebadores Q6AQBONcol y Q6AQBOHindlIIl descritos en la Tabla 5
teniendo en consideracion la secuencia de la posible 2’-desoxirribosiltransferasa de
Desulfotalea psychrophila DSM 12343 (tal y como se describe en el apartado 11 de

Materiales y Métodos).

La amplificacion por PCR permitié la obtencion de un fragmento de aproximadamente
453 pb que concuerda con el tamafio del gen ndt que supuestamente codifica para la
sintesis de la NDT de D. psychrophila DSM 12343.

Una vez realizada la purificacion de dicho fragmento, se clon6 en E. coli DH5a utilizando
como vector el plasmido pET24d(+), tal como se describe en el apartado 11 de
Materiales y Métodos y esquematizado en la figura 19. Los clones positivos se
seleccionaron por su crecimiento en LB suplementado con kanamicina y posterior
miniprep de colonias. Las posibilidades de religacion del plasmido pET24d(+) no son
posibles al haber sido digerido con dos enzimas de restricciéon diferentes que generan
extremos cohesivos, y solo puede haber crecimiento de clones no recombinantes si no
hay una digestion completa del plasmido antes de la ligacién. Por tanto, practicamente

todos los clones seleccionados eran recombinantes (contenian el plasmido pET24ndt).
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Una vez purificados se analizaron los plasmidos recombinantes y se observé que

presentaban el gen ndt (Figura 20).

HindlIl

J—— -

Q6AQBONCoI Q6AQBOHiNdIII
PCR
ET24d(+
\/¢ gen ntd */\ P (+)
Neol Hind 111 1.Digestién con

Ncol 'y HindIII

2. T4 ligasa

Hinadlll

pET24ndt

5760 pb

‘IIIIIII

Transformacion de £. col/i DH5?

‘IIIIIII

Transformacion de E. co/i BL21(DE3)

Figura 19: Amplificacion y clonacion del gen ndt de Desulfotalea psychrophila DSM 12343.
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M D N L S F R P K L Y L A

1 ATG GAT AAT TTA TCG TTC AGA CCA AAA TG TAC CTA GCA
A P L F N E A E K E S N R

14 GCA CCA CTG 7T AAT GAG GCT GAA AAA GAG AGT AAT CGC
N | R D S L | D Cc Cc D \' F

27 AAT ATC AGG GAT AGC CTA ATT GAT TGT TGT GAT GTG TIT

40 CTG CCA CAA GAA GAT GGA TTA CTT CTC GAT GAG CTT GTC

53 TCC CTA GGC ACT CCT CTA AAA GTA GCC GAA AAA TCA ATT

66 TAT GAG GCG GAC ATT TCA GCG ATG AAA  AAC GCT GAT ATT

80 TTA TG GCT GTT TTA GAT GGG GCC TGT ATT GAT GAT GGA

93 GTT GCA 7T GAG CTT GGT TAT GCA AAA GCC ATT AAT AAG

106 GTT TGT CTT GGT TIT CAA ACT GAT GTC AGG CGA CAG GCA

119 CCA ACG GGA AAT AAC CCA ATG AAT AGA TGC TCC TGC GAA
E | F S D L G S L K K w L

132 GAA ATA TTT TCT GAT TTA GGG TCG CTG AAA AAA TGG TTA
Q Q K Y N K L S -

145 CAG CAA AAA TAT AAT AAA CTC AGC TAA

Figura 20: Secuencia de nucleétidos y de los aminoacidos deducidos del gen ndt de Desulfothalea

psychrophila. En amarillo aparecen marcados el codon iniciador de traduccién, que codifica para una

metionina, y el coddn stop de la traduccion.

Se procediéo al analisis del gen ndt mediante la utilizacion del servidor Expasy
(Gasteiger y col., 2003). La enzima DpNDT es una proteina formada por 151
aminoacidos, de los cuales el 10,6 % son residuos basicos (R + H + K), el 15,9 % son
residuos acidos (D + E), el 21,9 % son residuos polares (S+ T+ C+ N+ Q) yel 51,7 %
son residuos apolares A+ G+ I+ L+ M+ P +V + F +W +Y), de los que un 7,3 %
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corresponderian a residuos aromaticos (F + W + Y). Estos porcentajes son muy
parecidos a los de otras 2’-desoxirribosiltransferasas descritas (Tabla 7). La enzima
presenta 24 residuos cargados negativamente (acido aspartico y glutamico), y 16
residuos cargados positivamente (arginina y lisina), lo cual hace que esta proteina
muestre un valor tedrico de punto isoeléctrico de 4,56. Este valor es similar a los
calculados para otras nucledsidos 2’-desoxirribosiltransferasas, concretamente 4,65
para la NDT de Lactobacillus leichmannii (LINDT), 4,79 para la NDT de Lactobacillus
helveticus (LhNDT) y 4,93 para la PDT de Lactobacillus helveticus (LhPDT).

Tabla 7: Composicion de aminoacidos de las 2’-desoxiribosiltransferasas de Desulfotalea
psychrophila (DpNDT), Lactobacillus reuteri (LrNDT), y Lactobacillus leichmannii (LINDT)y
Lactobacillus helveticus (LhNDT y LhPDT)

. Numero de residuos (frecuencia, %)
Aminoacidos

DpNDT  LrNDT _ LINDT _ LhNDT _ LhPTD
Ala A 13(86) 10(62) 8(5,1) 10(6,3) 13(7,8)
Ag R 5(30) 425 319 2(1,3) 6(3,6)
Asn N 9(0) 11(69) 12(7.6) 12(7,6) 9(54)
Asp D 13(86) 13(8,19 14(89) 11(7,0) 13(7,8)
Cys C 6(400 1(06) 0(0) 1(06) 2(1,2)
Gh Q 5(33) 5@31) 425 3019 4(24)
Glu E  11(73) 11(6,9) 11(7,0) 14(89) 11 (6,6)
Gy G 8(53) 12(75) 12(7.6) 12(7.6) 13(7.8)
His H 000 212 213 31,9 3(1,8)
lle | 96,00 8(50) 9(57) 9(57) 11(66)
Leu L 21(13,9) 10(6,2) 13(83) 15(95) 9(54)
lys K 11(73) 10(62) 13(83) 14(8,9) 11(6,6)
Met M  3(20) 8(50) 6(38) 5(32) 742
Phe F 6(40) 6(3,8 6(3,8 5(32) 11(66)
Po P 6(40)0 8(50) 8(51) 744 11(66)
Ser S 10(66) 8(50) 5(32) 6(38) 7(42)
Thr T 3200 638 638 425 9(54)
T W 107 31,9 3(1,9) 3(1,9) 1(06)
Tyr Y  4(26) 11(69) 12(76) 13(82) 7(4,2)
Val V  7(46) 13(81) 10(64) 9(57) 9(54)
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o Numero de residuos (frecuencia, %)
Aminoacidos

DpNDT LrNDT LINDT LhNDT  LhPTD
Total 151 157 157 158 167

1.2. Sobreexpresion del gen ndt de Desulfotalea psychrophila

Una vez conseguida la clonacién del gen ndt de Desulfotalea psychrophila DSM 12343
en E. coli DH5a se procedié a optimizar la expresion del mismo utilizando E. coli
BL21(D3) como hospedador.

Para ello, tras purificar el plasmido recombinante pET24ndt de E. coli, se procedio a
transformar E. coli BL21(DE3) con dicho plasmido obteniéndose el microorganismo
recombinante E. coli BL21(pET24ndt). Tras comprobar que no se habia producido
ninguna mutacion que pudiera afectar a la estructura y/o la actividad de la enzima, se
procedi6 a realizar los estudios de expresibn de la nucleésido 2'-
desoxirribosiltransferasa de Desulfotalea psychrophila en el microorganismo
recombinante E. coli BL21(pET24ndt) (Figura 19).

Para abordar la sobreexpresion de la DpNDT por el microorganismo recombinante E.
coli BL21(pET24ndt), se llevaron a cabo en primer lugar estudios de expresion
inoculando 5 mL de medio LB suplementado con kanamicina con el microorganismo
recombinante, tanto en presencia como en ausencia de inductor IPTG 0,4 mM, a 30 y
37 °C durante 12 horas (apartado 12 de Materiales y Métodos). Transcurrido el tiempo
de incubacion, se procedi6 ala la ruptura celular por sonicacion y se procedié a analizar
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) tanto los restos
celulares, como los extractos solubles con el fin de determinar si la DpNDT se
expresaba en el extracto soluble o lo hacia como cuerpos de inclusion. Los resultados
mostraron que la DpNDT no se expresaba como cuerpos de inclusion, confirmando la
presencia de la DpNDT en el extracto soluble (Figura 21). En la figura no se muestra los
controles del microorganismo E. coli BL21(DE3) salvaje, ya que esta descrito que no
presenta 2’-desoxirribosiltransferasas (Fernandez-Lucas y col., 2010). Como se puede
observar la DpNDT presenta un peso molecular aparente en torno a los 16-18 kDa por
monomero, y se expresa tanto a 30 como 37 °C, en presencia y en ausencia de IPTG,
siendo el nivel de expresién claramente superior en presencia de IPTG, y parece que

presenta ligeramente mejor expresion a 37 °C.
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Figura 21: Electroforésis de los extractos celulares de E.coli BL21(pET24NDTpyp) tras la ruptura celular. Las

células se crecieron a distintas temeperaturas y en ausencia o presencia de IPTG 0,4mM. Calle 1:
Marcadores de peso molecular de Bio-Rad. Calle 2: E. coli BL21(pET24NDTpyp) crecidas a 37 °C, sin IPTG.
Calle 3: con IPTG . Calle 4: E. coli BL21(pET24NDTpp) crecidas a 30 °C, sin IPTG., Calle 5: con IPTG.

2. Aislamiento y purificacion de la nucleésido 2°-
desoxirribosiltransferasa recombinante de Desulfotalea

psychrophila.

Una vez definidas las condiciones de produccion de la DpNDT por E. coli
BL21(pET24ndt) se procedié a la puesta a punto de un método de purificacion que
permitiera la obtencién de la enzima pura a partir de los caldos de produccion, con el fin

de llevar a cabo posteriores estudios de caracterizacion.

Para ello, se crecié el microorganismo recombinante en 500 ml de LB suplementado
con kanamicina a 37 °C vy, tras inducirlo con IPTG a concentracion 0,4 mM durante 2

horas y media, se detuvo la fermentacién y se separaron las células de los caldos de
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cultivo por centrifugacion a 3500xg. Posteriormente se resuspendieron las células en
tampoén fosfato potasico 10 mM, pH 7, se lisaron por sonicacion (segun el protocolo
descrito en el apartado 12 de Materiales y Métodos) y se procedi6 a separar el extracto
libre de células del sedimento celular mediante centrifugacion a 9000xg a 4 °C. Una vez
obtenido el extracto libre de células, se abordd la purificacion de la DpNDT, que se llevd

a cabo mediante dos pasos cromatograficos:

2.1. Cromatografia de intercambio iénico

10 ml de extracto libre de células en tampodn fosfato potasico 10 mM, pH 7 se aplicaron
en un intercambiador anidnico UNOsphere Q Cartridge (BioRad, EEUU) previamente
equilibrado en tampén fosfato potasico 10 mM, pH 7. Tras el lavado con 60 ml del
mismo tampédn, se procedid a la elucién de las proteinas retenidas utilizando un
gradiente continuo de NaCl entre 0 y 0,4 M, seguido de una elucion isocratica con NaCl
0,4 M en el mismo tampoén. Se tomaron fracciones de 600uL y se midio la absorbancia

de las fracciones a 280 nm obteniéndose el perfil que se muestra en la Figura 22.
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Figura 22: Purificacion de la DpNDT producida por E. coli BL21(pET24ndt). Cromatografia de intercambio
iénico UNOsphere Q Cartridge: — absorbancia a 280 nm, — gradiente de NaCl.
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Debido a que E. Coli BL21 (DE3) presenta actividad nucleésido fosforilasa la presencia
de la DpNDT se detectdé mediante el analisis de las fracciones por electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Figura 24). La
seleccion de las fracciones se realiza en base al tamano molecular de la proteina. De
las fracciones que presentaron una absorbancia mayor que 0,2 (fracciones de la 54 a la

86) se seleccionaron aquellas que mostraron mayor grado de pureza.

2.2. Cromatografia de penetrabilidad en Superosa 12.

Las fracciones mas puras procedentes de la elucion de la cromatografia de intercambio
idnico, en las que se detectd la presencia de la nucledsido 2’'-desoxirribosiltransferasa,
se juntaron y fueron concentradas en un lecho de PEG-35.000. A continuacion, la
muestra concentrada se sometié a una cromatografia de penetrabilidad en Superosa 12
equilibrada en tampon fosfato potasico 50 mM, pH 7 (apartado 12 a) de Materiales y
Métodos), cuyo perfil de elucién se muestra en la Figura 23. Al igual que en el paso de
purificacion anterior, el analisis de las fracciones se llevd a cabo mediante electroforesis
SDS-PAGE, seleccionando aquellas fracciones (de la 16 a la 21) que presentaron un

mayor grado de pureza (Figura 24).
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Figura 23: Purificacion de la DpNDT producida por E. coli BL21(pET24ndt). Cromatografia de

penetrabilidad en Superosa 12 para la purificacion la DpNDT recombinante: — absorbancia a 280 nm
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Como se puede observar en la Figura 24 la proteina mostré una masa molecular en
torno a los 16 kDa, valor que concuerda con el deducido de su secuencia de
aminoacidos (apartado 1 de Resultados y Discusion).

200,00
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96,4 ——
66,20 T ——
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Figura 24: Electroforesis en SDS-PAGE de distintos fracciones de la cromatografia de intercambio iénico
UNOsphere Q Cartridge. Calle 1: Marcadores de masa molecular conocida de BioRad; Calle 2: Fracciones
que contienen la DpNDT recombinante procedentes de la cromatografia de intercambio i6bnico UNOsphere
Q Cartridge, BioRad (EEUU); Calle 3: Fracciones que contienen la DpNDT recombinante procedentes de la

cromatografia de penetrabilidad en Superosa 12. Calles 4: Fracciones que contienen la proteina pura.

Con las fracciones obtenidas que no eran del todo puras se repitid el protocolo
de purificacion con el objetivo de obtener la mayor cantidad de proteina y con la
mayor pureza posible obteniéndose hasta un total de 7mg de enzima DpNDT por

cada litro de cultivo.
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2.3 Analisis de la secuencia aminoterminal

Para comprobar que la proteina purificada, era efectivamente el producto de expresion
del gen ndt de Desulfotalea psychrophila se procedid a la determinacion de la secuencia
aminoterminal para comprobar que se habia llevado a cabo correctamente la clonacion
y purificacion de la proteina deseada Para ello, tras electroforesis (Figura 24), la
proteina pura se transfiri6 a una membrana de PVDF (Immobilon-PSQ de Millipore)

segun el protocolo descrito en el apartado 14.2 de Materiales y Métodos.

La banda de proteina se recorté para su secuenciacion y se analizdé en un secuenciador
de proteinas Applied Biosystems del servicio de secuenciacién del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del C.S.1.C. El resultado obtenido (Tabla 8) confirmd que se
trataba de la DpNDT.

Tabla 8: Secuencia amino terminal de la DpNDT recombinante

Secuencia amino terminal

DpNDT MDNLSFRPKLY

3. Determinacién de la actividad de la DpNDT recombinante

Una vez purificada y cuantificada la DpNDT recombinante, se procedié a determinar su
actividad 2’-desoxirribosiltransferasa sobre diferentes sustratos para poner de manfiesto
si realmente se trata de una 2’-desoxirribosiltransferasa, y clasificar a que tipo
pertenece segun su actividad. En este sentido indicar que las 2°'-
desoxirribosiltransferasa tipo | o PDTs, intercambian exclusivamente bases puricas
entre 2"-desoxirribonucledsidos, mientras que las 2"-desoxirribosiltransferasa tipo Il o

NDTs, intercambian bases puricas y/o pirimidimicas entre 2’-desoxirribonucledsidos.

Ademas se procedié a comprobar la actividad de la enzima sobre ribonucledsidos con
objeto de descartar la presencia de trazas de nucledsido fosforilasas, habitualmente
presentes en E. coli. Para ello se realizaron reacciones con ribo y 2'-
desoxirribonucleésidos segun las condiciones descritas en el apartado 15.1 de

Materiales y Métodos. La enzima recombinante es capaz de catalizar el intercambio de
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bases, tanto puricas como pirimidinicas, entre 2’-desoxirribosiltransferasa (Tabla 9). Lo
que permite afirmar que la nucledsido 2°-desoxirribosiltransferasa de Desulfotalea
psychrophila DSM 12343 es una nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa tipo Il
(DpNDT). Ademas se puede descartar la presencia de trazas de nucledsido fosforilasas
en la disolucion de la proteina, ya que no realiza la reaccion utilizando ribonucleésidos

como sustrato.

Tabla 9: Reacciones para determinar el tipo de actividad 2’-desoxirribosiltransferasa de la

DpNDT recombinante®.

dUri+ A | dAdo+Hip | dUri+Tim | Ino+A | Uri+A

2 -desoxirribosiltransferasa + + + - -

@ Condiciones de reaccion: [substratos] = 10 mM, en tampon MES 50 mM, pH 6,5, a 40 °C, 5 min y 30 r.p.m.
Se utilizaron 14,3 ug de proteina en un volumen ensayo de 40 ul.

(+) = presencia de actividad,

(-) = ausencia de actividad

Estos resultados son muy novedosos, ya si bien ha habia descrito la presencia de 2°-
desoxirribosiltransferasas en microorganismos psicrofilos (Fernandez-Lucas y col.,
2007), no se habia llevado a cabo hasta el momento la purificacion de una 2'-

desoxirribosiltransferasa procedente de un microorganismo psicrofilo.

4. Caracterizacion funcional de la DpNDT recombinante

Con el fin de llevar a cabo una caracterizacion funcional exhaustiva de la DpNDT
recombinante, se han realizado estudios de estabilidad y actividad de la enzima en
funcién del pH y la temperatura, asi como estudios de la actividad enzimatica respecto a

la fuerza i6nica.

La reaccion elegida para llevar a cabo todos los ensayos de caracterizaciéon funcional de

la DpNDT recombinante ha sido la sintesis de 2’-desoxiadenosina a partir de 2'-
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desoxiuridina y adenina segun las condiciones descritas en el apartado 15.1 de
Materiales y Métodos, en las cuales se asegura que la enzima se encuentra en

condiciones saturantes de sustrato.

41. Estudio de la influencia del pH sobre la estabilidad y actividad

enzimatica.

En primer lugar, se llevd a cabo el estudio de la influencia del pH del medio sobre la
estabilidad de la enzima DpNDT recombinante. Para ello, se incubd la proteina a
distintos valores de pH en un intervalo comprendido entre 4 y 12. Las incubaciones se
realizaron durante 15 minutos a 4 °C en un sistema de tampones citrato/fosfato potasico
10 mM, a una fuerza iénica (I) constante de 150 mM. A continuacion, se ajusto el pH de
la solucion enzimatica a pH 6,5 tal como se describe en el apartado 15.2 de Materiales y
Métodos, y seguidamente se determind la actividad segun el ensayo estandar. Se
puede observar que la enzima es estable en todo el intervalo de pH desde 4 hasta 11,
(Figura 25 A). Estos valores difieren ligeramente con lo descrito en la bibliografia para
otras nucledsido 2’-desoxirribosiltranferasas (Short y col., 1996); Fernandez-Lucas y

col., 2011) que no son estables a valores de pH superiores a 8.

Respecto a la determinacion de pH 6ptimo de actividad de la enzima, se llevd a cabo
mediante la reaccion estandar (apartado 15.1 Materiales y Métodos) a distintos valores
de pH comprendidos entre 4 y 12. En este caso el ensayo de actividad utilizado fue la
reaccion de sintesis de timidina a partir 2°-desoxiuridina y timina, ya que la timina
presenta un valor de pka del N1 de 9.7 frente al valor de 4.8 del pka de N1 de la
adenina, lo que interferiria en la reaccion, ya que no se podria atribuir la posible
variacion de la actividad a un cambio en los estados de protonacién-desprotonaciéon de

los residuos de la enzima implicados en catalisis.
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Figura 25: Estudio de la influencia del pH sobre la estabilidad y la actividad de la enzima. A) Efecto del pH
sobre la estabilidad de la DpNDT, tiempo de incubaciéon 15 minutos, 4 °C. B) Efecto del pH sobre la
actividad de la DpNDT. Condiciones de reaccion: 14,3 ug de enzima se incubaron en un volumen de
reaccion de 40 pL que contenia [dUri]=[T]=10 mM en tampdn MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C durante 20 min y
30 r.p.m.

Sorprendentemente la DpNDT recombinante no presenta un unico valor de pH 6ptimo
de actividad sino que la actividad se mantiene entre el 90-100 % en un intervalo de pH
entre 6 y 10 (Figura 25 B).

El hecho de que la DpNDT presente su maxima actividad en un intérvalo muy amplio de
valores de pH, concretamente entre 6,5 y 10, y que también muestre una elevada
estabilidad en un amplio intervalo de pH comprendido entre 4 y 10, es una gran ventaja
desde el punto de vista de su aplicacion industrial en la sintesis de nucledsidos ya que
puede operar en un intervalo amplio de pH sin una disminucién significativa de la
actividad. Ademas, esta alta tolerancia de la enzima frente a valores elevados de pH
sugiere la posibilidad de que puede ser interesante su uso como biocatalizador para la
sintesis de nucléosidos utilizando bases puricas como guanina y xantina que son bases
poco solubles en tampones acuosos, y necesitan elevados valores de pH (9-12) para su

disolucion.
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4.2. Estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad y

estabilidad enzimatica de la DpNDT recombinante

El estudio de la influencia de la temperatura sobre la estabilidad de la DpNDT
recombinante se llevd a cabo incubando la enzima a distintas temperaturas, en un
intervalo comprendido entre 20 °C y 80 °C, en tampon fosfato potasico 10 mM, pH 7, tal
como se describe en el apartado 15 de Materiales y Métodos. Finalizada la incubacién a
las diferentes temperaturas, las soluciones enzimaticas se incubaron 5 minutos en hielo,
y posteriormente se realizd el ensayo estandar para la determinacion de actividad,
(descrito en el apartado 15.1 de Materiales y Métodos). Todos los ensayos de actividad
se realizaron en tampon MES 50 mM, pH 6,5. Los resultados se muestran en la Figura
26 A. Respecto a la temperatura 6ptima de actividad de la enzima, su determinacién se
realizé llevando a cabo la reaccién estandar (descrito en el apartado 15.1 de Materiales
y Métodos) a diferentes valores de temperatura (Figura 26 B).
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Figura 26: Estudio de la influencia de la temperatura en la actividad de la DpNDT. A) Efecto de la
temperatura sobre la estabilidad de la DpNDT; tiempo de incubaciéon 15 minutos. B) Efecto de la
temperatura sobre la actividad de la DpNDT. Condiciones de reacciéon: 14,3 ug de enzima se incubaron

en un volumen de reaccion de 40 pL que contenia [dUri]=[A]=10 mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, a 50
°C durante 20 min y 30 r.p.m.
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Con respecto al efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima, se observa
que la DpNDT recombinante mantiene su actividad al 100% durante al menos 15
minutos cuando es incubada a temperatura por debajo de 55°C. y disminuye
drasticamente su actividad por encima de 60°C. Por otro lado, la enzima presenta
maxima actividad a 50°C, y valores superiores a esta temperatura reducen

considerablemete su actividad debido posiblemente a su desnaturalizacion térmica.

A la vista de lo resultados de los experimentos realizados para comprobar el efecto del
pH y de la temperatura en la estabilidad y la actividad de la DpNDT, se establecieron
como condiciones 6ptimas de reaccion, una temperatura de 50 °C y un valor de pH
comprendido entre 6 y 10. Estos resultados son cuanto menos sorpendentes, ya que
tratandose de un psicréfilo, no se esperaba que la temperatura 6ptima de actividad de la
enzima tuviera un valor tan elevado. Estos valores concuerdan con la estabilidad que
muestra la DpNDT frente al aumento de temperatura, y ademas son confirmados, como
veremos mas adelante, por los resultados obtenidos en los experimentos de
desnaturalizacion térmica de la proteina (Tm, 58 °C). Ademas, estos valores estan en
concordancia con los descritos para la isocitrato deshidrogenasa de Desulfotaea
psychrophila (Fedoy y col.,, 2007), lo que indica que se trata en ambos casos de
enzimas con una inusual estabilidad frente a valores de temperatura elevados, mas
propios de enzimas procedentes de microorganismos mesodfilos. Todo ello nos indica
que Desulfotalea psychrophila es un microorganismo psicrotolerante, dado el inusual

estabilidad térmica que presentan estas enzimas (Fedoy y col., 2007).

4.3. Estudio de la actividad de la enzima DpDNT frente a Fuerza idnica.

El estudio del efecto de la fuerza ionica (I) sobre la actividad se ha llevado a cabo
utilizando el ensayo de actividad estandar (apartado 15.1 de Materiales y Métodos). La
variaciéon de la fuerza iénica en cada ensayo se realizé por adicion de cantidades
crecientes de NaCl hasta una concentracién de 1M, en tampodn de reaccion MES 50
mM, pH 6,5. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 27, en la que se
observan un ligero descenso de la actividad a medida que aumenta la fuerza idnica.

Con valores de concentracion de NaCl en el medio de reaccién comprendidos entre 0 y

97



Resultados y Discusién

0,5 M vemos que existe un lijero descenso gradual de actividad hasta lograr un 80% de
la actividad inicial que presenta la enzima en ausencia de NaCl. Finalmente, valores de
concentracion de NaCl superior a 0,5 M no producen una disminucidon mayor de la
actividad, manteniéndose un descenso del 20% en la actividad en presencia de 1 M de
NaCl en el medio de reaccion.
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Figura 27: Efecto de la fuerza idnica (I) sobre la actividad de la DpNDT. Condiciones de reaccion: 14,3 ug
de enzima se incubaron en un volumen de reaccion de 40 pl que contenia [dUri]=[A]=10 mM en tampdn
MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C durante 20 minutos y 30 r.p.m.

4.4. Efecto de diferentes aditivos sobre la actividad de la DpNDT

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas de actividad y estabilidad de pH y
temperatura de la DpNDT, se procedi6 a evaluar el efecto que producia la presencia de
cationes monovalentes y divalentes en la actividad de la misma. Asimismo, también se
evalué la actividad de la enzima en presencia de otro tipo de compuestos como, por

ejemplo, agentes quelantes (EDTA) o agentes desnaturalizantes (2-mercaptoetanol y
DTT) (Tabla 11).
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Tabla 10: Estudio del efecto de la presencia de diferentes cationes en la actividad de la DpNDT?.

Aditivo Actividad Relativa DpDNT
(%)

Cationes Monovalentes

K,SO, (1,25 mM) 101
KCl (1,25 mM) 101
LiCl (1,25 mM) 99
Na,SO, (1,25 mM) 101
NaCl (1,25 mM) 110
RbCl (1,25 mM) 107

Cationes Divalentes

BaCl, (1,25mM) 106
CaCl, (1,25mM) 105
CaCl, (10mM) 68
CoCl,-6H,0 (1,25mM) 101
CuSO, (1,25mM) 30
Mg SO, (1,25mM) 96
MgCl, (1,25mM) 107
MgCl, (10mM) 81
MnCl, (1,25mM) 106
MnCl, (10mM) 55
Zn SO, (1,25mM) 100
Zn SO, (10mM) 0,5
CONTROL 100

@ Condiciones reaccion: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 30 r.p.m.
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Tabla 11: Estudio del efecto de la presencia de diferentes aditivos en la actividad de la DpNDT®.

Aditivo Actividad Relativa DpDNT

(%)

(NH,4),SO, (1,25 mM) 101
2-mercaptoetanol (1,25 mM) 100
Aly(SO,);18H,0 (1,25 mM) 89
EDTA (1,25 mM) 87
(10 mM) 58

FeCl, (1,25 mM) 102
(10 mM) 37

DTT (1,25 mM) 104
(10 mM) 130

CONTROL 100

@ Condiciones reaccién: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 30 r.p.m.

Como se puede observar en la Tabla 10, la presencia de cationes monovalentes y
divalentes no afecta a la actividad de la enzima significativamente a una concentracion
de 1,25 mM, lo cual concuerda con lo descrito en la bibliografia para la nucleésido 2'-
desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus reuteri (LrNDT) (Fernandez-Lucas y col.,
2010) y la nucledsido 2°--desoxirribosiltransferasa de Lactococcus lactis subsp. Lactis
(Miyamoto y col., 2007). Sin embargo, se puede apreciar un descenso significativo de la
actividad de la enzima cuando la concentracion utilizada fue 10 mM. Respecto al efecto
de la adiciéon de agentes quelantes como el EDTA y de agentes reductores como el 2-
mercaptoetanol o el DTT como se puede observar en la Tabla 11, no se produce un
descenso de la actividad a 1,25 mM, aunque sin embargo se produce una disminucion
significativa a 10 mM. En el caso de DTT se observa que un incremento de la
concentracién del mismo, no produce una disminucién de la actividad, lo cual nos indica

que dado que hay 6 cisteinas por mondmero, o bien se encuentran todas libres, o bien
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si se encuentran formando puentes disulfuro, estos no son esenciales para la actividad

de la enzima.

4.5. Determinacion de los parametros cinéticos de Ila DpNDT

recombinante.

Se han determinado los parametros cinéticos, Ky, Keat ¥ Kea/ Ky, aparentes de la DpNDT
recombinante para el ensayo estandar (apartado 15.5 de Materiales y Métodos). Los
parametros cinéticos se han calculado mediante el ajuste de los datos a la ecuacion de
Hanes-Woolf (Segel, 1975). De esta manera, se obtienen los resultados reflejados en la
Tabla 12.

Tabla 12: Parametros cinéticos aparentes de DpNDT recombinante.

Keat @P.
Kuwap. K ap.
Sustrato p IKyw ap.
(mM)  (s7) 4 4
(mM™ s™)

2 -desoxiuridina 33,8 0,36 0,010
Timina 7,5 0,062 0,008

El mecanismo cinético que siguen este tipo de enzimas es un mecanismo de tipo “ping-
pong bi-bi” segun la literaratura (Danzin y Cardinaud, 1974). Como se puede observar
en la Tabla 12 la Ky aparente para el nucleésido es mayor que para la de la base, lo
que esta de acuerdo con los resultados descritos en la bibliografia para esta reaccion
catalizada por este tipo de enzimas (Fernandez-Lucas y col., 2010), con la salvedad de
que presenta una eficacia catalitica (k../Ky) mucho menor que la mostrada por este tipo
de enzimas. Este hecho podria ser atribuible a la falta del residuo de Tyr 151, que forma
parte del centro activo en este tipo enzimas (Fernandez-Lucas y col., 2010) y esta

implicado en el reconocimiento de la base.
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5. Caracterizacion estructural de la DpNDT recombinante

La mayor parte de las nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas descritas proceden del
género Lactobacillus. Son enzimas homohexaméricas (Armstrong y col.,, 1996;
Fernandez-Lucas y col., 2010; Kaminski, 2002) de aproximadamente 109-118 kDa,

constituidas por unidades monomeéricas de 18-20 kDa de masa molecular.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se ha llevado a cabo la caracterizacion

estructural de la DpNDT recombinante, no descrita hasta la fecha.

5.1. Espectroscopia de absorcion UV-visible

El analisis del espectro de absorbancia UV-visible de la DpNDT recombinante muestra
que la enzima presenta un maximo de absorcion en torno a 278 nm (Figura 28), como
vemos muy proximo a 280 nm, longitud de onda caracteristica a la que se produce el

maximo de absorcién de los residuos enzimaticos de proteinas.
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Figura 28: Espectro de absorcion UV-vis de la DpNDT recombinante. La concentracion de proteina

utilizada fue 0,20 mg/mL en tampdn fosfato soédico 50 mM, pH 7.0.

5.2. Calculo del coeficiente de extinciéon molar de la DpNDT

La determinacion del coeficiente de extincién molar (&) de la DpNDT recombinante se ha
llevado a cabo segun el método de Edelhoch (Edelhoch, 1967), para lo cual se ha
determinado la absorbancia de la proteina a 280 nm en solucién, asi como desplegada
en presencia de cloruro de guanidinio 6 M. El coeficiente de extincion molar de la
DpNDT se ha calculado de acuerdo a la ecuacidon mostrada en el apartado 16.2 de
Materiales y Métodos, en funcidon de sus valores de absorbancia a 280 nm y del
coeficiente de extincion molar teérico de la enzima desplegada calculado en base a su
secuencia de aminoacidos que se obtuvo consultando el servidor informatico de
protedmica ExPASy (ProtParam) (Gasteiger y col., 2003). El valor de &£ obtenido es &g

=11.835 M'em™ y que no difiere mucho del valor tedrico que es de 12.308 M'cm™.

5.3. Espectroscopia de fluorescencia

Se han realizado los espectros de fluorescencia de la DpNDT recombinante utilizando
dos longitudes de onda de excitacion (Aexcitacion): @ 295nm, donde se consigue
exclusivamente la excitacion de los triptéfanos, y a 280nm donde se consigue la
excitacion de las tirosinas y los triptofanos. Los espectros de fluorescencia obtenidos
muestran dos maximos de emisién, uno a 337 nm correspondiente a la excitacion a 295

nm y otro a 332 nm correspondiente a la excitacion a 280 nm (Figura 29).
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Figura 29: Espectro de fluorescencia de la DpNDT, a diferentes Aexc: (A) 280nm, (A) 295nm, a una

concentracion de proteina de 0.050 mg/mL en tampdn fosfato potasico 50 mM, pH7.

Generalmente, la emision de fluorescencia de una proteina, tras su excitacion a 280 nm,
esta dominada por la fluorescencia debida al triptéfano. En el caso de la DpNDT, los
espectros de fluorescencia obtenidos tras la excitacion a 280 nm y 295 nm son
ligeramente diferentes, lo que significa que no toda la fluorescencia debido a las
tirosinas se encuentra desactivada por el Unico triptéfano que contiene la enzima. En
este sentido es posible que la orientacion de las tirosinas no sea lo suficientemente
préxima al triptéfano para que se produzca la transferencia de excitacion y, por tanto, la
contribucién al espectro no es exclusivo del triptéfano. En el caso de la LrNDT los
espectros de fluorescencia a 280 nm y 295 nm coinciden debido a una transferencia
completa de la excitacion de las 11 tirosinas de esta enzima a los 4 triptéfanos

(Fernandez-Lucas y col., 2010).
Finalmente, el ligero desplazamiento del maximo de emision hacia lo zona del azul (332

nm) obtenido en el espectro de fluorescencia correspondiente al triptéfano indica que la

proteina esta plegada.
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5.4. Espectro de dicroismo circular

Se procedioé a determinar la estructura secundaria de la DpNDT recombinante, mediante
dicroismo circular (DC). Para ello, se llevo a cabo el espectro de DC en el ultravioleta
lejano de la DpNDT recombinante (Figura 30). Podemos deducir que la proteina
presenta dos minimos de elipticidad molar a 209 y 220 nm.
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Figura 30: Espectros de dicroismo circular de la DpNDT a diferentes temperaturas en el UV-lejano. La

concentracion de proteina utilizada fue 0,21 mg/mL en tampén fosfato potasico 50 mM, pH 7.

A partir de los datos obtenidos del espectro de dicroismo circular se ha determinado el
contenido en cada uno de los elementos de estructura secundaria: a- hélice,  lamina,
antiparalela, giros B, y estructura aperiddica mediante el programa informatico
CDSpectra Deconvolution Vesion 2.1 (Dalmas y col., 1994). El analisis de los datos de
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dicroismo circular nos muestra que la proteina presenta un 31,0 % de a-hélice, 19,9 %
de B-lamina y 48,8% de estructura aperiodica. (Tabla 13).

Paralelamente, se realizo la prediccion de la estructura secundaria de la enzima a partir
de su estructura primaria, para lo que se han utilizado los programas DPM, DSC,
GOR3, GOR1, HNNC, MLRC, PHD, Predator, SOPM, PSI PRED y JPRED, tal como se
indica en el apartado 16.4 de Materiales y Métodos. Mediante los resultados obtenidos,
se elabord una prediccidon consenso que reflejase los datos obtenidos por los servidores
informaticos. Los resultados de la prediccion de estructura secundaria aparecen

reflejados en la Tabla 13.

Tabla 13: Prediccion de la estructura secundaria de DpNDT en funcion del espectro de dicroismo
circular (DC) y en funcion de su secuencia de aminoacidos. Los resultados estan reflejados en

porcentaje (%).

Método de prediccion

Basado en el espectro Basado en la secuencia de

de DC a 20°C aminoacidos
Elemento estructural Secuencia DC Consenso
a-hélice 31 33,7
SFlamina 19,9 12,6
Giros-f3 17,3 -
Aperiodica 31,5 59

Para la prediccion de los elementos de estructura secundaria de la DpNDT
recombinante a partir de su secuencia de aminoacidos se han considerado Unicamente
s6lo aquellos residuos en los que coinciden al menos el mismo elemento estructural en
tres de los métodos empleados y que presentan una fiabilidad mayor de 6 segun el
programa, o lo que es lo mismo mayor del 85% (Saiz y col., 2002) (Figura 31). La
estructura consenso obtenida tiene un contenido de 33,7 % en a-hélice, 12,6 % de B-
lamina y 53,7 % de estructura aperiddica. Este resultado como es bastante similar a los
datos obtenidos a partir de analisis de los datos experimentales de dicroismo circular,

31,0 % en a-hélice, 19,9 % de B-lamina y 48,8% de estructura aperiddica.
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Figura 31: Prediccién de estructura secundaria mediante el analisis de la secuencia de aminoacidos. Se
muestran los elementos de estructura secundaria en diferentes colores: en rojo a-hélice (h), en azul B-
lamina (s) y estructura aperiédica en amarillo (c). En linea continua se muestran las zonas en las que la

fiabilidad de la prediccion no alcanzé el 85%.

Al comparar estos resultados con los descritos hasta la fecha para otras nucleésido 2°-
desoxirribosiltransferasas cuya estructura tridimensional ya ha sido resuelta por
difraccion de rayos X, se pueden observar diferencias en el contenido de estructura
secundaria: 44 % en a-hélice, 15 % de B-lamina y 41 % de estructura aperiddica para la
nucledsido 2°-desoxirribosiltransferasa cristalizada de Lactobacillus leichmannii (LINDT)
acomplejada con 5-metil-2 desoxiuridina (cédigo PDB 1F8Y), o por ejemplo 32 % en a-
hélice, 18 % de pB-lamina y 50 % de estructura aperiddica para la 2'-
desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus helveticus (LhPDT) acomplejada con
bromopurina (cédigo PDB 1S2l). Al comprobar estos resultados tan dispares entre las
nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas pertenecientes al mismo género, Lactobacillus,
es logico que la DpNDT muestre diferencias en su contenido en estructura secundaria

comparado con el que posee LINDT y LhPDT. Si el resultado de la DpNDT se compara
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con la unica nucleésido 2’-desoxirribosiltransferasa cristalizada que no proviene del
genero Lactobacillus, la 2’-desoxirribosiltransferasa de Trypanosoma brucei (TrNDT)
cuyo contenido es 37 % en a-hélice, 13 % de B-lamina y 50 % de estructura aperiédica

vemos que presenta mayor similitud.

5.5. Determinacion de la temperatura de desnaturalizacion

La determinacion de la temperatura de desnaturalizacion (Tm) de la DpNDT
recombinante se ha determinado mediante experimentos de dicroismo circular (DC), y
calorimetria diferencial de barrido (DSC) en las condiciones descritas anteriormente
(apartados 16.4 y 16.5 de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se muestran

en la Figura 32.

La curva de desnaturalizacién térmica obtenida mediante dicroismo circular se puede
analizar suponiendo un modelo de dos estados en el proceso de desnaturalizacion en el
que soélo se encuentran presentes un estado inicial nativo y un estado final
desnaturalizado. Este tipo de modelo se produce debido a la existencia de
cooperatividad en el proceso de desplegamiento de la proteina (una vez que la
molécula empieza a desplegarse se desencadena el desplegamiento rapido de todas
las demas moléculas) y a la baja estabilidad de los intermedios de desplegamiento (Van
Mierlo y Steensma, 2000).

Como se puede observar la enzima presenta un valor de temperatura de transicion
mediante dicroismo circular (Tm) de 59 °C muy similar al obtenido mediante

calorimetria diferencial de barrido (58°C).
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Figura 32: Temperatura de desnaturalizacion (Tm) de la DpNDT estimada por: A) dicroismo circular (DC) y
B) calorimetria diferencial de barrido (DSC) La concentracidon de proteina utilizada fue 0,35 mg/ml en

tampon fosfato potasico 10 mM, pH 7 en el caso de DC y de 0,2mg/mL en el caso de DSC.

En la bibliografia sélo existe un precedente de calculo de la Tm de este tipo de enzimas
y es la nucledsido 2°-desoxirribosiltransferasa de Lactobacillus reuteri (LrNDT), enzima
que presenta un valor aproximado de Tm de 64 °C una cifra elevada al proceder de un
microorganismo mesofilo. Analogamente, la DpNDT posee también un valor elevado de
Tm, 58 °C, ya que la enzima procede de un microorganismo psicrofilo. Por otro lado,
este valor de Tm esta en concordancia con los datos obtenidos al evaluar el efecto de la
temperatura en la actividad y la estabilidad de la DpNDT recombinante (apartado 15.3
de Materiale y Métodos), en los que se observa que la enzima es muy inestable cuando
se incuba a valores superiores a 60°C lo que concuerda con los resultados del estudio
del efecto de la temperatura sobre la actividad, que disminuye paulatinamente a
temperaturas superiores a 50°C, debido proceso de desnaturalizacion termica. Como ya
se indicé al evaluar el efecto de la temperatura en la actividad y la estabilidad de la
proteina (apartado 15.3 de Materiale y Métodos) se puede observar que la DpNDT es
una enzima con una inusual estabilidad frente a valores de temperatura elevados, mas
propios de enzimas procedentes de microorganismos mesdfilos, lo cual indica que
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Desulfotala psychropihla podria ser un microorganismo psicrotolerante mas que un

microorganismo psicrdfilo.

5.6. Ultracentrifugacion analitica.

Con el fin de determinar tanto el peso molecular como el estado de agregacion de la
proteina se han llevado a cabo experimentos equilibrio de sedimentacién en
ultracentrifuga analitica (Apartado 16.6 de Materiales y Métodos). Segun el tamafio de
las formas observadas a concentraciones mas bajas, se deduce que la proteina es un
tetramero con un peso molecular 68.6 + 4,5 kDa. Paralelamente se realizaron
experimentos de velocidad de sedimentacién en los que se ve que la proteina se
comporté de forma homogénea. No se observa la presencia de particulas de mayor
tamano al de la proteina mayoritaria que puedan poner de manifiesto la formacion de
agregados. Al aplicar un coeficiente de sedimentacion correspondiente a una proteina
globular, el valor del mismo correspondidé al equivalente a una proteina tetramérica
como especie mayoritaria (16.747 Da por monémero). Los ensayos fueron normalizados
al correspondiente ensayo en tampoén fosfato 50 mM, pH7, 20 °C. Segun a estos
resultados se puede afirmar que la DpNDT recombinante es una proteina
homotetramérica, donde el peso molecular por momoémero es de 16.747 Da. Como
vemos estos resultados difieren con los de las otras nucledsido 2'-
desoxirribosiltransferasas publicadas hasta la fecha, que corresponden a proteinas
hexaméricas, con la excepcion de la 2’-desoxirribosiltransferasa de Lactococcus lactis

(LIcNDT), que es una proteina tetramérica (Miyamoto y col., 2007) como la DpNDT.

5.7. Prediccion de la estructura terciaria de la DpNDT recombinante.

Se ha realizado el modelo de la estructura terciaria del monémero de la DpNDT a partir
de su secuencia de aminoacidos (Apartado 16.7 de Materiales y Métodos). Para ell6 se
utilizé como modelo la nucledsidos 2’-desoxirribosiltransferasa cristalizada de
Lactobacillus leichmanni acomplejada con 5-metil-2°-desoxipseudouridina (PDB 1F8Y),
con la que presenta una similitud estructural del 100 % segun el servidor informatico
HHPRED (Arnold y col., 2006)
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/waiting/6752545). Este servidor compara la
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secuencia de aminoacidos de una proteina problema con una base de datos que incluye
la secuencia de aminoacidos de proteinas con la estructura tridimensional resuelta por

difraccién de rayos X. Los modelos propuestos se representan en la Figura 33.

Figura 33: A) Estructural terciaria de la NDT recombinante de Desulfotalea psychrophila. B) Estructura de
la NDT de Lactobacillus leichmannii (cédigo PDB 1F8Y). En color rojo se representan las a-hélices y en

azul las Flaminas.

Como se puede observar en la Figura 33 ambos modelos presentan 5 de a-hélices
principales y 4 B-laminas situadas en la misma disposicion y orientacion espacial. El
modelo presenta una similitud estructural del 100% con la NDT de Lactobacillus
leichmanni (PDB 1F8Y) al igual que se ha observado con otras NDTs descritas (Anand
y col., 2004; Fernandez-Lucas y col., 2010). Asi mismo, este modelo se corresponde
con la estructura secundaria deducida a partir de la secuencia de aminoacidos mediante

los métodos de prediccion de estructura secundaria.
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5.8. Prediccion del centro activo de la DpNDT recombinante

Con el fin de dilucidar el centro activo de la DpNDT recombinante se llevé a cabo un
alineamiento de la estructuras primaria de la DpNDT con otras nucledsido 2’-
desoxirribosiltransferasas descritas (Figura 34) (Apartado 16.4 de Materiales y
Métodos).

LANDTL -~ - MNKK- KTL YFGBGWENEKQNKAYKEAMAAL KENPTVDLENSYVPLENQYKG 51
LANDT2 - - -~ MNKK- KTL YFGAGNENEKQNKAYKEAVAAL KENPTVDLENSYVPLENQYKG 51
LINDT - - MP- K- KT YFGAGWETDRQNKAYKEANVEAL KENPTI DLENSYVPLDNQYKG 50
LENDT - - M NQKSKTVYFCAGNETDKQNKAYEDAMNAI KANPTVDVENSYVPLQHQYKGL 53
LhPTD - - - - MKAWPTG - KI YLJJPFNSDAQRERAAKAKEL LAKNPS| AHV- - FFPFDDGFTDP 52
Lf NDT - - - - MKNDTPVANTKI YLATSFENEEQRARI PQALAQLEANPTVGWV- - HQPFDFQYKDA 54
Lc. INDT ----- MNKLFNQAVNVYL ABPFESESQ KKVELLENALSKN- - KTVANFFSPNRCQHPE- 53

DoNDT - ---- VDNLSFR- PKLYLAAPLENEAEKESNRNI RDSLI DCCDVFLP- - - - - - - - QEDGL 46

ke .

LhNDT1 Rl DEHPE- YLHNI EWASATYHNDLVG KTSDVM.GVYLPEEED- - VGLGVELGYALSQCGK 108
LhNDT2 Rl DEHPQ YLHNI EWASATYHNDLVG KTSDVLLGVYLPQEEH- - VGLGVELGYPLSQCGK 108
LI NDT RVDEHPE- YLHDKVWATATYNNDLNG KTNDI M_GVYI PDEED- - VALGVELGYALSQGK 107
Lr NDT RVDEHPE- LLQDREWSTATYNGDRVGVSTSDVLLAVYI PEEED- - VGMGVELGVARALCGK 110
LhPTD  DEKNPEI GG RSMVWARDATYONDLTG SNATCGVFLYDVDQLD- - DGSAFEI GFVRAMHK 110
Lf NDT RVDSDPAGVFGSLEWQ ATYNNDLNAVGTSDVCVALYDVDQ D- - EG CMVEI GWVALHK 112
Lc. | NDT SLPQEVEAFTP- - EWAKATMENDVNEVNKADI | VAI VDFDHQDTDSGTAVEL GYAI ALEK 110
DpNDT LLDELVSLGTPLKVAEKSI YEADI SAMKNADI LLAVLDGAC! D- - DGVAFELGYAKAI NK 104

* * . ok . *

LhNDT1 VI LLVI PDE- - DYGKPI NLMSWG- - - - VCDNASKI SELKDFDFNKPRYN- FYDGAVY- 158
LhNDT2  LFFWESHVK- - DYGKPI | LMBWG- - - - VCDNASQ SELKDFDFNKPRYN- FYDGAVY- 158
LI NDT  YVLLVI PDE- - DYGKPI NLVMBWG- - - - VSDNVI KVSQLKDFNFNKPRFD- FYEGAVY- 157
LrNDT Yl MWVI PDE- - DFGKPI NLVBWG- - - - | ADNFI KMSELPNYDFNKPSYN- FYDGGVY- 160
LhPTD  PVI LVPFTEHPEKEKKMNLM AQGVTTI | DGNTEFEKLADYNFNECPSNPVRGYG Y- 167
Lf NDT Pl VLLPFTKKDKSAYEANLMLARGVTTW.EPN- DFSPL KDFNFNHPVAQPFPPFKVF- 168
Lc. I NDT PTYLI RFEDT- - - - | PANI MLTER- - - NRAFFTQ EQVEEYDFLESKLI PYSCKYQ- - 159
DpNDT  VCLGFQTDVRRQAPTGNNPM ECS- - - CEEI FSDLGSLK- - KALQQKYNKLS- - - - - - 151

Figura 34: Alineamiento de las diferentes secuencias de aminoacidos de 2’-desoxirribosiltransferasas de
Lactobacillus utilizando el programa CLUSTALW2. LhNDT Lactobacillus helveticus CNRZ32 (Cédigo de
acceso GeneBank gi 20336339); LhNDT,, Lactobacillus helveticus ATCC 8018 (gi 9279801), LINDT,
Lactobacillus leichmannii  (PDB:1F8Y); LrNDT, Lactobacillus reuteri CECT 925 (gi 5188639); LhPDT
Lactobacillus helveticus CNRZ32 (gi 47168984), LINDT, Lactobacillus fermentum (gi 52000748), Lc.INDT,
Lactococcus lactis subsp lactis (gi 281490987) DpNDT, Desulfothalea psychrophila producida por E. coli
BL21(DE3). (*) indica residuos individuales totalmente conservados (:) indica conservacion de la naturaleza

de los grupos, (.) indica conservacion parcial de grupos. Enmarcados en amarillo se encuentran los
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aminoacidos implicados en el centro activo de NDT descritas. En el caso de DpNDT corresponde a los
aminoacidos Tyr 11, GIn 42, Asp 69y 89, Glu 95 y Asn 122 (N).

Como se puede observar, la DpNDT recombinante no muestra elevada identidad con
las otras 2°-desoxirribosiltransferasas descritas (Figura 34), si bien se puede apreciar
una elevada similitud estructural (Apartado 5.7 Resultados y Discusién). Analizando con
detalle la secuencia de aminoacidos, se observa que la DpNDT presenta conservados
aquellos aminoacidos descritos como parte del centro activo de las 2'-
desoxirribosiltransferasas (Kaminski, 2002; Porter y col., 1995a; Porter y Short, 1995a;
Short y col.,, 1996) (indicados en amarillo). En el caso de la NDT de Lactobacillus
leichmannii, los residuos Tyr 7, Asp71, Asp 91, Glu 98 y Asn 122 intervienen en el
reconocimiento de la 2’-desoxirribosa siendo el Glu 98 el residuo determinante de la
actividad catalitica (Kaminski, 2002; Porter y col., 1995a; Porter y Short, 1995a; Short y
col.,, 1996), mientras que los residuos Glu 45, Asp 71 y Tyr 157 participan en la el
reconocimiento de la base. Como se puede observar en la secuencia de aminoacidos
(Figura 34), la DpNDT presenta estos residuos conservados, si bien cabe destacar la
ausencia de Tyr C-terminal. Este hecho podria explicar los bajor valores de actividad
que presenta la DpNDT, asi como su baja eficacia catalitica (k../Ky) con respecto a
otras NDTs (Fernandez-Lucas y col., 2010; Kaminski, 2002).

Por otro lado, existen algunas diferencias entre las desoxirribosiltransferasas tipo |l
(NDT) y la desoxirribosiltransferasa tipo | (PDT) de Lactobacillus helveticus. En
concreto, el residuo Tyr 17 (enmarcado en verde en la Figura 34), involucrado en el
reconocimiento del grupo hidroxilo del C5°, esta reemplazado por fenilalanina en las
enzimas NDT. El residuo Ser 14 (en rosa) esta reemplazado por un residuo de alanina
excepto en el caso de Lactobacillus fermentum donde esta reemplazado por treonina
(Kaminski, 2002; Porter y col., 1995a; Porter y Short, 1995a; Short y col., 1996).

En la Figura 35 se muestra una aproximacién del posible centro activo de la DpNDT
recombinante, disefiado segun la similitud de la secuencia de la misma con la LINDT, en
el que se muestran los residuos mencionados anteriormente como responsables del
mecanismo del centro activo. En la bibliografia esta descrito que el centro activo de
estas enzimas esta formado por los aminoacidos de dos subunidades del
homohexamero como es en el caso de la nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa de
Lactobacillus helveticus CNRZ32 y Lactobacillus leichmannii. De esta manera, cada

mondmero forma parte del centro activo de la anterior subunidad y de la posterior, y por
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tanto, existirian 6 centros activos por homohexamero. En el caso de la DpNDT, al igual
que ocurre en la nucledsido 2’-desoxirribosiltransfera de Lactococcus lactis subsp.
lactis, la estructura cuaternaria de la proteina es homotetramerica, y por tanto, tendria 4

centros activos.

Tyr 151
Gln 42
—’——’O\
o
o------ He ~ N
Asn 122 H I ,——‘H/ \H
(0] \N \N—"
NH—H. £ \_ )
ey N \
/Y i
H
o’/ 7) Asp 69
q H
Asp 89 HO i
! ey
] Ha’
Glu 95
Tyr 11

Figura 35: Aproximacién del centro activo de la DpNDT en el reconocimiento de la adenina.
Representacion grafica de los aminoacidos de la DpNDT que intervienen en el reconocimiento del sustrato
en este caso adenina: Tyr 11, GIn 42, Asp 69 y 89, Glu 95 y Asn 122. En rojo se muestra el residuo Tyr

151, afadido mediante mutagéneis dirigida.
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5.9. Estudio de la implicacién del residuo C-terminal en la actividad de la

DpNDT recombinante mediante mutagénesis dirigida

Con el objetivo de profundizar en el estudio de la actividad de la DpNDT recombinante,
se han realizado experimentos de mutagénesis dirigida para comprobar el papel del
residuo Tirosina C-terminal en la actividad de las nucleésido 2'-

desoxirribosiltransferasas.

Se llevé a cabo la el experimento de mutagénesis dirida del gen ndt utilizando los oligos
Q6QBONCcol y Q6AQBOTYR (Tabla 5, apartado 3 de Materiales y métodos), bajo las
mismas condiciones utilizadas previamente en la amplificacién del gen ndt (Apartado 11
de Materiales y métodos) utilizando como DNA molde el plasmido recombinante
pET24ndt. Posteriormente se procedid a la transformacion de E. coli BL21(DE3) con el
nuevo plasmido recombinante mutado, pET24ndt* obteniéndose el microorganismo
recombinante E. coli BL21(pET24ndt*) segun las condiciones descritas en el apartado
7.1 de Materiales y métodos, para finalmente proeceder a la sobreexpresion y
purificacién de la proteina mutada (DpNDT*) utilizando las mismas condiciones que en

el proceso llevado a cabo para la obtencion de la DpNDT recombinante (Figura 36).

kDa 1 2 3
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116,25
96,4
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21,50
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Figura 36: Electroforesis en SDS-PAGE de distintos fracciones procedentes de la purificacion de proteinas.

Calle 1: Marcadores de masa molecular conocida de BioRad; Calle 2: Fracciones que contienen la DpNDT*

recombinante pura; Calle 3: Fracciones que contienen la DpNDT recombinante pura.
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Finalmente una vez obtenida pura se ha procedido a determinar la actividad de la
DpNDT* recombinante, mediante la reaccion estandar (apartado 15.1 Materiales y
Métodos), observandose que el valor de actividad practicamente triplica el descrito en el

caso de la DpNDT recombinante (Tabla 14).

Tabla 14. Determinacion de la actividad mediante la DpNDT* recombinante.

A.E.E. (U.l./mg)
DpNDT 0,14
Estos DpNDT* 0,38 datos

refrendan la hipétesis descrita en el apartado anterior, de que la baja actividad mostrada
por la DpNDT con respecto a otras NDTs descritas (Fernandez-Lucas y col., 2010;
Kaminski, 2002), se deba en parte a que su centro activo se observa la ausencia de un

residuo de Tyr, que esta presente en el reconocimiento de la base.

6. Inmovilizacién de la DpNDT recombinante

Como se ha descrito en la introduccién tanto las nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas
(NDT) como las nucleésido fosforilasas (NP) catalizan el intercambio de bases entre
nucledsidos, existen diferencias en cuanto a la especificidad de substrato de ambas. La
primera y fundamental es el reconocimiento del azucar; asi, las NDTs reconocen Unica y
exclusivamente 2’-desoxirribosa, mientras que las NPs reconocen ribo y 2'-
desoxirribonucleésidos. La segunda es que, mientras que las NPs reconocen
exclusivamente o bien purinas (purin nucleésido tranferasas, PNP) o bien pirimidinas
(pirimidin nucleédsido transferasa, PyNP), las NDTs pueden reconocer indistintamente
ambos tipos de bases. Por ello, en el caso de las nucledsido fosforilasas (PNP y PyNP)
la sintesis de nucledsidos puricos a partir de nucledsidos pirimidinicos o viceversa,
requiere del uso de 2 enzimas, como se muestra en la figura 37, mientras que en el

caso de las NDT sélo requiere el uso de una enzima.

116



Resultados y Discusién

A)

OH
HO o HO ° HO .
PNP E Z
—_—
e S ]
PyNP
OH X Pur

OH X OH X
B)
Pyr
HO o Pur Ho o B, HO o Yy
DpNDT E ﬁ‘
—_— >
B S
; ; DpNDT
Glu-E
OH E-Glu  Pur OH ! OH
X=H/OH Pur=Purina Pyr=Pirimidina

Figura 37: Sintesis de nucléosidos catalizada por: A) nucledsido fosforilasas y B) nucledsido 2°-

desoxirribosiltransferasas

Esto genera problemas a la hora de disefiar un proceso de escalado, ya que es
requisito indispensable la inmovilizacion, para su posterior reutilizacion, con vistas a
obtener un biocatalizador que opere de manera eficaz el mayor niumero posible de
ciclos. En este sentido la inmovilizacién de las nucledsido fosforilasas resulta menos
eficaz que la inmovilizacion de las nucledsido 2'-desoxirribosiltransferasas, ya que en
numerosas ocasiones requiere de la coimovilizacién de ambos tipos de nucledsido
fosforilasas (PNP y PyNP), originandose problemas con respecto a la homogeneidad
del biocatalizador obtenido (Fernandez-Lucas y col., 2011A) (Figura 38). Esto conlleva
el problema afadido, de que el proceso de sintesis es menos eficaz y como
consecuencia el escalado a nivel industrial se complica, aumentando el coste final del
proceso. Por el contrario, en el caso de las nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasas al
tratarse de una unica enzima, el proceso de inmovilizacion es mas efectivo,
obteniéndose un biocatalizador homogéneo con lo que se consigue evitar todos los
problemas de heterogeneidad del biocatalizador, obteniéndose un biocatalizador mucho

mas eficaz, sencillo y con costes menores.
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Figura 38: Representacion grafica del proceso de Inmovilizacion de: A) nucledsido fosforilasas, B)

nucledsido 2 -desoxirribosiltransferasas.

Se ha llevado a cabo la inmovilizacion de la DpNDT recombinante en soportes
biodegradables constituidos por Fe;O4 (magnetita) atrapada en quitosano. Dicho
quitosano es posteriormente activado mediante glutaraldehido, un agente entrecruzante
que favorece la formacion de enlaces covalentes de tipo base de Schiff entre los grupos
activados del soporte y los grupos g-amino de las lisinas situadas en la superficie de la

enzima.

Para ello se probaron diferentes tipos de quitosano a diferentes concentraciones de
epiclorhidrina (2 y 5 %) y de Fe;O4 (0, 25 y 50 %) con el fin de encontrar un derivado
inmovilizado que tuviera la maxima carga posible de biocatalizador y la mayor actividad
posible. El ensayo de actividad elegido fue la sintesis de 2'-desoxiadenosina a partir de
2’-desoxiuridina y adenina, en las condiciones descritas en el apartado 17.3 de
Materiales y Métodos. Como se puede observar en la Tabla 15, a medida que
aumentaba la concentracion de epiclorhidrina se observa un descenso en la actividad
del biocatalizador, debido a un mayor grado de entrecruzamiento que dificulta la posible

difusion de los sustratos a la enzima inmovilizada.
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Tabla 15: Estudios de actividad de los diferentes derivados inmovilizados

Reaccion® %"°
Quitosano-EPI 2% 100
Quitosano-EPI 5% 70
Quitosano-EPI 2%-Fe304 25% 100
Quitosano-EPI 5%-Fe3;04 25% 80
Quitosano-EPI 2%-Fe30450% 100
Quitosano-EPI 5%-Fe3;04 50% 70

@ Condiciones reaccion: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 350 r.p.m.

® Actividad relativa al soporte que presenta la maxima actividad

A partir de estos resultados se eligieron los soportes de quitosano con Fe;O4 que
presentasen un menor grado de reticulacion, es decir menor concentracion de
epiclorhidrina, para continuar con la optimizacién del proceso de inmovilizaciéon con el
fin de aumentar tanto la carga enzimatica del derivado inmovilizado como su actividad
retenida (o porcentaje de actividad que presenta la enzima inmovilizada con respecto a

la misma cantidad en solucién). (Tabla 16).

Tabla 16: Estudios de optimizacion de carga del biocatalizador en quitosano reticulado con
epiclorhidrina a diferentes concentraciones de Fe;O4 (25 y 50 %).

Reaccioén Mprot %0 inmov Actividad A.E.E. A.E.E.4er Activ.

anadida (umol/min) (U.l./mg) (U.l/g4er) Retenida %

Enzima libre? 14.3 - 1.7 x 10 0.120 - .

28.6 - 3.4x10° 0.120 - -

Fe;0425%"° 14.3 100 1.0x10° 0.070 0.06 58

28.6 94 2.1x10° 0.073 0.12 61

Fes0,50%" 14.3 91 1.2x10° 0.084 0.07 70

28.6 85 24x10° 0.085 0.14 71

@ Condiciones reaccion: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 30 r.p.m.
® Condiciones reaccion: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 350 r.p.m.
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Como se puede observar en la tabla 16 se obtuvieron los mejores resultados con el
derivado obtenido en el soporte preparado con 2% de epicloridrina y 50% de magnetita
(QDpNDT), que fue el elegido para continuar con su caracterizacion funcional. Se ha
obtenido un biocatalizador con una carga de 0.14 U.l/g biocatalizador y con una
actividad retenida del 71 % con respecto a la misma cantidad de enzima pura en
solucion. Esta disminucion de actividad en comparacién con la enzima libre podria ser
debido a efectos de difusién de sustrato hasta el centro activo de la enzima inmovilizada

sobre el soporte.

6.1. Caracterizacion funcional de la DpNDT inmovilizada

Respecto a la caracterizacion funcional del derivado inmovilizado QDpNDT, se han
realizado estudios de actividad de la enzima en funcion del pH y la temperatura, asi

como estudios de desactivacion del mismo a diferentes temperaturas.

6.1.1. Estudio de la influencia del pH sobre la actividad de la DpNDT

inmovilizada

Con el fin de conocer el pH éptimo de ensayo del derivado inmovilizado QDpNDT, se
determind la actividad a distintos valores de pH comprendidos entre 4 y 12. Al igual que
en la determinacién de la actividad de la enzima libre (apartado 4.1 Resultados y
Discusion), el ensayo de actividad consistid en la sintesis de timidina a partir 2'-
desoxiuridina y timina, por las razones descritas anteriormente. Como se muestra en la
Figura 39, el derivado QDpNDT mantiene practicamente la maxima actividad (> 90%) en
el intervalo de pH comprendido entre 6 y 9, observandose un descenso notable de la
actividad a valores de pH fuera de ese intervalo. Estos valores concuerdan con lo
descrito para la enzima libre, la cual presenta maxima actividad (90-100 %) en el
intervalo de pH comprendido entre 4 y 11. Por otro parte, se puede indicar que, la
tolerancia a valores de pH basicos es ligeramente inferior en el caso de la enzima

inmovilizada en comparacion con la enzima libre en solucion.
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Figura 39: Efecto del pH sobre la actividad del derivado inmovilizado QDsNDT . Condiciones de
reaccion: 24.31 ug de enzima inmovilizada se incubaron a diferentes valores de pH en un

volumen de reaccién de 100 ul que contenia [dUri]=[T]=10 mM, 50 °C durante 30 min y 350
r.p.m.

6.1.2. Estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad y
estabilidad de la DpNDT inmovilizada

El estudio de la influencia de la temperatura sobre la actividad de la DpNDT
inmovilizada se ha llevado a cabo mediante la determinacion de la actividad enzimatica
del derivado QDpNDT en la sintesis de 2'-desoxiadenosina a partir de 2’-desoxiuridina
y adenina en un intervalo de temperatura comprendido entre 20 °C y 90 °C (tal como se
describe en el apartado 17.4 de Materiales y Métodos). La Figura 40, muestra que el
derivado QDpNDT presenta un maximo de actividad claramente definido en el intervalo
de temperatura comprendido entre 50 y 60 °C, si bien la actividad es superior al 80% en
el intervalo comprendido entre 40 y 70 °C. Aunque estos resultados son similares a la
enzima libre donde su maximo de actividad se encontraba a 50 °C, en el caso de la
enzima inmovilizada no hay un maximo definido. Este hecho indica que el derivado
inmovilizado es operativo en un intervalo mas amplio de temperaturas que la enzima

libre, debido a la estabilizacion del biocatalizador por efecto de la union al soporte.
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Figura 40: Efecto de la temperatura sobre la actividad en el derivado inmovilizado QDsNDT. Condiciones
de reaccion: 24.31 yg de enzima inmovilizada se incubaron a diferentes temperaturas en un volumen de

reaccion de 100 ul que contenia [dUri]=[Tim]=10 mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, durante 30 min y 350
r.p.m.

7. Estudios de termoinactivacion de la DpNDT libre e

inmovilizada

Se ha estudiado la termoinactivacion de la DpNDT libre e inmovilizada a diferentes
valores de T y pH. Para ello diferentes alicuotas de enzima tanto libre como
inmovilizada, se incubaron a 40, 50 y 60 °C (Apartado 18 de Materiales y Métodos)
durante distintos tiempos valores de incubacion. Una vez transcurridos dichos tiempos,
las muestras se introdujeron en hielo y se determiné la actividad segun el ensayo de
actividad estandar (Apartado 15 de Materiales y métodos).Los resultados obtenidos
aparecen reflejados en la Figura 41.
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Figura 41: Estudios de desactivacion con la temperatura de: A) la DpNDT libre, B) el derivado inmovilizado
QDpNDT. Temperaturas de incubacion: ® 40 °C, @ 50 °C y @ 60 °C.

Como se puede observar, las curvas de desactivacion de la DpNDT libre e inmovilizada
incluyen un tiempo o periodo “de gracia” (ty), en el cual la actividad no sufre disminucion
alguna. A 40 °C este valor de ty es de 20 horas para la DpNDT soluble, mientras que e
el caso del derivado QDpNDT es de 24 horas. Por otro lado, a 50 °C tanto la DpNDT
soluble como derivado QDpNDT presentan un valor de tg de 10 horas. Transcurrido
este periodo de gracia, la enzima tanto en su forma soluble como el biocatalizador
inmovilizado, se inactiva siguiendo un patron de inactivacion exponencial simple. Este
patrén de inactivacion tan especial se ajusta al modelo propuesto por Sadana (Sadana,
1982) que incluye diferentes estados enzimaticos (E;, E,,...E4) donde ki, k»,...kq son los

coeficientes de inactivacion, tal y como se indica en la ecuacion 4:

EOY - E 0O - E, (ec. 4)

Segun este modelo, la actividad del estado intermedio (E;) es la misma que la del
estado inicial (E), tanto en la enzima libre como en la inmovilizada. En el estado final
(Eq), la enzima ha perdido la totalidad de su actividad. Los resultados de las Figuras 41
A) y 41 B) han permitido determinar las constantes de desactivacion térmica tanto de la
DpNDT soluble como del derivado QDpNDT a 40 y 50 °C, teniendo en cuenta que la

constante k, puede ser calculada a partir del periodo de gracia (t; = 1/k;) y que la
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constante k; puede ser obtenida de la representacion semilogaritmica de la actividad
frente al tiempo una vez finalizado el periodo de gracia (Sadana, 1982). Asimismo los
tiempos de vida media (t12) a 40 y 50 °C se han calculado afnadiendo al periodo de

gracia el tiempo en el cual la enzima ha perdido el 50 % de su actividad. (Tabla 17).

Tabla 17: Parametros de la termoinactivacion de la DpNDT soluble e inmovilizada (QDpNDT).

40 °C 50 °C 60 °C

Ky ks ty tip Ky K tg tie Kq ti

(") () () () (W) () () () (h) (h)

DpNDT? 0,024 0,050 20 48,5 0,061 0,1 10 21,4 0,064 10,8
QDpNDT"‘ 0,083 0,042 24 1075 0,018 0,1 10 48,5 0,032 21,7

@ Condiciones reaccion: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 30 r.p.m.
® Condiciones reaccion: [dUri]=[A]=10 mM en MES 50 mM, pH = 6,5 a 50 °C, t= 20 min, 350 r.p.m.

A tenor de los resultados, la inmovilizacionsobre las particulas magnéticas de quitosano
estabiliza de forma significativa la DpNDT recombinante a 40 °C, incrementando
ligeramente el periodo de gracia de 20 a 24 horas, asi como la vida media del
biocatalizador (t;). En este sentido el valor de (t,,) del derivado QDpNDT a 40 °C es de
107,5 horas, mientras que la vida media de la DpNDT soluble es de 48,5 horas. De
forma analoga, se observa una estabilizacion menos acusada a 50 °C donde el periodo
de gracia muestra un valor de aproximado de 10 h tanto en la enzima soluble, como en
la inmovilizada. Sin embargo en la segunda fase del proceso, la enzima inmovilizada se
desactiva mas lentamente que la enzima libre. De hecho, la vida media del derivado

QDpNDT a 50 °C es de 48,5 horas mientras que la de la enzima libre es de 21,4 horas.

Sin embargo el perfil de termoinactivacién a 60 °C tanto del derivado inmovilizado como
de la enzima libre se ajusta en ambos casos a una inactivacion exponencial simple. En
este caso, el patrén de deactivacion incluye solo dos estados enzimaticos (E y Ejy),

donde k4 es el coeficiente de desactivacion como se indica en la ecuacion 5.

EON - E, (ec. 5

El coeficiente de desactivacion a 60 °C de la enzima inmovilizada (k= 0,032 h”) es

ligeramente inferior que el presentado por la enzima libre (ks= 0,044 h™"), indicando que
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el proceso de inmovilizacion es capaz de estabilizar térmicamente a la DpNDT incluso a
valores de temperatura bastante elevados, incrementando el valor de t;, de la DpNDT
(10,8 h), hasta practicamente el doble (21,7 h). Este hecho parece sugerir que la
enzima podria encontrarse unida covalentemente al soporte a través de varios puntos

de union.

Estos resultados indican que el proceso de inmovilizacidon incrementa la estabilidad
térmica de la enzima permitiendo la incubacion del derivado inmovilizado a las
temperaturas mencionadas durante un periddo de tiempo mucho mas prolongado que
en el caso de la enzima libre.

8. Sintesis de nucleésidos catalizada por Ila DpNDT

recombinante libre e inmovilizada

Como se ha indicado anteriormente, en la actualidad los nucledsidos modificados son
moléculas de gran interés en la industria farmacéutica ya que presentan actividad
antiviral y antitumoral, y también pueden ser utilizados como sustratos de partida en la
sintesis de oligonucledtidos antisentido (Robak y col., 2010; De Clerq, 2010). Los
efectos adversos de los analogos de nucledsidos disponibles en la actualidad asi como
la aparicion de resistencias debido a su utilizacién prolongada, ha suscitado el interés
por el desarrollo de nuevos analogos de nucledsidos con propiedades terapéuticas
mejoradas. Los mas conocidos son el aciclovir, el AZT, la ddl, la ribavirina, etc. (Elion y
col., 1977; Garg y col., 1999; Keller y col., 1981; Panchagnula y Patel, 1997; Schmid y
col.,, 2002; Utagawa, 1999), pero cada vez van surgiendo nuevos analogos de
nucledsidos con aplicaciones terapéuticas como por ej. la 5-aza-2’-desoxicitidina
(Decitabina), la 5-iodo-2'-desoxiuridina (idoxuridina), Trifluorotimidina (trifluridina)
(Christman, 2002; Lantry y col.; 1999Seth y col., 2005; Brady y col., 2004).

La sintesis convencional de este tipo de productos requiere numerosos pasos, entre los
que se incluyen etapas de proteccidon-desproteccion de grupos funcionales, con lo que
se disminuye el rendimiento global del proceso. Ademas en el proceso se producen
mezclas de isbmeros configuracionales y subproductos de reaccion, con lo cual una vez

finalizado el proceso de sintesis se hace necesario un proceso complejo de purificacion
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y refinamiento del producto. Si a todo ello le ahadimos, que este tipo de sintesis se
suelen llevar a cabo mediante catalizadores quimicos y en presencia de disolventes
organicos, explica en parte la dificultad que se encuentra para la implementacion
industrial de estos procesos.A modo de ejemplo de este tipo de estrategias sintesis
quimica, se muestra en la Figura 42 la sintesis de Decitabina mediante estrategias de

sintesis quimica (Henschke y col., 2010).

NH,

N)\N ‘ NH

= LA A,

& asos N N
Xp HO o I paso  HO o
= D> < .
Sintesis quimica Sintesis enzimatica
HO OH HO

Decitabina 2'-desoxiuridina

Glicosil isocianato

Figura 42: Sintesis de la Decitabina llevada a cabo mediante diferentes estrategias de sintesis

Frente a este tipo de sintesis quimica convencional, es cada vez mas comun hoy en dia
el uso de otro tipo de estrategias de sintesis que incorporan en todos o alguno de sus
pasos el uso de enzimas. En este sentido, en el presente trabajo se ha abordado la
sintesis enzimatica de nucledsidos naturales y no naturales, entre los que se incluye la
decitabina, mediante el uso de la DpNDT, tanto libre como inmovilizada, en lo que se
conoce como sintesis “One-pot, one-step” (es decir sintesis en un recipiente, en solo

paso).

Asimismo, una vez caracterizada e inmovilizada la DpNDT recombinante, con el objetivo
de estudiar su posible aplicacion industrial en la sintesis de nucleésidos naturales y no
naturales, se han llevado a cabo estudios de especificidad de sustrato, mediante
diferentes tipos de reacciones, tanto con la enzima libre e inmovilizada utilizando como

sustratos nucléosidos y bases, tanto naturales como no naturales.
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8.1. Sintesis de nucledsidos naturales

Se ha llevado a cabo la determinacion de la especificidad de sustrato de la DpNDT
recombinante libre e inmovilizada con nucledsidos y bases naturales. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tablas 18 y 19

Como se observa en la Tabla 18, la enzima soluble reconoce los distintos nucledsidos
donadores con el siguiente orden de preferencia que se traduce en una mayor actividad
especifica: Tyd = dUri > dlno >>> dAdo > dCit; y como mejor aceptor T=U =H > A >>>
C, lo cual contrasta con los datos que se conocen hasta ahora en la especificidad de
sustrato de este tipo de enzimas (Fernandez-Lucas y col., 2010; Kaminski, 2002). Como
se puede observar la DpNDT presenta en general una mayor preferencia por las bases
primidimicas, con la excepcién de la citosina. Este comportamiento podria ser explicado
en parte por la ausencia de la Tyr 160 presente en LINDT, que es esencial en el
reconocimiento de la base. Su ausencia explicaria la razéon de este comportamiento
anomalo de la DpNDT respecto a otras descritas (Fernandez-Lucas y col., 2010;
Kaminski, 2002; Porter y col., 1995a; Porter y Short, 1995b; Short y col., 1996), dado
que esta enzima es capaz de catalizar muy eficientemente la hidrdlisis del nucledsido
detectandose la base correspondiente en elevados rendimientos, no sucediendo lo

mismo con la formaciéon del nuevo nucledsido.

Tabla 18: Reacciones de sintesis de nucledsidos naturales catalizada por la DpNDT

recombinante libre °.

Actividad especifica (umoles convertidos/min/mg enz)®

Nucleodsido

dUri Tyd dAdo dino dCit
Base
Uracilo - 0,73 0,07 0,11 0,02
Timina 0,70 - 0,02 0,10 0,01
Adenina 0,14 0,21 - 0,11 0,02
Hipoxantina 0,67 0,72 0,02 - 0,01
Citosina 0,06 0,04 0,02 0,04 -

@ Condiciones de reaccion: [Nucledsido]=[Base] = 10 mM en tampon MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C, 20 min y

30 r.p.m.. Se utilizaron 14,3 ug de proteina en un volumen de ensayo de 40 pL.
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Como podemos ver en la Tabla 19, la enzima inmovilizada mantiene la especificidad de
sustrato que presentaba la DpNDT libre, manteniendo el orden de preferencia del
nucleésido donador Tyd = dUri > dlno >>> dAdo > dCit. Sin embargo, su especificidad
en cuanto al aceptor es diferente, presentando el siguiente orden de preferencia C > A >
T=U>H.

Tabla 19: Reacciones de sintesis de nucledsidos naturales® catalizada por la DpNDT

recombinante inmovilizada.

Reacciéon® Base %" u.l AE.E. A.E.E.ger
(umol/min) (U.L./Imgpror) (U.L/gger)
dUri T 3,0 1.0x10° 36.0 x 10° 0.06
A 7.4 2.4x10° 85.0 x 10°° 0.14
H 0,5 0.2x10° 6.0 x 107 0.03
C 15 5.0 x 107 150.0 x 10 0.90
Tyd U 5.0 1.7 x 10°° 60.0 x 10 0.10
A 14.5 48x10° 170.0 x 10° 0.29
H 0.5 0.2x 1073 6.0 x 107 0.01
C 14.0 4.7 x10° 165.0 x 107 0.28
dAdo U 0.8 0.3x107° 10.0 x 107 0.02
T 0.5 0.2x10° 6.0 x 107 0.01
H 2.0 0.8 x 107 30.0 x 10 0.05
C 1.3 0.4 x10° 12.0 x 107 0.02
dino U 3.0 1.0x10° 36.0 x 10™ 0.06
T 2.3 0.8x10° 27.0 x 10 0.05
A 7.0 2.3x10° 84.0 x 10 0.14
C 0.3 0.1x 1073 3.0x107° 0.01
dCit U 0.1 0.3 x10™ 1.7 x 107 0.003
T 0.1 0.3x10* 1.7 x 107 0.003
A 0.3 0.1x 1073 3.5x 107 0.01
H 0.20 0.6 x10* 1.7 x 107 0.006

@ Condiciones de reaccion: [Nucledsido + Base] = 10 mM en tampoén MES pH 6,5 50 mM, 50 °C,30 min, 350

r.p.m. Se utilizaron 24.3 ug de proteina en un volumen de ensayo de 100 pl.

128



Resultados y Discusién

® Rendimiento nucledsido obtenido sobre el 100 % (10 mM).

8.2. Sintesis de nucledsidos naturales utilizando bases poco solubles en

disolventes acuosos.

Como se ha demostrado en este trabajo la DpNDT libre y la inmovilizada presentan
elevadas actividades en condiciones alcalinas (Figuras 25 y 39). Por esta razén, se
considero la utilizacion de guanina y xantina como bases aceptores en la sintesis de
nucledsidos. Estas bases presentan la peculiaridad de su baja solubilidad en
disolventes acuosos a pH neutros. En la bibliografia aparecen algunos ejemplos que
describen la dificultad del proceso (Okuyama y col., 2003; Yokozeki y Tsuji, 2000). En
este sentido, la adicion de disolventes organicos miscibles con disolventes acuosos
para tratar de incrementar la solubilidad de este tipo de compuestos han permitido
mejorar la actividad enzimatica de las NDTs (Fernandez-Lucas y col., 2011a; Muller y
col.,, 1996; Yokozeki y Tsuji, 2000), la concentracion de disolvente requerida puede
afectar a la estabilidad de la enzima significativamente. Por esta razén y aprovechando
el peculiar comportamiento de esta enzima frente al pH en comparacion con otras NDTs
descritas, se han utilizado tanto la DpNDT libre como inmovilizada en la sintesis de este
tipo de nucledsidos. Para ello se prepararon las soluciones de los reactivos pH alcalino

con el fin de facilitar su completa disolucion. Los resultados se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20: Reacciones de sintesis de nucledsidos naturales catalizada por la DpNDT

recombinante libre empleando guanina y xantina como bases.

Actividad especifica (umoles convertidos/min/mg enzima)

Nucleésido . .
dUri Tyd dAdo dino DCit
Base
Guanina® - 4x107° 10x10™ -
Xantina® 40x107° 40x10°° 10x10 10x107 -

" Condiciones de reaccion: [Nucleésido]=[Base] = 10 mM en tampon fosfato 50 mM, pH 10, a 50 °C,
20 min y 30 r.p.m.. Se utilizaron 14,3 pg de proteina en un volumen de ensayo de 40 pL.
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Cabe destacar que la DpNDT es capaz de catalizar reacciones de transglicosilacion
utilizando concentraciones mas elevadas de guanina y xantina (10 mM) (Tabla 20) que
las previamente conseguidas por otras 2'-desoxirribosiltransferasas mediante el empleo
de disolventes organicos miscibles con agua. Concretamente la LrNDT libre e
inmovilizada opera con concentraciones de 1 mM de guanina y xantina (Fernandez-
Lucas y col., 2011b). Desafortunadamente el derivado inmovilizado presentaba un ligero
descenso de la actividad con el pH respecto de la enzima libre como se pudo observar
al determinar el efecto del pH en la actividad de la DpQNDT (Figura 39) y no fue posible
obtener resultados positivos al tratar de reproducir las condiciones de ensayo de la
enzima libre (10 mM, 20 min de reaccion). Por esta razén, se procedié a disminuir la
concentracién de los sustratos e incrementar el tiempo de reaccion, para conseguir
unas condiciones de reaccion en las cuales el biocatalizador inmovilizado pudiera

operar de manera 6ptima (Tabla 21).

Tabla 21: Reacciones de sintesis de nucledsidos naturales utilizando el derivado
inmovilizado QDpNDT.

Reaccion t %" u.L A.E.E. A.E.E.4e

(h) (Mmol/min) (U.l./mgprot)  (U.L/Qger)
DpNDT

Guanina® 2 54 3.6 x 10™ 2.5x 107

Xantina® 2 50 3.2x10™ 2.3 x 107

QDpNDT

Guanina® 2 41 6,8 x 10™ 2,8 x 107 0,040

Xantina® 2 37 6.1 x 107 2,5 x 107 0.036

@ Condiciones de reaccién: [dUri]=[Base] = 2 mM en tampén fosfato 50 mM, pH 10, a 50 °C, 120 y 240
min, 350 r.p.m.. Se utilizaron 17 mg de biocatalizador conteniendo 24.3 pg de proteina en un
volumen de ensayo de 100 yL con QDpNDT.

® Rendimiento nucledsido obtenido sobre el 100 % (10 mM).
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8.3. Sintesis de nucledsidos no naturales

Una vez determinada la especificidad de sustrato con nucledsidos naturales con la
enzima libre e inmovilizada, se procedié a estudiar su aplicacion en el uso de

nucledsidos no naturales. Para ello, se realizaron dos tipos de sintesis:

1) Sintesis a partir de nucleésido natural y base no natural.

Se realizaron reacciones de transglicosilacion catalizada por la DpNDT recombinante
tanto libre como inmovilizada empleando como sustratos diferentes tipos de bases no
naturales y 2’-desoxiuridina (apartado 19 de Materiales y Métodos) y cuyos resultados

aparecen en las Tablas 22 y 23.
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Tabla 22: Reacciones de sintesis de nucledsidos no naturales mediante la DpNDT recombinante

a partir de la reaccion de un nucleosido natural y una base no natural®.

Actividad enzimatica especifica (umoles convertidos/min x mg enzima)

Nucleésido
Base DUri
Azacitosina 5,0 x 107
Benzimidazol -
Benzoiladenina -
Etiluracilo 1,6 x 107
Fluoroadenina 1,3 % 1072
Trifluorotimina 8,0 x 107
2,6-diaminopurina 5,0x10°
6-Mercaptopurina 2,5 x 107
5-Clorouracilo 1,6 x 1072
5-Fluorocitosina 1,3 x 107
5-Fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona 1,0 x 10
5-Fluorouracilo -
5-Bromouracilo 1,3 x 107
5-lodouracilo 1,6 x 107

7-deaza-hidroxipurina -

@Condiciones de reaccion: [dUri]=[Base]=2 mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C, 2 horas y 30
r.p.m.. Se utilizaron 14.3 pg de proteina en un volumen de ensayo de 40 pL.

(-) = ausencia de actividad
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Tabla 23: Reacciones de sintesis de nucledsidos no naturales mediante el derivado inmovilizado

QDpNDT a partir de la reaccién de un nucledsido natural y una base no natural.

Reaccion® %" u.l AEE. AE.E.q.
(umol/min) (U.l/mg) (U.L/gger)
Azacitosina 10 1,6x10% 7,0x10° 0,010
Benzimidazol 6 1,0x 10"  4,0x107° 0,006
Benzoiladenina - - - -
Etiluracilo 26 44x10*  18x10% 0,026
Fluoroadenina 0.05 8,3x107 34x10° 50x10°
Trifluorotimina 43 72x10*  29x10% 0,043
2,6-diaminopurina 25 4,0 x10™ 1,7 x 107 0,024
6-Mercaptopurina 24 40%x10*  1,7x10% 0,024
5-Clorouracilo 36 52x10*  21x10% 0,031
5-Fluorocitosina 2 33x10° 15x10° 0,002
5-Fluoro-2-metoxi- 8 1,3x10* 6,0x10° 0,008
4(1H)pirimidinona
5-Fluorouracilo 43 72x10%  29x10? 0,043
5-Bromouracilo 26 44x10*  18x10% 0,026
5-lodouracilo 28 46x10*  1,9x107 0,027

7-deaza-6-hidroxipurina - - - -

@Condiciones de reaccion: [Nucledsido]=[Base]=2 mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C, 2 horas y
30 r.p.m.. Se utilizaron 24.3 ug de proteina en un volumen de ensayo de 100 pl.
®Rendimiento nucledsido obtenido sobre el 100 % (10 mM).

(-) = ausencia de actividad

Aunque los resultados obtenidos en cuanto a la sintesis de nucledsidos a partir de
nucledsidos naturales y bases no naturales, son muy dispares existiendo casos en los
que la actividad se mantiene, otros en los que mejora sustancialmente y otros en los
que empeora notablemente, cabe destacar que se han conseguido sintetizar analogos
de nucledsidos con actividad terapeutica, como por ejemplo la 6-mercaptopurina-2°-
desoxirribosa, 2,6-diaminopurina-2°-desoxirribosa, benzimidazol-2 -desoxirribosido, 5-

fluoro-2’'-desoxiuridina, 5-cloro-2'-desoxiuridina, 5-bromo-2°-desoxiuridina, 5-iodo-2’-
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desoxiuridina, 5-etil-2’-desoxiuridina, 5-fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona-2’-
desoxirribosa, 2’-fluoro-2’-desoxicitidina, y 5-trifluorotimidina (Tabla 22).

Aunque los resultados obtenidos en cuanto a la sintesis de nucledsidos a partir de
nucledsidos naturales y bases no naturales, son muy dispares existiendo casos en los
gue la actividad se mantiene, otros en los que mejora sustancialmente y otros en los
que empeora notablemente, cabe destacar que se han conseguido sintetizar analogos
de nucleésidos con actividad terapeutica, como por ejemplo la 6-mercaptopurina-2°-
desoxirribosa, 2,6-diaminopurina-2’-desoxirribosa, benzimidazol-2’-desoxirribosido, 5-
fluoro-2'-desoxiuridina, 5-cloro-2'-desoxiuridina, 5-bromo-2°-desoxiuridina, 5-iodo-2’-
desoxiuridina, 5-etil-2"-desoxiuridina, 5-fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona-2"-
desoxirribosa, 2 -fluoro-2"-desoxicitidina, y 5-trifluorotimidina (Tablas 22 y 23).

Asi, los nucleésidos derivados de la 2,6-diaminopurina son usados como agentes
terapéuticos frente a diferentes tipos de cancer y enfermedades virales. En este sentido,
estos compuestos pueden actuar como drogas o predrogas dependiendo de su
capacidad de actuar como sustrato de la adenosina desaminasa (ADA) in vivo (Médici y
col., 2006) y, ademas han sido empleados en la sintesis de oligonucleotidos antisentido
modificados (Herdewijn, 2000). Empleando 2’-desoxiuridina y 2,6-diaminopurina como
sustratos, se ha consiguido la sintesis de la 2,6-diaminopurina-2°-desoxirribosa,
compuesto que ha sido utilizado como prodroga de la 2'-desoxiguanosina en leucemias
de células linfociticas de raton (Weckbecker y Cory, 1988). También han sido
sintetizados analogos de derivados halogenados de la 2’-desoxiuridina que son usados
como anticancerigenos. Ejemplos de ello son la sintesis de 5-fluoro-2’-desoxiuridina, un
potente anticancerigeno que inhibe la timidilato sintasa, enzima esencial en la sintesis
de DNA durante la proliferacion celular (Sato y col.,, 2008). Ademas la 5-bromo-2’-
desoxiuridina y la 5-cloro-2’-desoxiuridina han sido empleados con similares efectos
terapeuticos (Brandon y col., 2000; O'Neill y col., 1983). El derivado QDsNDT también
fue capaz de sintetizar dos derivados de la citidina con aplicaciones terapeuticas como
la 5-aza-2’-desoxicitidina y 5-fluoro-2’-desoxicitidina. En el primer caso, la 5-aza-2'-
desoxicitidina (Decitabina) ha demostrado ser un inhibidor de la metilaciéon del DNA en
intervenciones tempranas, prevencion y tratamiento de diferentes tipos de cancer
(Christman, 2002; Lantry y col., 1999), mientras que la 5-fluoro-2’-desoxicitidina se
administra clinicamente en combinacion con la 3,4,5,6-tetrahidrouridina (THU) debido a
su habilidad para inhibir la DNA metiltransferasa (Beumer y col., 2008; Beumer y col.,
2006). Finalmente, la enzima inmovilizada fue activa en la sintesis de 5-etil-2’-

desoxiuridina (5-EtdUrd), la cual ha sido descrita como potenciadora del efecto
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antitumoral del 5-fluorouracilo (5-FU), sin un incremento significativo de la toxicidad
(Kralovanszky y col., 1999). La sintesis quimica del 5-EtdUrd es particularmente dificil y
laboriosa por lo que su sintesis enzimatica mediante el derivado QDsNDT podria ser
una alternativa interesante. Ademas, 5-EtdUrd es un intermedio clave en la sintesis de
(E)-5-(2-bromovinil)-2"-desoxiuridina (BVDU), usada en el tratamiento de algunas

infecciones de virus (Kalinichenko y col., 1989).

Finalmente, otros nucledsidos con efecto antiviral han sido sintetizados con éxito
mediante el derivado QDsNDT. Un ejemplo de ello es la 2'-fluoro-2"-desoxicitidina, la
cual exhibe un potente efecto antiviral frente a la dispersion y replicacion de virus
causante de la enfermedad de Borna (Bajramovic y col., 2004). Igualmente también se
llevé a cabo la sintesis del antiherpético 5 -yodo-2’-desoxiuridina (ldoxuridine) (Seth y

col., 2005) y la trifluorotimidina (Trifluridine) (Brady y col., 2004) satisfactoriamente.

2) Sintesis a partir nucleésido no natural y base natural

En estos experimentos se utilizaron como sustrato diferentes tipos de bases naturales
(uracilo, adenina y timina), nucledsidos no naturales (ara A, ara U y 2’-desoxi-2 -
fluorouridina, DFU), con la DpNDT recombinante libre e inmovilizada (apartado 19 de

Materiales y Métodos). Los resultados se muestran en las Tabla 24 y 25.

Tabla 24: Reacciones de sintesis de nucledsidos no naturales mediante la DpNDT libre

utilizando la reacciéon de un nucleésido no natural y una base natural®

Actividad especifica (umoles convertidos/min/mg enz)

Base A C G H T u X
Nucleésido

Ara-U 1:1 - - - _ 11x107 -

3:1 - - - - 3,3x10° -

Ara-A  1:1 - - - ) 9,7% 10°° ;

3:1 - - - - 1,3x10* -

DFU  1:1 - - - - 25 x 107 )

3:1 - - - - 58x10° -

@ Condiciones de reaccién:[Nucledsido]=0,5 o 1,5 mM, [Base]=0,5 mM en tampén MES 50 mM,
pH 6,5, 40°C, 24h y 30 r.p.m. (-) = ausencia de actividad
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Tabla 25: Reacciones de sintesis de nucledsidos no naturales mediante el derivado QDpNT

inmovilizada utilizando la reaccion de un nucleésido no natural y una base natural.

Reaccion® Base % u.l AE.E. A.E.E.qor
(Mmol/min) (U.l./mg) (U.1./gger)
AraU A - - - -
C - - - -
G - - - -
H - - - -
T 21 2,9x10° 2,4x10™* 1,7 x10*
X - - - -
AraA C - - - -
G - - - -
H - - - -
T - - - -
U 9,4 1,3x10° 9,1x10° 7,1x10°
X - - - -
DFU A - - - -
Cc - - - -
G - - - -
H - - - -
T 56 7,7 x10° 54 x10™ 46x10*
U - - - -
X - - - -

@Condiciones reaccion:[Nucledsido]= 1.5 mM, [Base]=0.5 mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, 40°C, 24h y
250 r.p.m.
(-) = ausencia de actividad

Estos resultados son muy interesantes, ya que estas tres reacciones no han sido
descritas hasta el momento en otras 2’-desoxirribosiltransferasas, mientras que si en
las nucledsido fosforilasas, lo cual le da un valor anadido a la obtencion del
biocatalizador. Como se observa en la Tabla 25, en el caso del derivado inmovilizado no
fue posible repetir los resultados para los arabinosilnucledsidos. Sin embargo, fue
posible la reaccion de sintesis de nucledsidos no naturales a partir de la 2'-desoxi-2"-

fluorouridina.
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En este tipo de estrategias de sintesis, dada la especificidad con la que operan las
enzimas desaparecen los problemas de proteccion y desproteccion de grupos
funcionales asi como la presencia de isdmeros configuracionales. Asimismo al ser una
reaccion en un solo paso, el rendimiento de reaccion, es el rendimiento global del
proceso. Si a esto le anadimos que las operan en tampones acuosos y bajo unas
condiciones de reaccion moderadas, podemos afirmar que se ha obtenido un
biocatalizador que opera de manera regio, enantio y estereoespecificamente de manera
eficaz y con un elevado rendimiento, en unas condiciones de reaccion respetuosas con
el medio ambiente o por simplificarlo de alguna manera, se ha desarrollado un “proceso
biosostenible” para la obtencion de analogos de nucledsidos de interés terapéutico.
Proceso sencillo, eficaz, barato y respetuoso como podemos observar a continuacion la
sintesis de un gran numero de nucleédsidos, tanto naturales como no naturales. Ahi
radica la importancia de la utilizacion de la DpNDT como biocatalizador en la sintesis de
nucledsidos, ya que es necesario resaltar que mediante otro tipo de estrategias de
sintesis, obviamente habria sido imposible llevar a cabo la sintesis de ese elevado

numero de productos

9. Reutilizacién de la DpNDT inmovilizado

Una vez comprobado que el derivado inmovilizado obtenido era activo en la sintesis de
diferentes nucledsidos tanto naturales como no naturales, el objetivo fue comprobar si el
biocatalizador inmovilizado obtenido se podria reutilizar en sucesivos cinlos de la misma

reaccion. Para ello se plantearon las siguientes reacciones de transglicosilacion:

1) Sintesis de 2°-desoxiaguanosina y 2’-desoxixantosina a partir de 2’-
desoxiuridina y la correspondiente base

Para ello en primer lugar se procedié a efectuar la reaccién a diferentes tiempos de
reaccion y diferentes relaciones molares de sustratos, con el fin de optimizar todo lo
posible y conseguir la mayor conversion posible. Los resultados se muestran en la
Tabla 26.
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Tabla 26: Optimizacion de condiciones de la sintesis de nucledsidos purinicos mediante la
DpNDT inmovilizadal.

Reaccion® T %° u.l. AE.E. A.E.E.qer
(h) (umol/min) (U.l/Imgprot)  (U.1./Qger)
Guanina
1:1 2 41 6,8 x 107 2,8 x107 0,04
4 56 4,6 x 10 1,9 x 10 0,03
6 50 4,1 %10 1,7 x 107 0,025
3:1 2 72 1,2x 107 5,0 x 10 0,07
4 82 6,8 x 10 2,8 x 107 0,04
6 77 5,6 x10° 1,9 x 107 0,004
Xantina
1:1 2 33 55x 10 1,9 x 107 0,03
4 47 3,9x10* 1,3 x 107 0,02
6 50 4,1 %10 1,7 x 107 0,025
3:1 2 51 8,5x10™ 2,9x 107 0,05
4 73 6,0 x 10 2,0 x 107 0,04
6 77 5,6 x10° 1,9 x 107 0,004

@Condiciones reaccion: [Nucledsido]=2 y 6 mM, [Base]=2 mM en tampén fosfato 50 mM, pH 10, 50°C, 2, 4 y

6 hy 250 r.p.m. Se utilizaron 24.3 pg de proteina en un volumen de ensayo de 100 pl.

Como se puede observar (Tabla 26) obviamente el rendimiento aumenta con el
aumento de la relaciéon molar de 2°-desoxirribonucleésido frente a la base, siendo mayor
con una relacién 3:1 que con la relacion 1:1. Por otra parte, al aumentar el tiempo de
reaccion se observa un aumento de la conversién hasta alcanzar a un maximo a las 4
horas aproximadamente, a partir del cual no hay variacion significativa de conversion. A
la vista de los resultados y considerando los experimentos previos de desactivacion de
la temperatura con el tiempo (apartado 7 de Resultados y Discusion), se escogieron
como condiciones para la reutilizacion del biocatalizador: una concentracion de
desoxiuridina de 6 mM y base de 2 mM en tampon fosfato 50 mM, pH 10. Por otra parte,
la reaccion se realizo a 50 °C durante 120 min, y 350 r.p.m, utilizando 17 mg de
biocatalizador conteniendo 24,3 ug de proteina inmovilizada. Estas condiciones nos

permitieron reutilizar el derivado inmovilizado sin pérdida significativa de actividad, a la
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vez que producia un elevado rendimiento de nucléosido. En resumen, se otimizo al
maximo la produccién de la reaccion catalizada por derivado comprometiendo lo menos

posible la estabilidad del mismo. Los resultados se muestran en la Figura 43.
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Figura 43: Reutilizaciones de la DpNDT inmovilizada en la reaccion de sintesis de: A) 2’-desoxiguanosina,
B) 2’-desoxantosina. Condiciones reaccion: [dUri]=6 mM, [Base]=2 mM en MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C, t =
2 horas, 250 r.p.m. Se utilizaron 24,3 pg de proteina inmovilizada.

La enzima inmovilizada puede catalizar la reaccién 11 ciclos sin una disminucion
significativa de la actividad (Figura 43). A partir del ciclo 12 se produce una disminucion
drastica de la actividad, que fue del 90 % en el caso de la sintesis de la 2'-
desoxiguanosina y del 85 % en el caso de la 2'-desoxixantosina. Este numero de
reutilizaciones es significativamente menor que el descrito para la LINDT inmovilizada
en Sepabeads que incluso llegan a 20-25 cliclos de actividad sin pérdida aparente de
actividad (Fernandez-Lucas y col., 2011a). Si bien es interesante la reutilizacion del
biocatalizador, no se ha obtenido un elevado numero de reutilizaciones debido a que los
valores de pH superiores a 10 afectan significativamente a la actividad de la enzima
(apartado 6.1 de Resultados y Discusion). Como se menciond anteriormente la
disolucion de los sustratos (guanina y xantina) requiere valores de pH elevados, lo que
afecta al numero de reutilizaciones del biocatalizador. Sin embargo, otras condiciones

de reaccion, como en la sintesis de 5-yodo-2"-desoxiuridina, y el 2’-desoxirribosido de la
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5-fluoro-2-metoxi-4(1H) pirimidinona que se describe a continuacion, el nimero de

reutilizaciones sin pérdida aparente de actividad es mayor.

2) Sintesis de 5-yodo-2’-desoxiuridina y 5-Fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona 2’-
desoxirribosido a partir de 2'-desoxiuridina y la correspondiente base

Al igual que en el caso anterior se procedio a efectuar la reaccion a diferentes tiempos
de reaccion y diferentes relaciones molares de sustratos, con el fin de optimizar las

condiciones de reaccion y conseguir la mayor conversién posible (Tabla 27).

Tabla 27: Optimizacién de condiciones de la sintesis de nucledsidos no naturales mediante la

DpNDT inmovilizadal.

Reaccién® t % u.l. AE.E. A.E.E.ger
(h) (Mmol/min) (U.l/mgprot)  (U.l./gger)

5-Fluoro-2-metoxi-

4(1H)pirimidinona

1:1 2 7 1,1 x10* 4,8 x10° 0,070
4 10 8,5x10° 35x%x10° 0,005
6 5 2,5x 107 21x10* 0,002
3:1 2 14 23x10" 9,5x 107 0,014
4 17 1,4 x10™ 59x10° 0,008
6 29 7,9x10° 32x10° 0,005
5-lodouracilo
1:1 2 26 2.8 x10* 1,2x1072 0,017
4 38 3,1x10™ 1,3 x 1072 0,019
6 44 2,5x10° 1,0 x 107 0,002
3:1 2 50 8,3 x 10 3,4 x 107 0,050
4 50 4,1 x10™ 1.7 x 107 0,024
6 66 3,6 x10™ 1.5 %1072 0,022
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@Condiciones reaccion: [Nucledsido]=2 y 6 mM, [Base]=2 mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, 40°C, 2, 4 y

6 h y 250 r.p.m. Se utilizaron 24.3 ug de proteina en un volumen de ensayo de 100 pl.

Al igual que en el caso anterior, el rendimiento aumenta con el aumento de la relacién
molar de 2’-desoxirribonucledsido frente a la base, siendo mayor empleando una
relaciéon de 3:1 que 1:1. Por otra parte, a medida que aumentamos el tiempo de
reaccion aumenta la conversion hasta llegar a un maximo en torno a 4 horas a partir del
cual no hay variacion significativa de conversion. A la vista de los resultados y
considerando los experimentos previos de desactivacion de la temperatura con el
tiempo (apartado 7 de Resultados y Discusion), se han escogido las siguientes
condiciones para la reutilizacion del biocatalizador: una concentracién de dosoxiuridina
de 6 mM y de base 2mM en tampén MES 50 mM, pH 6,5, Por otra parte, la reaccién se
realizo a 50 °C durante 120 min, y 350 r.p.m, utilizando 24,3 pg de proteina
inmovilizada. Estas condiciones han permitido reutilizar el derivado inmovilizado un alto
numero de veces sin una pérdida significativa de actividad, a la vez que se consigue un

elevado rendimiento de nucléosido. Figura 44.
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Figura 44: Reutilizaciones de la DpNDT inmovilizada en la reaccion de sintesis de: A) 2’-desoxi-5-
yodouridina, B) 5-Fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona 2’-desoxirribosa. Condiciones reaccion:
[dUri]=6 mM, [Base]=2 mM en MES 50 mM, pH 6,5, a 50 °C, t = 2 horas, 250 r.p.m. Se utilizaron
24,3 pg de proteina inmovilizada.

Como se puede observar en la Figura 44, la enzima mantiene practicamente la misma
la actividad inicial durante almenos 20 ciclos de reutilizacion. Se ha logrado la maxima

optimizacion de la produccién del derivado inmovilizado comprometiendo lo menos
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posible su estabilidad. Este elevado numero de reutilizaciones, permite considerar el
derivado QDpNDT como un biocatalizador 6ptimo para su aplicacion industrial en la

sintesis de nucledsidos no naturales.

A la vista de los resultados mostrados a lo largo de esta Tesis se puede concluir que el
derivado QDpNDT es obviamente desde el punto de vista sintético un candidato 6ptimo
para su posterior escalado, pero también es muy interesante resaltar las propiedades
magnéticas que posee debido a su alto contenido en Fe;O,. Esta peculiaridad
magnética del derivado QDpNDT permite una facil separaciéon del biocatalizador del
medio de reaccion mediante la aplicacion de un campo magnético B, lo cual facilita el

proceso posterior de purificacion de los productos de reaccion. (Figura 45)

Figura 45: Representacion grafica del proceso de separacion del biocatalizador del medio de reaccion.

Ofra interesante aplicacién del derivado consiste en mantener la agitacion de las
particula magnéticas mediante la aplicacion de un campo magnético B, lo cual evita
fendmenos de cavitacion y cizalla debidas a la accion del rotor, muy frecuentes en
reactores de tanque agitado, que pueden llevar a la degradacién del biocatalizador con

la consiguiente pérdida de eficacia en el proceso. (Figura 46)
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A) B)

Figura 46: Esquema de funcionamiento de reactor de tanque agitado: A) Con agitacion mecanica, B) Con

agitacion magnética.
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CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Se ha clonado y expresado por primera vez el gen ndt de Desulfotalea psychrophila
DSM 12343, en el microorganismo E. coli BL21(DE3) obteniéndose el
microorganismo recombinante E. coli BL21(pET24ndt), demostrandose que el gen
ndt codifica para una 2’-desoxirribosilnucledsido transferasa tipo Il (NDT), enzima
que cataliza el intercambio de bases puricas y/o pirimidinicas entre 2'-
desoxirribosilnucledsidos, siendo la primera vez que se describe esta actividad para

un microorganismo psicrdfilo

Tras determinar las condiciones éptimas de produccién de la NDT recombinante en
medio LB suplementado con kanamicina y mediante induccién con IPTG 0,4 mM
durante 3 horas a 37 °C y 250 r.p.m. se ha disefiado un sencillo protocolo de
purificacién de la proteina recombiante, mediante dos pasos cromatograficos que
ha permitido obtener la enzima pura con un rendimiento de 7 mg de proteina por

litro de caldo de produccién.

Se ha caracterizado funcionalmente la nucledsido 2’-desoxirribosiltransferasa
DpNDT de Desulfotalea psychrophila recombinante estableciéndose las
condiciones 6ptimas de ensayo a pH 4 -11 y 50 °C, durante 15 minutos. El aumento
de la fuerza i6nica no afecta significativamente a la enzima, asi mismo, la actividad
de la enzima no se ve afectada por la presencia de cationes metalicos mono y
divalentes. Respecto a la especificidad de sustrato, la enzima usa como mejor
aceptor T=U=H>A>>>C ycomo mejor donador Tyd = dUri > dlno >>> dAdo >
dCit.

Se ha caracterizado estructuralmente la DpNDT recombinante mediante
experimentos de absorcion, fluorescencia, dicroismo circular, calorimetria y
ultracentifugacion analitica. La enzima activa es un homotetramero de 68.6 kDa
(16.75 kDa por mondémero), con un coeficiente de extincion molar (&) de 11835 M

'em™ similar al valor tedrico. Presenta un contenido de estructura secundaria de 31
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% a-hélice; 19,9% B-lamina y 48,8 % de estructura aperiddica a los 20°C, valores
similares a los que se muestran en la estructura secundaria consenso a la que se
llegé mediante los métodos de prediccion de la estructura secundaria de la enzima
a partir de su estructura primaria (33,7 % en a-hélice, 12,6 % de Slaminay 53,7 %

de estructura aperiddica).

Mediante estudios de mutagénesis dirigida de la Ser C-terminal se ha conseguido
un mutante con una Tyr C-terminal, residuo conservado en la mayoria de la NDTs
descritas, que presenta el doble de actividad que la enzima silvestre, lo que indica

la implicacién de este residuo en la reaccién catalizada por estas enzimas.

Se ha obtenido un derivado inmovilizado de la DpNDT producida por E. coli BL21
(DE3) sobre un soporte biodegradable constituido por particulas magnéticas
obtenidas a partir de quitosano y magnetita, entrecruzadas con epiclorhidrina y
posteriormente activadas con glutarldehido obteniéndose un biocatalizador
(QDpNDT) con una actividad especifica de 0,14 U.l./g biocatalizador y con una
actividad retenida del 71 % frente a la enzima libre en las mismas condiciones de
temperatura y pH. Es la primera vez que se inmoviliza este tipo de enzimas sobre

este tipo de soporte.

Se han determinado las condiciones 6ptimas de actividad del derivado inmovilizado
frente a pH y T, los resultados indican que QDpNDT opera con elevada actividad en
un intervalo de pH 4 y 9 y de temperatura comprendida entre 40 y 70 °C, con lo cual
se observa que el proceso de inmovilizacién incrementa las posibilidades de poder
variar la temperatura del proceso, factor fundamental en el desarrollo industrial de

un biocatalizador inmovilizado.

Se han llevado a cabo estudios de desactivacién con la temperatura tanto con la
enzima libore como con la inmovilizada, observandose que el proceso de
inmovilizacion permite prolongar la vida media de uso de la enzima. Respecto a la

enzima libre se ha determinado una temperatura de desactivacion (Tm) de 58°C.

Tanto la DpNDT libre como el derivado inmovilizado QDpNDT son capaces de
catalizar la sintesis de nucleésidos naturales y no naturales, consiguiéndose por

primera vez la sintesis de arabinosilnucledésidos con una nucleésido 2'-
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desoxirribosiltransferasa inmovilizada, ademas de numerosos productos de sintesis
de nucledsidos naturales y no naturales. Tanto la DpNDT como el derivado
QDpNDT cataliza de manera efectiva la sintesis de nucledsidos utilizando bases
puricas poco solubles en medios acuosos como la xantina y la guanina debido al
comportamiento que experimenta esta enzima a valores elevados de pH, lo que la
diferencia frente a otros tipos de 2’-desoxirribosiltransferasas descritas hasta la

fecha.

El derivado inmovilizado QDpNDT puede reutilizarse durante 11 ciclos sin pérdida
significativa de actividad en la sintesis de 2’'-desoxiguanosina y 2’-desoxixantosina,
y al menos 20 ciclos en la sintesis de 2’-desoxi-5-yodouridina y el 2'-
desoxirribosido de la  5-fluoro-2-metoxi-4(1H)pirimidinona. Todas estas
caracteristicas convierte al derivado QDpNDT en un candidato con un potencial
elevado para su aplicacion industrial como biocatalizador en la sintesis de

nucledsidos.
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