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I. Introducciéon

1. Breve reseiia historica sobre el uso de las
enzimas en la industria alimentaria

Una enzima es una proteina que cataliza especificamente

una o varias reacciones bioquimicas del metabolismo.

Fue Kihne, en 1867, el que propuso el nombre de “enzima”
para el elemento responsable de los procesos de fermentacion
descritos hasta ese momento. En griego, “en” significa sobre y

“zyma” es levadura.

En la Prehistoria, el ser humano ya utilizaba
microorganismos, y por lo tanto, sus equipos enzimaticos, para la
elaboracién de alimentos fermentados. Los primeros ejemplos
datados los tenemos en civilizaciones tan antiguas como la
sumeria (fabricacién de cerveza, 6 000 a. de C.), la egipcia
(fabricacién de pan, 4 000 a. de C.) y la de Extremo Oriente

(manufactura de comida y bebidas alcohdlicas, 3 000 a. de C.).

Una de las primeras referencias de la utilizacion de enzimas
como tales en la elaboraciéon de un alimento se encuentra en la
“Iliada” de Homero (s. VIII a. de C.). En esta obra se menciona
gue la leche que se habia almacenado en una bolsa hecha con
estdbmago de un ternero se convertia en una sustancia semisélida.
Sin saberlo se estaba utilizando la actividad proteasa remanente
en las paredes del estdmago para coagular la leche. Si se sometia
a presidn esta sustancia, se obtenia un material mas seco (llamado
queso) que mostraba propiedades preferidas a las de la leche:
podia ser facilmente transportado y ganaba aromas con el paso del

tiempo.

La savia de higuera, con alto contenido en proteasas, se
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utilizaba con los mismos propdsitos. Pero en ninguno de estos
casos se conocia la verdadera identidad del elemento responsable
de estas reacciones. De hecho, se creia que la fermentacién, y por
tanto, las reacciones enzimaticas asociadas a ella, era un proceso
espontaneo hasta que, en 1857, el quimico francés Louis Pasteur
comprobd que la fermentacién soélo ocurria en presencia de células

vivas.

Afios mas tarde, el quimico aleman Eduard Buchner
descubrié en 1897 que un extracto de levadura libre de células
“puede producir fermentacién”. La incégnita fue entonces resuelta:
la levadura produce las enzimas y éstas llevan a cabo la

fermentacion.

Todos los intentos de aislar los principios activos de las
reacciones enzimaticas fracasaron hasta que Payen y Persoz, en
1833, consiguieron aislar el elemento responsable de la hidrolisis
del almidén, materia prima para la elaboracion de la cerveza, al
que llamaron diastasa (actualmente amilasa). La descripcion que
dieron para esta primera preparacion enzimatica industrial fue la
siguiente: es un solido blanco, amorfo, insoluble en alcohol pero
soluble en agua. Para la produccion de esta diastasa maceraron
cebada germinada en agua fria, luego la presionaron vy la filtraron.
El filtrado se calentd a 70°C, se filtr6 de nuevo y se precipité con
alcohol. El precipitado se recogié en un filtro y posteriormente,
tras repetidas resuspensiones y precipitados con alcohol, fue

separado del resto de sustancias nitrogenadas residuales.

La primera compafiia dedicada a la producciéon de enzimas
para el sector alimentario fue fundada en 1874 por Christian
Hansen en Copenhague. “Christian Hansen’s Laboratory” fue el



I. Introducciéon

primer vendedor industrial de una preparacién enzimatica
estandarizada, el cuajo, para la fabricacion de queso. El cuajo, una
mezcla de quimosina y pepsina, era y es aun obtenido mediante
extraccién con sales del cuarto estémago de terneros lactantes.
Desde este acto pionero fueron apareciendo, de forma lenta pero
progresiva, distintos procesos industriales para obtener
preparaciones de enzimas cuyas aplicaciones fueron siendo

patentadas por distintas companiias.

La produccion industrial de enzimas comenzé como un
negocio que generaba beneficios modestos, pero que poco a poco
ha convertido a sencillas empresas en grandes compaiiias. Por
ejemplo, hacia 1890, el cientifico japonés Jokichi Takamine
comenzdé a aislar amilasas bacterianas en lo que posteriormente
pasé a llamarse Miles Laboratories (hoy parte de Genencor
International). En 1894 obtuvo una patente (probablemente la
primera en este campo) para la produccién de una preparacion
enzimatica diastasica de origen fungico, a la que llamo

“Takadiastase”.

En 1895, Boidin descubri6 un nuevo proceso
(“amyloprocess”) para la manufactura de alcohol. Consistia en
calentar cereales, inocular hongos para la formaciéon de enzimas
sacarificantes, y posteriormente, transformar los azlcares
liberados en alcohol por medio de fermentacidon con levaduras.
Junto con Effront, el cual trabajaba con enzimas para la produccién
de alcohol desde 1900, Boidin fundd la “Société Rapidase” (hoy
parte de DSM) en 1920.

Una de las claves del éxito de las companias dedicadas a la
producciéon de enzimas fue que sus productos estaban implicados
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en procesos de fabricacion de alimentos de consumo muy
extendido, como el pan o la cerveza. La fabricacion de pan
requiere la fermentacion de los azlcares presentes en la masa de
harina por medio de levaduras. Sin embargo, el componente
fundamental de la harina es el almiddn, polimero de glucosa que
Saccharomyces cerevisiae no puede metabolizar debido a que
carece de las enzimas necesarias. Lintner, en 1890, observé que la
diastasa (amilasa) de trigo presente en la harina era importante en
la fabricacién de masa de pan. Esta enzima catalizaba la hidrolisis
de almiddén a glucosa, azlcar si metabolizable por S. cerevisiae.
Este descubrimiento condujo a que la adiciéon a la masa de
extracto de malta, producto rico en diastasa, se convirtiera en un
procedimiento estadndar en la fabricacion de pan (los panaderos
americanos en 1922 usaron 30 millones de libras de extracto de
malta valorado en 2,5 millones de délares).

Al igual que la fabricacién de pan, la produccidn de cerveza
es un proceso fermentativo realizado por una levadura que carece
de capacidad amilolitica. En la fabricacién tradicional de cerveza, el
almiddn del grano de cebada se digiere por accion de la actividad
o-amilasa sintetizada por el propio grano al germinar (malta), pero
la adicidn de amilasas es una practica generalizada en la mayoria
de las industrias cerveceras actuales. También es frecuente el
empleo de pB-glucanasas (celulasas) para digerir el material
celuldsico (como el PB-glucano) que acompafia al almidon
procedente de la cebada, y que produce una elevada viscosidad
del mosto de cerveza, lo que causa problemas para su filtracion
(Polaina, 2004).

Uno de los avances técnicos mas importantes en el uso
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industrial de enzimas ha sido la posibilidad de inmovilizar estos
biocatalizadores a soportes inertes. Mediante la inmovilizacién se
puede obtener una mayor estabilidad enzimatica, la posibilidad de
reutilizar las enzimas y una mejora en el disefio de biorreactores

de facil manejo y control.

La glucosa isomerasa de Streptomyces sp. fue la primera
enzima de caracter alimentario en ser inmovilizada con fines
industriales (Takasaki et al., 1969), lo que le permitié obtener la
primera produccidn industrial de jarabe de maiz rico en fructosa
(HFCS, “High-fructose corn syrup”). En Estados Unidos, la Divisién
Clinton de Standard Brands (ahora ADM) fue la primera compainia
gue usd esta enzima en 1971. Los desmesurados precios de la
sacarosa durante 1973-1975 promovieron el interés por los HFCS,
lo cual dispard el precio de la glucosa isomerasa y el interés de
otras compafias por esta enzima. Novozymes, y posteriormente
Gist-brocades (actualmente DSM) entraron en el mercado de la
glucosa isomerasa, desarrollando productos enzimaticos mas
estables, baratos y faciles de usar. Gracias a la optimizacion de los
procesos de producciéon de glucosa isomerasa, la inmovilizacion y
reaccion con glucosa isomerasa inmovilizada, la productividad se
incrementdé de 500 kg HFCS/kg de enzima inmovilizada (1975) a
20000 kg/kg (1997) (Praaning, 2003). Actualmente, la glucosa

isomerasa es la enzima inmovilizada mas utilizada en el mundo.

2. Importancia de las enzimas en la industria
alimentaria actual

La aparicion de nuevas tecnologias en el campo de la
biologia molecular y la microbiologia durante el siglo XX, ha

permitido, entre otros avances, la produccidon de enzimas mediante
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expresion heterdloga. De este modo, el gen que codifica una
enzima es expresado por un microorganismo de crecimiento rapido
y manipulacién segura. La expresion heterdloga permite solventar
la frecuente baja productividad de los microorganismos originales
y facilita la purificacion de la proteina deseada. Esta tecnologia ha
supuesto un gran avance, no solo en la produccién de enzimas
naturales sino también la generacién y produccidon de enzimas

modificadas.

La importancia actual de los procesos enzimaticos aplicados
a la industria alimentaria es tal, que permite la produccién de
compuestos, ampliamente utilizados, que no podrian obtenerse de
ninguna otra forma. Un ejemplo de ello es la ciclodextrina,
obtenida por medio de la enzima ciclodextrina-glucosiltransferasa
a partir de almiddn. La ciclodextrina permite estabilizar sabores y
aromas, proteger ingredientes activos y eliminar o enmascarar
sabores y olores desagradables. Ademas, favorece la formacién de
emulsiones y la retencién de agua, permite la generacion de
composiciones estables, simplifica la dosificacion y manipulacion
de polvos secos, y reduce Ilos costos de embalaje vy

almacenamiento.

La utilizacién cada vez mayor de microorganismos y enzimas
en la alimentacion ha obligado a que los paises, a través de
diferentes organismos (EFSA “European Food Safety Authority” en
la Unién Europea; FDA “Food and Drug Administration” en EE.UU;
JECFA “Joint Expert comité on Food Additives” de la FAO/WHO)
regulen estos productos industriales con objeto de garantizar la

salud del consumidor.

En la Unidn Europea se encuentra en fase de borrador un
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régimen legislativo comun para las enzimas alimentarias. En estos
momentos todas las enzimas (excepto la lisozima y la invertasa)
utilizadas en la industria alimentaria se encuentran fuera del
espectro de la Directiva Europea sobre Aditivos Alimentarios ya
que se consideran “ayudas para el procesamiento” y no aditivos
propiamente dichos.

En los EE.UU para usar un microorganismo que produzca
enzimas para consumo humano, se deben de cumplir una serie de
requisitos legales, que se centran en que tal microorganismo debe
figurar en la llamada lista "GRAS"” (Generally recognized as secure)
de la FDA, es decir, que haya demostrado una larga historia de
seguridad. Existen unos 50 microorganismos GRAS aprobados para
la industria alimentaria, algunos de ellos son: Bacillus subtilis, B.
licheniformis, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, A.

oryzae, y especies del género Lactobacillus.

En general los principios utilizados por la FDA y sobre los
que previsiblemente se basara la futura regulacion europea sobre
microorganismos utilizados para la produccion de alimentos,

ingredientes alimentarios o enzimas son:
-Determinacion taxondmica del microorganismo en cuestion.
-Familiaridad: conocimiento previo e historia de uso.

-Patogenicidad: existencia o no de cepas patdgenas en el

grupo taxonémico.

-Uso final: informacién sobre si el microorganismo sera
afadido al producto final o se utiliza Unicamente parta Ia

produccién de un metabolito o enzima.

Por dltimo y como curiosidad diremos que la produccién
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industrial de enzimas es un negocio que a comienzos del siglo XXI
mueve en torno a 1600 millones de ddlares al afio, de los cuales el
70% se debe a productos del género Bacillus(Schallmey et al.,
2004).

3. B-Galactosidasas
3.1. Generalidades

Las enzimas pB-galactosidasas (B-D-galactdosido galacto-
hidrolasas, EC 3.2.1.23) hidrolizan enlaces O-glicosidicos de
residuos B-D-galactosa terminales y no reductores. Se conocen
comuUnmente como lactasas debido a que catalizan la hidrdlisis de
lactosa en sus azlcares constituyentes: galactosa y glucosa (Fig.
1.1). Sin embargo, esta denominacién no es del todo correcta, ya
que no todas las B-galactosidasas muestran actividad frente a la
lactosa. Esto es lo que ocurre con las B-galactosidasas de las
células vegetales y las de los drganos animales distintos al
intestino, las cuales tienen poca o ninguna actividad sobre la
lactosa, siendo su funcion biolégica la hidrdlisis de residuos
galactosilados presentes en glicolipidos, glicoproteinas vy
mucopolisacaridos (Wallenfels et al., 1972). Esta diversidad de
funciones hace que sea una enzima ampliamente distribuida en la
naturaleza, por lo que se encuentra representada en casi todos los

grupos taxondémicos.
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HO OH o OH o
%C’ % + o
HO OH HO OH

| Lactosa

B-Galactosidasa

HO OH o OH o
%O“ + HO%"H
HO OH HO OH

D-Galactosa D-Glucosa

Figura 1.1. Hidro6lisis de la lactosa catalizada por la enzima p-galactosidasa.

Las primeras descripciones de la actividad B-galactosidasa
(llamada entonces lactasa) se realizaron analizando dicha actividad
en E. coli (Deere, 1938). Desde entonces, esta actividad
enzimatica ha sido objeto de numerosos estudios. El control
genético que regula la biosintesis de la enzima en este
microorganismo fue analizado por recombinacién (Pardee, 1959;
Jacob, 1961) y transduccion (Revel, 1961). Algunos de estos
estudios han sido especialmente relevantes, como la descripcion
del operdn del gen responsable de la actividad B-galactosidasa en
E. coli (operdn lac). Gracias a este descubrimiento, Jacob y Monod
obtuvieron el Premio Nobel de Medicina en 1965.

Numerosos autores han descrito la purificacién de distintas
B-galactosidasas. Una de las primeras fue la de E. coli (Lederberg
1950; Cohn et al., 1951). Posteriormente, se han purificado otras
B-galactosidasas de importancia para la industria, como son las de
Aspergillus niger (Bahl y Agrawal, 1969), Kluyveromyces fragilis
(Kulikova et al., 1972), A. oryzae (Tanaka et al., 1975) y K. lactis
(Mbuji-Kalala et &l., 1988). Sin embargo, sélo se han cristalizado

11
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tres enzimas: la B-galactosidasa de E. co/i (Hu et &l., 1959;
Wallenfels 1959), la de Sulfolobus solfataricus (Aguilar et al.,
1997) y la de Thermus thermophilus (Hidaka et al., 2002).

Coutinho y Henrissat (1999) han editado una base de datos
(“Carbohydrate-Active  enZYmes, CAZY"; http://afmb.cnrs-
mrs.fr/CAZY/acc.html) en la que clasifican todas las glicosil
hidrolasas (como las B-galactosidasas) de secuencia conocida
estableciendo sus relaciones filogenéticas. Estos autores han
podido registrar unas ciento setenta secuencias de fB-
galactosidasas, de las cuales, cinco corresponden a
arqueobacterias, mas de cien son de bacterias, una docena
corresponden a hongos, unas treinta de plantas, tres de
invertebrados y quince de vertebrados (incluido el ser humano).
Esta matriz de datos estad continuamente creciendo, y es ldgico
pensar que se iran incorporando otras B-galactosidasas que ya se

conocen pero cuyos genes no han sido secuenciados.

3.2. Importancia de la B-galactosidasa en la nutricion

La leche humana es considerada actualmente como el
alimento mas completo para el nifio en los primeros seis meses de
vida y debe ser proporcionada hasta los dos afios, segun las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
por ser una fuente de proteinas de calidad, de calcio, de vitamina
A y de riboflavina (vitamina B2). Ademas de proveer todos los
nutrientes necesarios para el lactante, la leche materna previene
de una serie de enfermedades por su elevado contenido de
anticuerpos. Tras el destete, la leche deja de ser el alimento mas

importante en el ser humano, pero sigue ocupando un lugar

12
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preferencial en la dieta de los nifios y adultos de determinadas
zonas geograficas. En estos casos la leche materna humana es
sustituida por leche de otras especies como la de vaca, bufalo o

cabra.

El principal azlUcar de la leche es la lactosa, la cual es
digerida en el intestino humano por la enzima lactasa. La actividad
lactasa en mamiferos decrece tras el destete, y eso lleva a un
cierto grado de intolerancia a la lactosa en muchos grupos de
poblaciones (principalmente adultos no caucasicos). Hay personas,
independientemente de su etnia, que padecen intolerancia
primaria a la lactosa que consiste en que desde su nacimiento son
incapaces de producir suficientes cantidades de lactasa. También,
puede presentarse una intolerancia temporal a la lactosa producida
por factores diversos como intervenciones quirdrgicas, infecciones
gastrointestinales, malnutricion o ingesta de ciertos alimentos.
Este caso se conoce como intolerancia secundaria a la lactosa y no
suele persistir mas de un mes. Por un motivo u otro, el 70% de la
poblacién humana mundial adulta es intolerante a la lactosa (de
Vrese et al., 2001). Esto ha llevado a que se hayan establecido
procedimientos industriales, para preparar productos libres de
lactosa, a partir de leche o suero, con fines clinicos o0 meramente
comerciales, por medio de la hidrélisis enzimatica con lactasas de
este disacarido. Ademas de permitir el consumo por personas
intolerantes a la lactosa, la hidrodlisis de la lactosa en leche y suero
suministra nuevas propiedades funcionales a estos ingredientes
que pueden ser explotados en una amplia variedad de productos
(Tabla 1.1).

13
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Tabla 1.1. Aplicaciones industriales de la hidrélisis de la lactosa

(Mahoney, 2003).
Producto/proceso

Leche baja en lactosa

Leche condensada
endulzada, helado

Yogurt y queso

Sirope de azucar de suero sin
proteinas

Fermentacion a etanol

Ventajas

Supera el problema de la intolerancia a la
lactosa

Reduce la cristalizacion de la lactosa en
productos lacteos concentrados o congelados

Acelera la maduracion mediante la
produccion de azucares mas faciles de
fermentar

El mayor dulzor de la glucosa y galactosa
permite su uso en helados, productos
horneados, confiteria, y refrescos

Las levaduras responsables de la
fermentacién crecen mas facilmente con la
glucosa producida

Las B-galactosidasas, generalmente lactasas, se obtienen de

unas pocas fuentes microbianas, principalmente levaduras vy

hongos filamentosos (Tabla 1.2), considerados hospedadores

seguros para enzimas de caracter alimentario. Las enzimas

comerciales se clasifican generalmente como pH-acidas (pH déptimo

<5) para usarlas en sueros acidos, o pH-neutras (pH 6ptimo 5,5-

7,0) para usarlas en leche o en suero dulce.

14
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Tabla 1.2. Fuentes comerciales de B-galactosidasa para la hidrolisis
de lactosa en alimentos (Mahoney, 2003).

Organismo pH 6ptimo Peso molecular
(kDa)

Bacterias

Bacillus spp. relacionada con 5,5-6,5 116

B. stearothermophilus

Levaduras

Kluyveromyces fragilis 6,5-7,5 201
K. lactis 6,5-7,0 117
Candida pseudotropicalis 6,2 -
Hongos

Aspergillus niger 2,5-4,0 109-112
A. oryzae 4,5-5,0 90

3.3. Propiedades
3.3.1. Sustratos y mecanismo de acci6én

Por definicidon, las enzimas B-galactosidasas hidrolizan
enlaces O-glicosidicos y exhiben una especificidad estricta por la
parte glicidica del sustrato, concretamente los B-D-galactdsidos.
Sin embargo, como Unica excepcidn, esta enzima posee también
actividad, aunque reducida, sobre aquellos sustratos en los que el
grupo hidroximetilo del carbono 6 del azlcar es un grupo metilo o
un atomo de hidrégeno. En consecuencia, la enzima presenta
actividad sobre a-L-arabinosas y B-D-fucdsidos. Otros cambios
como la metilaciéon del hidroxilo en el carbono 2, 3, 4 o 6; la
pérdida de la estructura de anillo pirandsido; o la conversion a la
forma a-anomérica, lleva a una pérdida de actividad de las B-

galactosidasas sobre estos sustratos. La sustituciéon del oxigeno
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glicosidico por azufre causa la pérdida de actividad pero no la
pérdida de la afinidad de unién (Wallenfels et al., 1972).

El mecanismo de accién de las B-galactosidasas no se
conoce completamente, pero la enzima de E. coli parece funcionar
de un modo analogo a la lisozima. De esta forma, un aminoacido
actia como 4acido, donando un protén al oxigeno glicosidico. La
parte no galactésido del sustrato se libera, formandose un
intermediario enzima-galactosa por medio de la estabilizacidn, por
un aminodacido cargado negativamente, de la carga positiva
generada en el grupo carboénico de la galactosa. Por ultimo, el
intermediario enzima-galactosa se resuelve reaccionando con una
molécula de H,O, liberando galactosa y regenerandose el estado
acido del primer aminoacido y el estado oxidado del aminoacido
nucleofilico (Sinnott, 1978) (Fig. 1.2).

Este mecanismo de accién, que parece ser comun a todas
las B-galactosidasas, tiene como consecuencia la conservacion en
los productos de la reaccion de la configuraciéon del carbono
anomérico (B en este caso) que participa en el enlace O-

glicosidico.

La extensa cantidad de trabajos realizados sobre la enzima
lacZ de E. coli, incluida su cristalizacién, han permitido localizar los
dos aminoacidos implicados directamente en el proceso catalitico
descrito: Glu 461, que actla como donador de protén, y Glu 537,
gue actua como nucledfilo (Juers et al., 2001).
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Lactosa

{ Nucleofilo

OH__o,
OH
HO OH

Galactosa

Figura 1.2. Mecanismo de accion de las P-galactosidasas. En la catalisis
realizada por estas enzimas intervienen principalmente dos aminoacios que
actian uno como acido/base y otro como nucleéfilo. A) El aminoacido
acido/base actla como acido y dona un protén al oxigeno glicosidico de la
molécula de lactosa, y por otro lado, el residuo de galactosa se une a la enzima
a través del aminoacido que actia como nucledfilo. B) El complejo enzima-
galactosa reacciona con una molécula de agua de modo que el aminoacido
acido/base actua ahora como base aceptando un protéon del agua. C) La
galactosa es liberada, y se regenera el centro activo a su estado inicial.

17
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Una variacion en la resolucién del complejo enzima-
galactosa explicaria la capacidad de sintesis de oligosacaridos que
muestran algunas [-galactosidasas. En condiciones de altas
concentraciones de sustrato y/o cuando el grado de conversion de
sustrato es alta, el aceptor de la galactosa es otro azlcar (como
lactosa, galactosa, o glucosa) en lugar de agua, produciéndose una
reaccion de transferencia que da lugar a la sintesis de
oligosacaridos (Mahoney, 1998). Mas adelante nos centraremos en
la sintesis de este tipo de azlcares y en sus caracteristicas.

Ademas de los B-galactésidos naturales, existen una serie de
sustratos sintéticos, analogos estructuralmente a la lactosa, que se
han utilizado asiduamente en experimentacion con B-
galactosidasas debido a la formacién de un producto croméforo
tras su hidrolisis. Los mas utilizados son el oNPG (o-nitrofenil-B-D-
galactopiranédsido), el pNPG (p-nitrofenil-B-D-galactopirandsido) y
el X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido). La
comparacién de la relacion ke/Kn de varias B-galactosidasas
muestra que el sustrato sintético oNPG (o-nitrofenil-B-D-
galactopiranodsido) es mejor sustrato que la lactosa en todos los
casos estudiados.

3.3.2. Inhibidores

Hay muchos andlogos de sustrato/producto que inhiben la
actividad p-galactosidasa. La galactosa es un inhibidor
competitivo, mientras que la glucosa es a menudo inefectiva
excepto a muy altas concentraciones, ejerciendo en estas
condiciones una inhibicién de tipo no competitivo (Wallenfels et al.,
1960).
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Los tiogalactésidos como el p-aminofenil-B-D-tiogalactdsido
son débiles inhibidores competitivos (Mahoney et al., 1977; Steers
et al.,, 1971). Los inhibidores mas potentes son las 1-4 y 1-5
galactonolactonas, especialmente estas Ultimas, los cuales, se ha
sugerido, podrian parecerse a la forma del estado de transicion del
sustrato (Conchi et al., 1967).

Otro potente inhibidor de la actividad B-galactosidasa es el
calcio (Mahoney et al., 1980; Guy et al., 1978), presente en altas
concentraciones en leche y suero. Este es el motivo por el que las
B-galactosidasas pueden muchas veces exhibir una actividad
reducida en estas matrices alimentarias (Greenberg et al., 1984;
Mahoney et al., 1980).

3.3.3. Cofactores

Se han descrito varios ejemplos de requerimientos de
cofactores para PB-galactosidasas. En general, las enzimas pH-
neutras requieren Mg?" o Mn?* para tener una actividad méaxima,
mientras que las pH-acidas (de hongos) no requieren iones
metadlicos. Aunque no pueden considerarse como cofactores, la
adicién de algunos compuestos en las mezclas de reaccién in vitro
permite detectar mayores niveles de actividad en enzima pH-
neutras, como es el caso de la adicion de compuestos con grupos

sulfhidrilo (2-mercaptoethanol o ditiotreitol).

3.3.4. Estructura

El gran numero de B-galactosidasas descritas, y su amplia
distribucion en la naturaleza, hace que las caracteristicas de estas

enzimas varien mucho dependiendo de su origen.
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La B-galactosidasa codificada por el gen lacZ de Escherichia
coli es la mejor conocida estructuralmente. A nivel de la secuencia
primaria, cada subunidad de la enzima lacZ de E. coli esta
compuesta por 1 023 aminoacidos que determinan una masa
molecular de 116 kDa. Valor similar a la masa molecular de la
mayoria de las B-galactosidasas de bacterias y hongos descritas.

Sin embargo, como ejemplos de la variabilidad existente en
la estructura de las B-galactosidasas de diferentes organismos,
podemos encontrar desde enzimas formadas por subunidades de
511 aminoacidos y 56 kDa (Pyrococcus woesei) hasta enzimas
formadas por 2 406 aminoacidos y 246 kDa (Streptococcus
pneumoniae). Comparando la B-galactosidasa de Kluyveromyces
lactis con las subunidades de las B-galactosidasas de procariotas,
se observa una similitud en la masa molecular (117 kDa) y una
alta similitud en la secuencia, indicando una estrecha relacion
estructural y evolutiva entre enzimas pertenecientes a organismos
de diferentes reinos (Poch et al., 1992). En mamiferos, se conocen
las masas moleculares de algunas B-galactosidasas como la del ser
humano (76 kDa), o la del ratén (73 kDa). Para mas informacion
sobre la estructura primaria y las masas moleculares de las B-
galactosidasas conocidas recomendamos la consulta de la base de
datos “CAZY” (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/acc.html).

A pesar de que no se conoce la estructura tridimensional de
la mayoria de las B-galactosidasas, si se conoce la estructura
cuaternaria de muchas de ellas. Se han descrito B-galactosidasas

monomeéricas, heterodiméricas y homotetraméricas.

Asi, la B-galactosidasa nativa de E. coli tiene una masa
molecular de 464 kDa y esta compuesta por cuatro subunidades
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idénticas de 116 kDa cada una (Fowler et al., 1978). En E. coli se
ha comprobado que las subunidades y los dimeros de subunidades
son inactivos mientras que el estado activo del tetramero se debe
a la contribucién al centro catalitico de cada sitio activo mediante
un lazo de cada mondémero vecino (Jacobson, 1993). En cambio,
las B-galactosidasas estudiadas en las arqueobacterias estan

compuestas por cuatro subunidades idénticas de 56 kDa cada una.

En algunas especies se ha visto que en un mismo individuo
pueden existir varios tipos de B-galactosidasas con estructura
cuaternaria distinta como ocurre, por ejemplo, en Lactobacillus
plantarum en la que se han descrito dos P-galactosidasas: un
mondmero codificado por un solo gen y un heterodimero codificado
por dos genes adyacentes (Kleerebezem et al., 2003).

Se ha descrito también que algunas B-galactosidasas, como
es el caso de las de origen flngico, pueden sufrir modificaciones
post-traduccionales en forma de diferentes grados de glicosilacion;
lo que genera la existencia de diferentes isoformas de esta enzima
en estos organismos (Widmer et al., 1979). En E. coli, la
electroforesis y tincion histoquimica de extractos proteicos
muestran diferentes bandas con actividad B-galactosidasa, lo que
podria indicar la existencia de diferentes isoformas de esta enzima
en esta bacteria (Appel et al., 1965). Sin embargo, la purificacion
y la caracterizacion de estas proteinas de E. coli muestra que son
polimeros que no presentan diferencias en su composicidén
(Marchesi et al., 1969).
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2.3.4. Propiedades fisico-quimicas

La misma diversidad que se observa a nivel de estructura
aparece a la hora de determinar parametros como el pH 6ptimo y
la temperatura Ooptima de actividad de las distintas -
galactosidasas estudiadas. El pH 6ptimo mas acido corresponde a
las B-galactosidasas descritas en hongos filamentosos oscilando
entre 2,5 y 5; mientras que, en levaduras y bacterias, el pH
optimo de actividad estd entre 6,2 y 7,5. En cuanto a la
temperatura optima también podemos distinguir entre la
determinada para enzimas de hongos filamentosos, cercana a los
60°C, y la de levaduras y bacterias que se aproxima a los 40°C.
Como es logico, en las enzimas de los organismos termofilos la
temperatura 6ptima alcanza rangos superiores, como en Thermus

sp. que es cercana a los 70°C (Akiyama et al., 2001).

Algunas de las caracteristicas de las B-galactosidasas mas

estudiadas se recogen en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3. Propiedades enzimaticas de algunas PB-galactosidasas (Mahoney,

2003).

Peso molecular (kDa)
pl

pH 6ptimo

pH estabilidad

Ta 6ptima (°C)

Energia activacion (kJ/mol)

Kcat ONPG (s-1)

Kt lactosa (s-1)

Km oONPG (mM)

Km lactosa (mM)

Kcat /Km PNPG (s-1 M-1)
Kcat /Km lactosa (s-1 M-1)
Ki galactosa (mM)

K; PAPTG (mM)
Activadores

Inhibidores
Galactono-1-4-lactona
p-cloromercuribenzoato

E. coli

464
4,61
7,2-7,4
6-8
~40
12,6
1,38 x 10°
5,1 x 103
0,161
1,9
8,57 x 10°
2,68 x 10°
21
5
Na*, Mg?*

Si
Si

K. lactis

201
51
6,2-6,4
6,5-7,5
~37
38,1
3,41 x 10°
1,551 x 103
2,72
13,9
1,25 x 10°
1,08 x 10°
27,7
6,05
K+, Mgz+, Mn2*

Si
Si

A. niger

109-112
4,64
2,5-4,0
2-8
~55-60
35,1
2,19 x 10°
1,91 x 10°
2,22
85-125
98,6 x 10°
1,91 x 10°
4
desconocido

ninguno

desconocido
No
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Dado que en la presente tesis se han llevado a cabo estudios
con B-galactosidasas de distintos origenes pasamos a detallar el
conocimiento previo sobre las enzimas obtenidas a partir de los

microorganismos mas relevantes para nuestro trabajo.

3.4. B-Galactosidasa mbgA de Bacillus megaterium

El primer trabajo descriptivo de la B-galactosidasa de B.
megaterium, cepa KM, consisti6 en una purificacion
cromatografica, y un estudio de sus propiedades enzimaticas y del
efecto activador de diversos compuestos (Landman, 1957). Segun
los resultados obtenidos, la enzima mostraba un pH éptimo situado
entre 7,3 y 8,0, perdia la actividad tras exponerla 5 minutos a
559C, la presencia de Na* o Mn?' incrementaban su actividad, y
gue la L-arabinosa, el tiofenil-B-D-galactésido, la galactosa y el
fenil-B-D-galactdsido eran buenos activadores.

Posteriormente, se identificd el gen mbgA que codifica la B-
galactosidasa de este microorganismo (Shaw et al., 1998). El
analisis de la secuencia revelé que el gen consta de 3 102 pb, que
codifican una proteina de 1 034 aminoacidos con una masa
molecular calculada de 118 088 Da. Inmediatamente "“aguas
abajo” del gen se encuentra una secuencia repetida invertida que
podria funcionar como terminador de la transcripcion mediante un

mecanismo p-independiente.

Al contrario de lo que ocurre con los genes de este tipo en
otras bacterias, el gen mbgA no forma parte de un operén. “Aguas
arriba” de este gen se localiza una regidn adyacente que contiene
al gen regulador bgaR y otro gen, sin funciéon conocida, al que se
identificdé simplemente como ORF2 (Strey et al., 1999) (Fig. 1.3).
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Otro de los genes habitualmente presente en los operones de
lactosa de otros microorganismos, el gen responsable del
transporte de lactosa, todavia no ha sido identificado en B.
megaterium (Shaw et al., 1998).

El sistema de regulacion del gen mbgA incluye la
intervencion en (trans) de proteinas de tipo CcpA que se unen, en
presencia de glucosa, a una zona especifica (CRE), situada entre
los genes bgaR y mbgA. En ausencia de este metabolito, la zona
CRE queda libre de modo que se pueden transcribir bgaR y mbgA.
En estas condiciones el producto de bgaR, se une de forma
especifica a otra secuencia superpuesta a las CRE inhibiendo asi la
transcripciéon del gen mbgA. De este modo, en ausencia de
glucosa, la expresion del gen mbgA es muy débil. Sin embargo, si
en ausencia de glucosa, se afiade exclusivamente lactosa, ésta
impide la unién del regulador BgaR, activando asi la transcripcién

del gen mbgA
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Region del gen mbgA de Bacillus megaterium

éﬂi bgaR + mbgA

Region CRE

Regulacion del gen mbgA

- En presencia de glucosa — inhibicion de la expresion de mbgA

mbgA
glucosa unién CcpA/glucosa CepnA

- En ausencia de glucosa — inhibicion de la expresion de mbgA

mbgA

BgaR

- En presencia de lactosa y ausencia de glucosa — expresion de mbgA

w bgaR | mbgA

v < E
= 3 o ‘ MbeA
[ BgaR

lactosa union BgaR/lactosa

Figura 1.3. Esquema de la region del genoma que contiene al gen mbgA. y
representacion esquematica de la regulacion de la expresion de este gen.
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3.5. B-Galactosidasa lacA de Bacillus subtilis

El primer trabajo dedicado a la B-galactosidasa de B. subtilis
fue realizado por Anema (1964), quien purificd parcialmente la
enzima y estudié algunas de sus propiedades obteniendo
resultados de actividad enzimatica similares a los obtenidos en E.
coli (Lederber, 1950).

Anema situd la temperatura éptima de reaccién en 50°C, y
comprobd que la incubacién del enzima a 60°C, durante unos
minutos, daba lugar a la inactivacién del 100% de actividad.
También situd el pH éptimo de la enzima de B. subtilis en torno a
6,5, a diferencia de la enzima de E. coli que muestra un pH éptimo
cercano a 7,0 (Lederber, 1950).

Estudios posteriores, con esta enzima purificada por
cromatografia a partir de la cepa IBP-101 de B. subtilis, estimaron
por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes y por gel filtracidn una masa molecular de 215
kDa y una masa molecular de 105 kDa por electroforesis en

condiciones desnaturalizantes (Vikha et al., 1987).

Actualmente esta publicada la secuencia gendmica completa
de B. subtilis 168 que comprende 4.100 genes codificadores de
proteinas (Kunst et al., 1997). Es la primera bacteria gram-

positiva cuyo genoma ha sido secuenciado al completo.

El analisis de esta secuencia ha desvelado el mapa fisico de
la region denominada /acRA (Fig. 1.4), que incluye, entre otros
elementos, el gen /lacA (también llamado yvMN) que codifica una B-
galactosidasa y el gen regulador /acR. Aparecen tres ORFs “aguas

”

arriba” del lacA (yvfK, yvfL e yvfM) y otro ORF “aguas abajo
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(yvfO). Las secuencias de estos cuatro ORFs son similares a las
regiones de unidén y regiones transmembrana de enzimas incluidas
en la familia de transportadores ABC, especialmente a las regiones
de enzimas implicadas en el transporte de maltosa o
maltodextrina, por lo que es légico pensar que pueden estar
implicados en el transporte de sustratos de la B-galactosidasa.

Estos cinco elementos estan espaciados por un maximo de
22 pb, sin terminadores de transcripcion evidentes, sugiriendo que
comprenden un Unico operdn policistrénico (Daniel, 1997). “Aguas
arriba” de yvfK hay un espacio (139 pb) que parece contener el
promotor del operdn, y un terminador de transcripcién. “Aguas
arriba” de este terminador aparece el gen /acR que codifica para
un producto similar a las proteinas reguladoras de unién a ADN (a
cuya familia pertenece también el represor, Lacl de E. coli)
(Errington and Vogt, 1990). Inmediatamente “aguas arriba” del
gen regulador, aparece el gen yvfl que codifica una proteina
similar a un regulador transcripcional de la familia GntR. Se ha
especulado que este gen podria estar también implicado en la
regulacion del operdn que contiene al gen /acA pero esta hipdtesis
no se ha comprobado hasta el momento (Daniel, 1997).

| yvﬂ>1 ZacR>l-1 yva>1 yva>1 yvfM>1 lacA (yvN) >=1 yvf0>

Figura 1.4. Esquema de la region lacRA del genoma de B. subtilis.

La B-galactosidasa de B. subtilis, tiene una expresidon
constitutiva relativamente baja, reprimida por la glucosa (Dubnau

et al., 1987), aunque es inducida especificamente durante la
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esporulacion. Todavia no estd claro qué sustratos son
transportados e hidrolizados por este sistema. B. subtilis no utiliza
lactosa como Unica fuente de carbono y energia, ni siquiera cuando
el operdn se sobreexpresa en mutantes /acR (Benson, 1993). Esto
podria indicar que la funcion de esta enzima es el metabolismo de
B-galactdsidos diferentes a la lactosa.

Por ultimo, se ha ensayado sin éxito, un amplio rango de
azlcares para inducir la expresidn del operdn. Estos resultados
han llevado a que se hipotetice que, posiblemente, el operdn
responda ante fuentes de carbono exoéticas, como exudados de
plantas, aunque no se ha realizado ningln ensayo que demuestre

experimentalmente esta teoria (Daniel, 1997).

3.6. B-Galactosidasa lacZ de Lactobacillus delbrueckii

bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii bulgaricus es una bacteria lactica
extensamente utilizada para la fermentacion de la leche. Durante
su crecimiento en este medio, la lactosa es utilizada como fuente
de energia primaria. Para ello L. d. bulgaricus utiliza un sistema
que combina una lactosa permeasa y una B-galactosidasa. De este
modo, la lactosa es introducida al interior de la célula como azlcar
libre y es hidrolizada por la B-galactosidasa (Leong-Morgenthaler
et al., 1991).

La B-galactosidasa de este microorganismo esta codificada
por el gen /lacZ, el cual ha sido clonado, secuenciado y expresado
junto a su promotor en E. coli. El gen muestra una identidad del
34% con el gen lacZ de E. coli, con zonas de alta similitud en las

regiones implicadas en la actividad. La proteina obtenida a partir
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de la secuencia de ADN correspondia a un monoémero de 1.006
aminoacidos con un masa molecular de 113 915 Da (Schmidt et
al., 1989). Pertenece, al igual que las B-galactosidasas de E. coli y

B. megaterium a la familia 2 de las glicésido hidrolasas.

El operén lac de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus esté
compuesto por el gen /acS; que codifica para la lactosa permeasa;
el gen lacZ; que codifica para la B-galactosidasa; y el gen /acR,
que codifica para un represor, pero que debido a numerosas
inserciones y deleciones estd inactivo. Por este motivo, la
expresion de la B-galactosidasa en esta subespecie es constitutiva
(Germond et al., 2003).

(s > k>

Figura 1.5. Operon lac de L. d. bulgaricus.
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4. Galacto-oligosacaridos

4.1. Definicion

Los galacto-oligosacaridos (GOS) son carbohidratos
formados por la uniéon de una molécula de lactosa a un nimero
variable de moléculas de galactosa. Los GOS estan incluidos dentro
del grupo de los llamados oligosacaridos no digeribles (“non-
digestible oligosaccharides” NDOs) debido a que son resistentes a
la hidrélisis por enzimas digestivas gastrointestinales de humanos
por lo que alanzan intactos el intestino por lo que se pueden

considerar como componentes de la fibra alimentaria.

Sin embargo la caracteristica que hace que tengan un mayor
valor comercial y que se las incluya en el grupo de los llamados
prebidticos, es que pueden ser fermentadas especificamente por
bacterias del colon, especialmente bifidobacterias, estimulando su
crecimiento y/o actividad, lo cual tiene consecuencias beneficiosas

para la salud del hospedador (Minami et al., 1983).

Los productos disponibles comercialmente son en realidad
mezclas en forma de jarabes o en polvo conteniendo diferentes

tipos de GOS (~60%) y restos de lactosa, glucosa y galactosa.

Otros NDOs que presentan propiedades prebidticos son los
fructooligosacaridos (FOS) que se pueden obtener industrialmente
mediante hidrdlisis parcial de la inulina extraida de raices de
achicoria o mediante sintesis enzimatica con fructosil transferasas

a partir de sacarosa.

En 2001, el Comité Cientifico para los Alimentos de la Unién
Europea considerd aceptable el uso de una mezcla de GOS y FOS

en proporcién 9:1 en férmulas infantiles en una concentracién de
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hasta 0,8 g/dl.

4.2. Propiedades fisiologicas

En general se puede afirmar que las propiedades fisioldgicas
de los GOS son similares a las de los FOS aunque parecen ser
efectivos a dosis menores y causan menos efectos secundarios

(produccién de gas).

Su principal efecto es el estimulo sobre el crecimiento de las
bifidobacterias y lactobacilos. Como consecuencia de su
proliferacién se producen una serie de efecto beneficiosos para el
hospedador: promocién del crecimiento de la microbiota saludable
del colon, estimulacién del sistema inmunoldgico, prevencion de la
diarrea, alivio de los sintomas de la intolerancia a la lactosa,
retardo del desarrollo de cancer de colon, incremento en la
absorcidén de minerales y alivio del estrefiimiento (Gibson y Angus,
2000).

4.3. Propiedades tecnolégicas

Los GOS son considerados un ingrediente alimenticio
especialmente atractivo para la industria porque forman parte de
la leche materna y son altamente estables ya que permanecen
inalterados tras ser tratados 10 minutos a 160°C a pH neutro, tras
10 minutos a 120°C a pH 3, o0 10 minutos a 100°C a pH 2.

Ademads, destaca su mayor estabilidad frente a pH en
comparacién con los FOS permitiendo su incorporacién a productos
acidos tales como bebidas refrescantes o zumos acidos (Sako et
al., 1999).
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4.4. Produccion

La produccion de GOS a escala industrial se realiza a partir
de soluciones concentradas de lactosa (>40% p/v) obtenida a
partir de suero. Para obtener estas altas concentraciones del
sustrato se precisa trabajar a temperaturas altas debido a la baja
solubilidad de la lactosa.

En estas condiciones la reaccién se ve limitada por la
inestabilidad de las enzimas a temperaturas de reaccion superiores
a 50-60°C y la inhibicibn de la reaccion por la presencia de
monosacaridos (glucosa y galactosa). Los rendimientos maximos
de GOS utilizando soluciones concentradas de lactosa (40-90%)

como substrato se sitlan entre un 25-35%.

Durante la sintesis de GOS las moléculas de galactosa
pueden ser transferidas, a través de su carbono anomeérico, a
cualquiera de los grupos hidroxilos libres del azlcar aceptor, ya
sea lactosa u otro galacto-oligosacarido. Como consecuencia de
esta union se producen mezclas complejas de galacto-
oligosacaridos en los que las distintas unidades sacaridicas pueden

estar unidas por enlaces de tipo B(1—2, 3, 4 6 6).

La enzima utilizada para la sintesis es la B-galactosidasa,
gue como hemos mencionado previamente, ademas de la actividad
hidrolitica puede mostrar actividad de transgalactosilacién. De
hecho, la hidrdlisis del enlace glicosidico es un caso especial de
transglicosilacion donde el aceptor es el agua. Las B-
galactosidasas, como otras glicosidasas que actlan con retencion
de configuracién, han sido ampliamente estudiadas para la sintesis
enzimatica regio- vy estereoselectiva de oligosacaridos vy
glicoconjugados como estrategia alternativa a los métodos
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guimicos que requieren elaboradas etapas de proteccidn,

activacion y desproteccion (Planas y Faijes, 2002).

La unién entre las unidades de galactosa, la eficiencia de la
trasgalactosilacion y los productos obtenidos dependen del origen
de la enzima y de las condiciones utilizadas en la reaccién (Boon et
al., 2000).

La B-galactosidasa mas utilizada industrialmente para este
proceso es la de Bacillus circulans ya que produce oligosacaridos
en mayor cantidad, con mayor variedad y de mayor longitud que
otras B-galactosidasas (Mozaffar et al., 1984). Las enzimas de
Kluyveromyces lactis, K. fragilis y Aspergillus oryzae producen
principalmente trisacaridos y una pequefia cantidad de
tetrasacaridos (Sako et al., 1999). Los enlaces glicosidicos entre
dos unidades de galactosa son principalmente B(1—4) (4-GOS)
cuando la B-galactosidasa proviene de B. circulans (Boon et al.,
2000), y enlaces de tipo B(1—6) (6-GOS) cuando la enzima
proviene de A. oryzae o Streptococcus thermophilus (Sako et al.,
1999) (Fig. 1.6).

Los principales productos de la reaccién de sintesis son
trisacaridos, llamados 4’ o 6’-galactosil lactosa, y oligosacaridos de
4 o0 mas unidades monosacaridicas. Ademas de tri- a
hexasacaridos con 2-5 unidades de galactosa, se producen
disacaridos de glucosa y galactosa unidas por enlaces B distintos al
de la lactosa, y son conocidos como disacaridos transgalactosilados
(TD). Este otro tipo de disacéridos formados (TD) también son
considerados NDOs por poseer propiedades fisioldgicas similares a
los de GOS de mayor longitud (Sako et al., 1999).

Actualmente, los GOS disponibles en el mercado son
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mezclas de varios tipos de oligosacaridos (55%), lactosa (20%),
glucosa (20%) y trazas de galactosa. Se venden tanto en estado
liguido como en polvo. Las principales compafias productoras de
GOS son Yakult Honsa (Tokio, Japon) (Oligomate™), Nissin Sugar
Manufacturing Company (Tokio, Japdn) (Cup-Oligo™) y Show
Brand Milk Products (Tokio, Japdn) (P7L y otros).

En Europa, Borculo Whey Products de Holanda, con el

producto de Vivinal GOS es el Unico productor de estos

compuestos.
HO oH o
o
< OH o OH o
h . ° %OH
Galactosa ;| o OH HO OH
Lactosa
4-Galactosil lactosa
HO oH o
%0
HO Ho OH
o OH o)
HO OH HO OH
6-Galactosil lactosa

Figura 1.6. Dos ejemplos de GOS con tres unidades monosacaridicas. En el
primer caso la unién de la galactosa a la lactosa es de tipo B(1—4) y en el
segundo caso es de tipo (1—6).

35



I. Introduccion

4.5. Mejoras en los procesos de produccion.

Como alternativa a la sintesis mediada por glicosidasas
(como la B-galactosidasa), se esta trabajando en el desarrollo de
enzimas (glicosintasas. Estas enzimas son variaciones de
glicosidasas, producidas por ingenieria de proteinas,
hidroliticamente inactivas pero que catalizan eficientemente
reacciones de condensacién. Se generan cambiando por mutacién
dirigida el nucleodfilo catalitico por un residuo no catalitico (Ala, Gly
o Ser), Esta nueva enzima es capaz de catalizar Ila
transglicosilacion de donadores glicosidicos fluorados con la
configuracion anomérica opuesta a la de los sustratos normales de
la enzima salvaje. Los productos de esta transglicosilacién no
pueden ser hidrolizados por la glicosintasa, y la produccidon puede
ser de hasta el 95-98% (Planas y Faijes, 2002).

Las reacciones de sintesis de GOS se realizan a
temperaturas superiores a 50°C lo que permite trabajar con
concentraciones elevadas de lactosa, lo cual favorecera el
desplazamiento de la reaccidn enzimatica de hidrdlisis a la de
sintesis. Esto ha hecho que uno de los objetivos industriales
actuales sea la obtencién de B-galactosidasas termoestables, ya
sea a partir de fuentes naturales (organismos termofilicos) o

mediante evolucion dirigida.

5. Mutacion dirigida

La mutacion dirigida in vitro consiste en la realizacidon de
cambios localizados, en una secuencia de ADN, de uno o mas
nucleétidos de posiciones conocidas. En la Tabla 1.4 se exponen

algunas de las aplicaciones que se le han dado a esta técnica con
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sus respectivos ejemplos. La aplicacién de la PCR a protocolos de
mutacion in vitro, introduciendo las modificaciones en la secuencia
de los cebadores, ha simplificado la realizacion de este tipo de
experimentos con respecto a métodos previos que requerian la
utilizacion de ADN de hebra 1985). La
importancia cientifica de esta técnica hizo que su inventor, Michael
de Medicina en 1993.

sencilla (Kunkel,

Smith recibiera el Premio Nobel

Aplicacion Ejemplo Mutacioén Autores
Determinacion (-galactosidasa Glu461Gly Cupples et
de la funcion de E. coli Glu461GIn al., 1990
de un amino- Glu461His
acido Glu461Lys

Resi
Incremento de AchE de hﬁjsrlgf%%sicos Strub et al,,
la estabilidad Drosophila 2004

superficiales

de la enzima

por Arg
Lisozima fago T4 Gly->Xaa Matthews et
Xaa->Pro al., 1987
Alteracion de Transformacion Nucledfilo catalitico Planasy

la actividad
enzimatica

de glicosidasa en
glicosintasa

por Ala, Gly o Ser Faijes, 2002

Tabla 1.4. Algunos ejemplos de aplicaciones de la mutacion dirigida.

La primera glicosintasa obtenida mediante mutacion dirigida
se obtuvo a partir de una B-glucosidasa/galactosidasa de
Agrobacterium sp. Esta glicosintasa era capaz de catalizar, con
gran eficiencia, la unién de un B-glucosil fluoruro a un amplio

rango de carbohidratos aceptores (Mackenzie et al., 1998).
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6. Evolucion dirigida de enzimas
6.1. Generalidades de la evolucion dirigida de enzimas

La utilizacidn de enzimas en procesos industriales de
biotransformacion se ve limitada en ocasiones por factores
inherentes a la naturaleza de las enzimas como por ejemplo su
falta de estabilidad ante condiciones extremas de temperatura o
pH, su desnaturalizacidén en presencia de solventes organicos o su

escasa actividad frente a determinados sustratos.

El proceso de evolucion natural genera variantes de los
genes y por tanto de las enzimas codificadas por ellos. Sin
embargo la generacién de variantes esta limitada por la frecuencia
con la que ocurren mutaciones en la secuencia de ADN vy la
frecuencia con la cual éstas son fijadas en la poblacién, por los
pueden pasar afios antes de que aparezcan nuevos fenotipos que

cumplan los requerimientos deseados.

La evolucion en el laboratorio (o evolucion dirigida) ha
surgido como una solucidon para este problema, ya que permite
gque la escala de tiempo en la que evolucionan secuencias de ADN
concretas pueda ser comprimida enormemente a conveniencia del
investigador, el cual toma el control de todos los pasos en el
proceso. Lo mas importante, en contraste con la evolucién natural,
es que el investigador determina el resultado funcional mediante el
control de la presién selectiva. A diferencia de los procesos de
mutacion dirigida, en los que el investigador debe conocer, o por lo
menos sospechar, la funcién del aminoacido que se va a modificar,
en los ensayos de evolucidn dirigida no es necesario. Una vez que

se ha obtenido la enzima evolucionada con la funciéon deseada es
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cuando se analizan los cambios aminoacidicos responsables de la

nueva caracteristica generada.

La evolucion dirigida comprende dos fases: generacion de
diversidad molecular y blsqueda de las proteinas, generadas a
partir de estas secuencias, que cumplan las funciones deseadas de
acuerdo a un criterio especifico. Este proceso de generacion de
variabilidad y seleccién se puede repetir tantas veces como sea

necesario hasta alcanzar el nivel de actividad buscado.

6.2. Generacion de variabilidad

La generacion de diversidad molecular en evolucién dirigida
se realiza mediante mutacion aleatoria dado que, como se ha dicho
anteriormente, las sustituciones aminoacidicas que afectan a la
actividad de una proteina a menudo estan alejadas del sitio activo
y son, por lo tanto, dificiles de predecir a partir de la estructura de
ésta (Daugherty et al., 1997). Para realizar estudios sobre la
relacion estructura-funcién de una proteina, se generan cambios
de un solo aminoacido (1-2 cambios nucleotidicos) por gen;
mientras que para ensayos de evolucion dirigida se emplean,
tipicamente, frecuencias de mutacion de uno a cuatro cambios
aminoacidicos (2-7 cambios nucleotidicos) por gen (Wan et al.,
1998). Sin embargo, algunas proteinas mejoradas en su actividad
mediante evolucion molecular han llegado a acumular 20

mutaciones puntuales por gen (Daugherty et al., 2000).

La mutacion al azar se puede realizar sobre el genoma del
organismo portador del gen de interés, o mutando directamente el
gen en cuestidn. En el primer caso, el organismo portador del gen

es expuesto a elementos mutagénicos quimicos o fisicos, como la
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nitrosoguanidina o los rayos ultravioleta. El problema que presenta
este procedimiento consiste en que las mutaciones producidas en
el genoma del organismo portador del gen pueden camuflar las

mutaciones producidas sobre el gen de interés.

Para mutar directamente un gen sin afectar al resto del
genoma del hospedador se debe construir una coleccién de
variantes génicas. Los métodos que permiten la generaciéon de
variantes génicas se han multiplicado en los Ultimos afios (ver las
revisiones Neylon, 2004 y Hibbert et al, 2005) pero las técnicas

mas relevantes se pueden resumir en:

- Modificacion en las condiciones de reaccion de
polimerizacion de ADN. ComUnmente se ha utilizado la
Taq polimerasa incrementando su frecuencia de error
usando tampones de PCR que contienen Mn?* vy
concentraciones desequilibradas de dNTPs. Se ha
demostrado que esta polimerasa responde fuertemente a
cambios en la concentracién relativa de MgCl, y pH (Eckert
et al., 1990). Estas modificaciones pueden, sin embargo,
hacer que la cantidad de producto de la PCR sea baja, y
gue haya una fuerte parcialidad en los tipos de mutaciones
producidas. En soluciones que contengan MnCl,, la
polimerasa Taq introduce preferentemente mutaciones del
tipo A>T, TOA, A>G, y T>C (60-68% del total de
mutaciones producidas) y raramente incorpora las
transversiones G>C y C>G (Shafikhani et al., 1997).

- Usando de una ADN polimerasa con alta frecuencia de
producciéon de errores (“error-prone”). Un ejemplo de

ello es la enzima “Mutazyme™"” incluida en el kit comercial
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GeneMorph™ comercializado por Stratagene (La Jolla, CA,
EE.UU). Esta enzima produce todas las transiciones y
transversiones posibles con un minimo de parcialidad, y
puede ser aplicada a la mutagénesis de dianas de gran
tamafio (1-10 kb).

Con este sistema es mas sencillo modificar la frecuencia de
mutacion (mutaciones/kb) ya que este pardmetro depende
de la frecuencia de error de la ADN polimerasa y del
numero de duplicaciones de la diana. Cuantas mas veces
se replica una diana, mas errores se acumulan. Del mismo
modo, se obtiene mayor frecuencia de mutacién partiendo
de bajas concentraciones de ADN molde. Inversamente, si
se utilizan altas concentraciones de ADN molde o se
disminuyen los ciclos de la PCR, se obtiene una menor

frecuencia de mutacion.

La ADN polimerasa “Mutazyme™"” de este sistema tiende a
producir cambios del tipo G>A, C>T, G>T, y C2>A (64%
del total de mutaciones), y todas las transversiones estan
representadas. En cambio la ADN polimerasa Taq que tiene
una preferencia tres veces mayor por mutar As y Ts que
Gs y Cs (AT>GC/GC~>AT ratio >1), mientras que la enzima
“Mutazyme” es casi tres veces mas propensa a mutar Gs y
Cs (AT>GC/GC~->AT ratio 0,2). Ambas enzimas prefieren
incorporar transiciones frente a transversiones (Ts/Tv =
0,8-1,2).

Uso de cepas hospedadoras “mutagénicas”, como por
ejemplo la cepa Escherichia coli XL1-Red (Stratagene, La
Jolla, CA, EE.UU) que es deficiente los tres sistemas
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principales de reparacién de mutaciones en E. coli (mutS,
mutD y mutT) por lo que tiene una tasa de mutacion 5.000
veces mayor a la de la cepa salvaje. En este sistema el gen
a mutar se introduce en un plasmido con el que se
transforma la cepa E. coli XL1-Red. Tras varios ciclos de
propagacion se recuperan los plasmidos mutantes que se
pueden transformar posteriormente en una cepa de

expresion.

- Recombinacion o “barajado” de fragmentos génicos
("DNA shuffling”). En este método el gen a mutar se
fragmenta parcialmente utilizando una ADNasa vy
posteriormente se recombinan los fragmentos en una
reaccion de amplificacibon con ADN polimerasa. Este
proceso se puede realizar con un Unico gen o con genes
con alta homologia (“family shuffling”).Durante el proceso
de recombinacion se generan mutaciones que pueden ser

aprovechadas para generar variabilidad.

Las variantes génicas, obtenidas por cualquiera de estos
meétodos, son clonadas generalmente en vectores y expresadas de
forma heterdloga en microorganismos de facil manejo que
produciran las cantidades adecuadas de las variantes enzimaticas

para la posterior fase de “screening”.

6.3. Seleccion de las variantes mejoradas.

El ultimo paso en los procedimientos que se engloban dentro
de la técnica de evolucidbn molecular es el mas desafiante:
obtencion de variantes Utiles mediante un sistema especifico de

seleccion (“screening”) para la funcidn proteica que se desee
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obtener entre la coleccidn de variantes generada previamente.

Si la estrategia de seleccion de variantes Utiles no esta
convenientemente establecida, las posibilidades de éxito se ven
enormemente disminuidas por muy eficiente que sea el sistema de
generacion de variantes génicas. Las caracteristicas deseables de

un sistema son:
- alta especificidad hacia la funcién deseada.

- poseer un alto rendimiento, para incrementar Ila

probabilidad de encontrar variantes Utiles;

- alta sensibilidad para detectar los minimos cambios en
las actividades de las variantes en periodos iniciales de

evolucion;

- reproducibilidad y robustez, lo que significa que la

sefal producida por las variantes activas no sea
dependiente de elementos ambientales dificiimente
controlables;

Los “screenings” realizados sobre medio sélido con sustratos
colorimétricos son inherentemente mas sencillos que los ensayos
realizados en medio liquido. Sin embargo, no siempre es posible
obtener un método de seleccion en medio sélido con la suficiente
especificidad y sensibilidad. Por ello es mas frecuente la utilizacion
de ensayos en medio liquido utilizando métodos miniaturizados
utilizando placas con 96, 384 o 1.536 pocillos o sistemas de

seleccién por citometria de flujo.

Dados los altos rendimientos que se precisan para
incrementar las probabilidades de éxito se utilizan robots tanto

para la transferencia de las colonias que expresan las variantes
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génicas desde el medio de cultivo sélido a un medio liquido como
para el procesamiento de los reactivos utilizados en las reacciones

enzimaticas.

Con todo, hay un limite practico en el nimero de variantes
estudiadas, que generalmente ronda las decenas de miles en
ensayos liquidos, y los cientos de miles en ensayos en medio
sdlido (Arnold and Georgiou, 2003).

6.4. Obtencion de enzimas termoestables mediante
evolucion dirigida

La estabilidad enzimatica define la capacidad de una
proteina de mantener su estructura tridimensional nativa activa en
el ambito de fluctuaciones térmicas, presencia de agentes quimicos

desnaturalizantes u otros factores.

Las estructuras nativas de las proteinas se mantienen debido
al conjunto de numerosas interacciones entre sus aminoacidos, y
entre sus aminoacidos y el medio. Este conjunto de interacciones
incluye los enlaces covalentes, las uniones de Van der Waals, los
puentes de hidréogeno y salinos, asi como las interacciones
proteina-solvente derivadas de la ocultacién o exposicién de los

grupos polares o apolares.

Generalmente, a temperaturas cercanas a los 100° C, las
proteinas y péptidos sufren reacciones irreversibles de
desnaturalizacién. La maxima temperatura a la que la vida es
posible se desconoce, pero probablemente no sea superior a
113°C, maxima temperatura a la que se ha aislado el
microorganismo termofilico Pyrolobus fumarii. Por encima de

110°C, las moléculas como los aminoacidos se vuelven altamente
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inestables y las interaccibnes hidrofébicas se debilitan

significativamente (Jaenicke, 1998).

La termoestabilidad de una enzima esta determinada por la
estabilidad de su estructura tridimensional (estabilidad
termodindmica) y la estabilidad de su actividad -catalitica
(estabilidad cinética). La estabilidad termodinamica se define como
el producto de la energia libre de estabilizacién (AGestan, diferencia
entre la energia libre de la cadena polipeptidica plegada con
respecto a la cadena polipeptidica sin plegar) y por la temperatura
de fusion (T, temperatura a la que el 50% de la proteina esta
desnaturalizada). Para las enzimas que sufren una
desnaturalizacién irreversible (como en las tres tratadas en el
presente trabajo), sélo se puede determinar la T,,. La estabilidad
cinética de una enzima depende de la temperatura umbral de
desnaturalizacion y se define a menudo como la vida media (ti/2) a

una determinada temperatura (Vieille and Zeikus, 2001).

La termoestabilidad enzimatica es una propiedad de gran
importancia en biocatdlisis. Mientras que las enzimas son capaces
de catalizar reacciones con una gran especificidad y selectividad,
estan a menudo limitadas por una estabilidad insuficiente durante
los procesos de produccion industrial. Tal como ocurre en
organismos termofilos (Wintrode y Arnold, 2001; Jaenicke y Bohm,
1998) y como se ha demostrado en experimentos de evolucién
molecular (Miyazaki et al., 2000; Song y Rhee, 2000; Zhao y
Arnold, 1999), muchas veces es posible mejorar la
termoestabilidad de una enzima sin sacrificar actividad. Asi, la
termoestabilidad enzimatica se convierte en una diana susceptible
de ser optimizada mediante bioingenieria (Cirino y Georgescu,
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2003).

Algunos ejemplos de enzimas cuya termoestabilidad ha sido
mejorada mediante evolucion dirigida son: la lipasa de Bacillus
subtilis (Acharya et al., 2004), las fructosa bifosfato aldolasas de
Escherichia coli y de Edwardsiella ictaluri (Hao y Berry, 2004), la
B-glucosidasa de Paenibacillus polymyxa (Arrizubieta y Polaina,
2000), la amilasa maltogénica de Thermus (Kim et al., 2003) y la
subtilisina S41 de Bacillus sphaericus (Miyazaki et al., 2000). En
algunos casos, como ocurrié con la B-glucosidasa de Paenibacillus
polymyxa o con la subtilisina S41 de Bacillus sphaericus, no sélo se
consiguié mejorar la termoestabilidad de la enzima sino que
también se consiguié incrementar la temperatura optima de
actividad (Miyazaki et al., 2000).

Un método efectivo para disefiar un “screening” adecuado
para la seleccién de enzimas con mayor termoestabilidad es medir
la actividad residual a temperatura ambiente que presenta dicha
enzima tras una incubacién a altas temperaturas. Una mayor
actividad residual estd en correlacién con un incremento en la
estabilidad. Esto fue demostrado con mutantes de subtilisina S41
que incrementaron su vida media a 60°C debido a una mayor
estabilidad estructural (Miyazaki et al., 2000).
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7. Objetivos del presente trabajo

El presente trabajo ha sido financiado por la empresa Puleva
Biotech S.A., empresa de investigacion y desarrollo dentro del
sector industrial alimentario. El principal objetivo de esta empresa
es la investigacion, desarrollo y produccion de ingredientes

saludables que aporten un valor afiadido a los alimentos.

El presente trabajo se ha circunscrito en un proyecto cuyo
objetivo es la sintesis enzimatica de galacto-oligosacaridos (GOS)

utilizando B-galactosidasas de origen microbiano.

Los objetivos pretenden ser una aproximacion inicial hacia la
busqueda de enzimas alternativas par la produccion de GOS mas
gue una aplicacion industrial definitiva y se pueden resumir en los
siguientes puntos que coinciden con el esquema general en el que

esta presentada ésta memoria:

1- Clonacién y secuenciacion de genes que codifiquen B-

galactosidasas microbianas.

2- Produccion de B-galactosidasas microbianas mediante

sistemas heterélogos de expresion.

3- Sintesis de galacto-oligosacaridos (GOS) con las B-

galactosidasas microbianas producidas.

4- Obtencion de una B-galactosintasa mediante mutacion
dirigida.
5- Mejora de la termoestabilidad de una B-galactosidasa

mediante evolucion dirigida.
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1. Microorganismos

Bacillus megaterium de Bary, 1884 AL, CECT 4313t
(ATCC14581). Cepa utilizada para clonar el gen que codifica la

enzima B-galactosidasa.

Bacillus subtilis (Ehreberg, 1835) CECT 356 (ATCC6633). Cepa

utilizada para clonar el gen que codifica la enzima B-galactosidasa.

Escherichia coli BL21(DE3). Cepa comercial (Stratagene, La
Jolla, EE.UU) disefiada para la expresion heterdloga de genes
clonados en vectores que porten el promotor del fago T7. Muestra
el fago A DE3, en estado lisogénico, integrado en el genoma. Este
fago posee la region de inmunidad del fago 21, el gen Jacl? y el
gen de la ARN polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor
lacUV5. En presencia de IPTG, el promotor /acUV5 permite la
expresion del gen de la ARN polimerasa del fago T7, y esta ARN
polimerasa transcribe aquellos genes que se encuentran bajo el
control de promotores T7. Genotipo: B F ompT hsdS,, (r,” my’) decm
Tet "gal A\(DE3).

Escherichia coli BL21(DE)w (Adrio y Navas-Parejo,
comunicacion personal). Mutante de la cepa anterior, obtenida en

nuestro laboratorio, deficiente en la enzima B-galactosidasa.

Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983). Cepa empleada para la
amplificacion de ADN plasmidico. Presenta una delecion en el gen
lacZ del operoén lac lo que permite la seleccion de clones por a-
complementacién. Genotipo: F~ @80 /lacZAM15 thi-1 deoR endA1l
gyrA96 recAl hsdR17(r, m*) relAl supE44 U169.

Escherichia coli Top 10 F° Cepa derivada de E. coli K-12
utilizada para amplificacion de ADN. Al igual que la cepa anterior,
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presenta una delecion en el gen /acZ del operdn /ac que permite la
seleccién de clones por a-complementacion. Genotipo: F* {proAB,
lacl9, laczZAM15, Tni10 (Tet™)} mcrA, A(mrr- hsdRMS-mcrBC),
@80/acZAM15, AlacX74, deoR, recAl, N araD139, A(ara-leu)7697,
galU, galK, rpsL(Str?), endAl, nupG.

Escherichia coli XL1-Red (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) Cepa
utilizada para la generaciéon de mutaciones aleatorias. Esta estirpe
es deficiente en tres de las primeras rutas de reparacién del ADN.
Genotipo: endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, lac, mutD5,
mutS, mutT, Tn10 (Tet").

Lactobacillus delbrueckii bulgaricus (Orla-Jensen, 1919) Weiss
et &l, 1984 VP, CECT 4005" (ATCC11842). Cepa seleccionada

para la clonacion del gen que codifica la enzima B-galactosidasa.

Pichia pastoris X-33 Cepa silvestre de este microorganismo
utilizada como hospedador para la expresion de los genes clonados

en los plasmidos pPiCZ.

2. Vectores plasmidicos

pBSK (+) (2,964 kb) (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) (Fig. 2.1).
Plasmido derivado del pUC19 que presenta el origen de replicacion
en E. coli iColE1l y el origen de replicacion f1 del fago M13, lo que
permite su replicacion en E. coli y la obtencion de ADN
monocatenario. Porta un gen de resistencia a ampicilina que
permite su seleccién en el hospedador y un fragmento del gen /lacZ
de E. coli (subunidad a) util para la transformaciéon en cepas
bacterianas que posean dicha subunidad mutada. La

complementacién de dicha mutacién induce, en un medio con IPTG
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(isopropiltiogalactésido, un inductor de la expresiéon del gen lacZ) y
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido, sustrato
cromogénico), coloracion azul de las colonias. En marco de lectura
dentro del fragmento a-complementado del gen /acZ se encuentra
un policonector, con sitios de reconocimiento para varias enzimas
de restriccidon de corte Unico. La transformacion con un pBluescript
en el que se haya introducido en este sitio de clonacién un
fragmento de ADN, que rompa el marco de lectura del fragmento a
del gen lacZ, ocasionara la aparicion de colonias no coloreadas.

Kpn1
Apal
Sal 1
Clal
HinD III
EcoR 1
Pst1
Sma 1
BamH 1
Xba 1
Not 1
Sac 11

| BstX 1
Sac 1

Figura 2.1. Plasmido de clonacién pBSK(+).

pET11 (5,289 kb) (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) Vector de
expresion derivado del pBR322, que contiene el promotor del gen
10 del bacteriéfago T7 el cual promueve altos niveles de

transcripcidon (Fig. 2.2). También contiene el péptido lider 5’ del
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gen 10 que facilita una traduccién eficiente. La secuencia de ADN
codificante de la proteina de interés debe ser clonada directamente
tras el coddén de iniciacidn del gen 10 usando las dianas Nde 1
(para los plasmidos pETa, b y ¢c) o Nco I (para el pETd).
Alternativamente, el vector contiene la diana BamH I que permite
crear una proteina de fusidon que contiene los trece aminoacidos
del extremo amino del gen 10. El terminador del gen 10 también
esta incluido “aguas abajo” del lugar de clonacion para permitir
una terminacion eficiente de la transcripcion. Este plasmido
incluye el operador lac y el gen lacl? para utilizar IPTG como
inductor de la expresion (ver seccion 13.1), y el gen de resistencia

a ampicilina como marcador de transformacion.

Bgl1I

EcoR 'V T7/lacO

pBR322 ori

Figura 2.2. Pldsmido de expresion pET11d (el plasmido pET11c es idéntico pero en lugar de
tener el lugar de clonacién Nco I tiene Nde I).
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pET101/D-TOPO® (5,753 kb) (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.)
Este plasmido forma parte del “Champion™ pET Direccional
TOPO® Expresion Kit” (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.) (Fig. 2.3).
Este plasmido consta de: promotor T7/ac para una expresion
inducible por IPTG; lugar de clonacion direccional TOPO® mediado
por una topoisomerasa; gen lacl que codifica el represor lac que
reduce la transcripcion basal del promotor T7/ac en el vector y del
promotor /acUV5 en el cromosoma del hospedador E. coli (en este
caso es la cepa BL21(DE3)); gen de resistencia a ampicilina como
marcador de transformacion; y origen de replicacién del pBR322

para un numero bajo de copias.

TOPOISOMERASA

T7/lacO

ApR

pET101/D-TOPO
5,753 kb

pBR322 ori

Figura 2.3. Plasmido de clonacién y expresién pET101/D-TOPO.
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pPICZaB (3,600 kb) (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.). El plasmido
pPICZaB (Fig. 2.4) es un vector de expresién inducible regulada
por metanol. La adicién de este alcohol al medio en el que se
desarrollan las levaduras hospedadoras metilotréficas, induce la
expresion de los genes controlados por el promotor P4ox;. Contiene
un gen de resistencia a zeocina para hacer una seleccion positiva
en E. coli y Pichia. En este vector estd incluida la secuencia sefial
alfa de Saccharomyces cerevisiae que permite la secrecion de la
proteina expresada. Contiene una cola de polihistidina que se une
a cationes divalentes como el Ni’* que facilitan la purificacién de la

proteina expresada.

BglTI

5’AO0X1

pPICZoB
3.6 kb Factor a

Pst1
EcoR 1
Kpn1
Xho 1
Sac 11
Not 1
Xba 1

Figura 2.4. Plasmidos de expresién pPICZaB.
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PZErO-2 (3,300 kb) (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.). Plasmido
que se caracteriza por poseer, en marco de lectura con el sitio de
clonaciéon, el gen tdxico ccdB (Fig. 2.5). Este gen codifica una
proteina que interfiere en la actividad de la enzima ADN girasa, lo
que ocasiona la rotura de las hebras de ADN, el
desencadenamiento de la respuesta S.0.S. y la muerte celular.
Esta caracteristica permite realizar una seleccién positiva de clones
recombinantes al transformar en una cepa adecuada de E. coli, ya
que solamente los clones en los cuales el marco de lectura del gen
téxico haya sido alterado, por insercion de un fragmento de ADN
en el policonector, permitirdn el crecimiento de las células

hospedadoras.

HinD III
Kpn1
Sac 1
BamH 1
Spe 1
EcoR 1
Pst1
EcoR'V
Not 1
Xho 1
Xba 1

Figura 2.5. Esquema del pldsmido de clonacién pZErO-2.
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3. Reactivos quimicos de uso general

Los reactivos empleados para la realizacion de los
experimentos presentados en esta memoria han sido adquiridos a
las siguientes casas comerciales: Applichem GMBH (Darmstadt,
Alemania), Bio-Rad (Hercules, CA, EE.UU.), Panreac (Barcelona,
Espafia), Stratagene (La Jolla, CA, EE.UU.), Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Missouri, EE.UU.), Promega Co. (Madison, Wisconsin,
EE.UU.), Qiagen (Crawley, Reino Unido) y Oxoid Ltd. (Basingstoke,
Hampshire, Reino Unido).

4. Oligonucleoétidos

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en
reacciones en cadena de la polimerasa fueron sintetizados por la
empresa MWG (Ebersberg, Alemania). Para las reacciones de PCR
estandar se han utilizado como cebadores oligonucleétidos de 18-
25 nucledtidos (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Cebadores utilizados para las reacciones de amplificacién con ADN polimerasa.

T™Tm

Nombre Secuencia (5°—-3") (°C) Funcion
pBT17- ctcgagaaaagagaggctgccatggtgte Lz
>75 Clonacion del gen
- tt .
MOLD...... eScmmntegac lacA de B. subils
- gagatgag gggatccactaatgtg en pET11d
BamHI-R gt 658 P
_ Gaggctgaagctgccatggtaaaaaccg i
/?/EZIl-?D gc 70,9 Clonacién del gen mbgA
de B. megaterium en
pBT19- atgagttttggatccagaattatagaggttt 66.1 pET11d
BamHI-R tagcg !
_ Gaggctgaagctcatatgagcaataagtt
PBT0 a 64,0 Clonacién del gen
Ndel-D .
lacZ de L. d. bulgaricus
pBTS0- gagatgagttttggatccagattattttagt 69 4 en pET11c
BamHI-R aaaaggggctg ’
lacz agctcactcattaggcaccccagge 67,9
coli-D Clonacioén del gen lacZ
lacz de E. coli en pZErO-2
coli-R tggatttccttacgcgaaatacggg 63,0
- Clonacion del gen mbgA
BGBM-D aactgcagtgttaaaaaccggcaagaaa 62,2 de B. megater?um s g.
BGBM-R gctctagattatagaggttttagcgtaa 60,7 Pbs.
BGBSU-2 attcttcgagtaaagcttgaaa 54,7 Clonacién del gen lacA
BGBSU-R gctctagactaatgtgtgtttacgacaa 62,2 de B. subtilis en pBSK
BGLB-D aactgcagtgagcaataagttagtaaaa 59,3 Clonacion del gen lacZ
BGLB-R gctctagattattttagtaaaaggggc 60,7 ICDiSSL. d. bulgaricus en
Sub-d for gcagcctttcttattaatggcgtgtacgeca 739
- agcgctgt - o ! Mutacion dirigida en el
_ cgcgcttggegtacacgccattaataaga Iy
Sub-r_rev anggetoc 73,9 gen lacA de B. subtilis
Der Caccatgagcaataagttagtaaaagaa 602 Clonacién de variantes
aaa ! del gen lacZ de L. d.
Pum gcagccttattcagattattttag 55,9 bulgaricus en pET/D-

TOPO
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5. Medios de cultivo
5.1. Medios de cultivo para bacterias

Medio Luria-Bertani (LB)(Miller, 1972). Medio de cultivo para E.

coli compuesto por:

Componente g/l
Extracto de levadura 5
Bacto-triptona 10
NaCl 10

AjustarpH a 7,5

Para conseguir medio sdlido se afiadieron 20 g/l de agar.

En aquellas ocasiones en los que el medio se complementd con el
antibiético Zeocina, el medio se prepard con una concentracion de
NaCl de 5 g/I.

Nutrient Agar Broth. Medio de cultivo para especies del género

Bacillus compuesto por:

Componente g/l
Extracto de carne 10
Peptona 10
NaCl 5

Para conseguir medio sdlido se afiadieron 20 g/l de agar.

Caldo de Man, Rogosa, Sharpe (M.R.S.) (de Man et al, 1960).
Medio de cultivo para especies del género Lactobacillus.
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Componente g/l
Peptona 10
Extracto de carne 8
Extracto de levadura 4
Glucosa 20
Tween 80 1,06
Hidrégeno difosfato dipotasio 2
Acetato sodico trihidrato 5
Citrato triamdnico 2
Sulfato magnésico heptahidrato 0,2
Sulfato manganeso tetrahidrato 0,05

En la mayor parte de los casos se utilizé un medio comercial
preparado (MRS Lactobacillus Broth ,0xoid) a una concentracién
de 52 g/l. Para conseguir medio solido se afiadieron 10 g/l de
agar.

5.2. Medios de cultivo para levaduras

BMGY y BMMY ("Buffered Glycerol-complex Medium” y “Buffered
Methanol-complex Medium”). Medio de cultivo para levaduras
compuesto por:

Componente g/l
Extracto de levadura 10
Peptona 20
Fosfato potasico, pH 6.0 13,609
Yeast Nitrogen Base (YNB) 13,4
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Biotina 0,0004
Glicerol (para BMGY) 10
Metanol (para BMMY) 5

Las soluciones de “Yeast Nitrogen Base” (YNB), biotina y glicerol o
metanol se prepararon concentradas (10x), se esterilizaron por
filtracion y se afiadieron a una solucién que contiene el extracto de
levadura, la peptona y el fosfato potdsico previamente esterilizada

en el autoclave.

YPD. Medio de cultivo para levaduras compuesto por:

Componente g/l
Extracto de levadura 10
Peptona 20
Glucosa 20

YPDS: Medio YPD al que se le afiade sorbitol hasta que éste quede

a una concentracion final de 1M (18,217 g/I).

6. Mantenimiento y cultivo de microorganismos
6.1. Crecimiento de cepas bacterianas

Las cepas de Escherichia coli se incubaron a 37°C durante
16-18 horas en medio LB. El cultivo en medio liquido se realizé en
matraces sin indentaciones (de volumen variable, dependiendo del

protocolo), incubando a 37°C y 250 rpm de agitacion.

Cuando se cultivaron clones de E. coli resistentes a
antibidticos los medios fueron complementados para presentar las

siguientes concentraciones:
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Ampicilina (Ap) 100 pg/ml
Kanamicina (Km) 50 pg/ml
Zeocina (Zeo) 100 pg/mi

Para la deteccion de transformantes Utiles mediante el
sistema de a-complementacién, se afiadieron el compuesto
inductor de la expresion (IPTG) y el sustrato cromogénico (X-gal)

en las siguientes concentraciones al medio LB sélido:

IPTG 100 pg/ml
X-Gal 40 pg/ml

Bacillus subtilis y Bacillus megaterium fueron incubados a
289C durante 16-18 horas en Nutrient Agar Broth. El cultivo en
medio liquido se realizd en matraces sin indentaciones (de
volumen variable, dependiendo del protocolo), incubando a 28°C y

250 rpm de agitacion.

Lactobacillus delbrueckii bulgaricus se incubd a 37°C durante
16-18 horas en MRS Broth en condiciones de anaerobiosis. El
cultivo en medio liquido se realizé en recipientes cerrados (botes
Pirex o tubos Falcon) llenos de medio de cultivo incubando a 37°C
sin agitacion.

6.3. Crecimiento de levaduras

La cepa Pichia pastoris X-33 se incubd a 28°C en medio YPD
durante un tiempo variable dependiendo del protocolo. El cultivo
en medio liquido se realizd en matraces sin indentaciones (de

volumen variable, dependiendo del protocolo), incubando a 28°C y

250 rpm de agitacion.

Cuando se cultivaron clones resistentes a zeocina se

complemento el medio hasta una concentracion de 100 pg/ml.
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7. Manipulacion de acidos nucleicos
7.1. Aislamiento de ADN genomico de bacterias

Los genes de las B-galactosidasas de las especies tratadas
en el presente trabajo fueron amplificados en reacciones de PCR
utilizando como molde ADN gendmico del microorganismo
correspondiente. Para B. subtilis, B. megaterium y L. d. bulgaricus
se utilizo el protocolo de extraccion con fenol-cloroformo; para E.
coli se utilizd un kit comercial (Qiagen, Crawley, UK). En ambos
casos se partié de una muestra de cultivo de 20-40 ml incubado

durante 16 horas en las condiciones adecuadas (ver apartado 6.1).

7.1.1. Extraccién con fenol-cloroformo

Materiales:

Solucién A:

Tris-HCIl pH 8 25 mM
EDTA 25 mM
Sacarosa 0,585 M

Esta solucidon se puede autoclavar.

Solucién B:

SDS 10% 40 pl
NaOH 2M 30
H,0 130 pl

Se preparan las soluciones de SDS y de NaOH por separado y se

mezclan en el momento de su uso.

Solucién C:
MgCl, 0,1 M
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Procedimiento

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)

8)
9)

10)
11)
12)
13)
14)

15)

16)

Se prepara un cultivo bacteriano de 20-40 ml crecido
durante 16 horas.

Se recogen las células por centrifugacion a 5.000 rpm
durante 5 min.

Se elimina el sobrenadante

Se resuspende el precipitado en 6 ml de solucién A.

Se anaden 100 pl de lisozima (a partir de un stock a 100
mg/ml, preparado al momento).

Se incuba en hielo durante 5 min.

Se afiaden 3 ml de solucion B y mezclar invirtiendo
suavemente los tubos.

Se afiaden 0,9 ml de la solucion C.

Se afiaden 10 ml de una solucién de fenol:cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1). Se centrifuga a 8.000 rpm
durante 5 min. Se recoge el sobrenadante evitando arrastrar
particulas de la interfase. Se afiaden 10 ml de la misma
solucion al sobrenadante del punto anterior y se repite el
proceso hasta que la interfase esté completamente limpia.
Se realizar una Ultima extraccion con 10 ml de cloroformo-
isoamilico (24:1).

Se afiade 1/10 del volumen de la muestra de acetato sodico
3 M pH 5,2 y 2 volumenes de etanol absoluto a -20 °C.

Se mantiene a -20 °C durante al menos 2 horas.

Se centrifuga a 8.000 rpm a 4°C durante 20 6 30 min.

Se elimina el sobrenadante.

Se afiade 1 ml de etanol 70% para lavar el precipitado
obtenido en la centrifugacion.

Se centrifuga a 8.000 rpm 5 min.
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17) Se elimina el sobrenadante y se deja secar a temperatura
ambiente.

18) Se resuspende en 0,5 ml de Tris-HCI 5 mM (pH 8,5). Esta
preparacion se puede almacenar a corto plazo a 4°C y a

largo plazo a -20°C.

7.1.2. Extraccion con kit comercial

Se realiza la rotura de las células siguiendo las instrucciones
técnicas del kit. Se centrifuga y el sobrenadante es vertido en una
columna que posee una membrana de intercambio anidnico
dispuesta en el interior; de este modo, el ADN gendmico queda
adherido a la membrana. A continuacidn, se realiza un lavado con
un tampoén etandlico para eliminar sales y componentes
macromoleculares solubles. Finalmente, el ADN es recogido con un
tampén (5 mM Tris-HCI pH 8,5) cuyas condiciones de baja fuerza
idnica y alcalinidad hacen que el ADN se desprenda de la

membrana.

7.2. Tratamiento con ARNasa

El proceso de purificacién de ADN conlleva habitualmente la
contaminacién de la muestra con ARN. Para eliminar este
contaminante las preparaciones de ADN se trataron con ARNasa.
Se utilizd a una concentracién final de 10 pug/ml, a partir de una
solucidon concentrada (10 mg/ml en Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl
15 mM), libre de ADNasa e incubando la reaccién 90 min a 37°C.

Tras la incubacion se realizd una purificacion del ADN
siguiendo el protocolo de extraccién con fenol-cloroformo descrito
en el apartado 7.1 a partir del punto 9.
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7.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccién en cadena de la polimerasa es un método de
amplificacion in vitro de ADN en el que se reproducen, en cierta
medida, las condiciones de replicaciéon del ADN en la célula. Los

constituyentes principales de una PCR son:

- Cebadores (“primers”, “oligos”): moléculas lineales de
ADN monocatenario que determinan el punto de inicio de
la sintesis de ADN en el molde, y a partir de los cuales la
polimerasa sintetizara la cadena de ADN. Habitualmente se
utilizaron oligonucledidos de entre 18 y 25 pb. Cuando el
fragmento a amplificar se quiere clonar posteriormente en
algun vector con extremos defosforilados se utilizaron

cebadores con extremos 5 fosforilados.

- ADN polimerasa: la caracteristica principal de las ADN
polimerasas utilizadas en PCR es ser termoestables, ya que
la PCR implica la incubacién a altas temperaturas. Estas
enzimas proceden de microorganismos termdfilos.
Actualmente se utilizan enzimas modificadas por ingenieria
genética con las que se pueden amplificar fragmentos de

ADN de gran tamafio y con gran fiabilidad.

- Molde: molécula de ADN en la cual existen secuencias
nucleotidicas complementarias a la secuencia de los
cebadores. El fragmento de ADN comprendido entre los
dos cebadores serd el fragmento que se amplificara. Esta
molécula es la que porta la informacién necesaria para que

la polimerasa sintetice las nuevas hebras de ADN.
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En el

Nucleétidos tri-fosfato: Sustratos de la polimerasa para
la sintesis de nuevas hebras de ADN.

presente trabajo se han utilizado las siguientes ADN

polimerasas:

68

Advantage-HF 2 Polymerase Mix® (Clontech, Palo Alto,
EE.UU.) Es una mezcla comercial que combina la ADN Tag
TITANIUM, una enzima deficiente en actividad nucleasa
con una delecion en el extremo amino y con un anticuerpo
TagStart™ que permite realizar PCR con inicio automatico
por calor (Dellogg et al., 1994), y una menor cantidad de
una polimerasa a prueba de errores. Se estima que
introduce 2,3 mutaciones por cada 100 kb tras 25 ciclos de

reaccion.

PfuTurbo® DNA Polymerase (Stratagene, La Jolla,
EE.UU.). Es una versibn mejorada de la Pfu DNA
polimerasa para realizar PCR de alta fidelidad. Este
producto es una combinacion de una Pfu ADN polimerasa
clonada y un factor de termoestabilidad que incrementa la
cantidad de producto de PCR sin alterar la fidelidad de
replicacion del ADN. Con esta polimerasa se pueden
amplificar dianas de ADN gendmico de hasta 10 kb y
dianas en vectores de hasta 19 kb de longitud. El grado de
error es de 3,25 mutaciones por cada 100 kb tras 25 ciclos

de reaccidn.

Mutazyme® DNA Polymerase (Stratagene, La Jolla,
EE.UU.) Es una ADN polimerasa comercial con alta
frecuencia de produccion de errores durante Ia

polimerizacion del ADN (“error-prone”). Esta enzima
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produce todas las transiciones y transversiones posibles
con un minimo de parcialidad, y puede ser aplicada a la
mutagénesis de dianas de gran tamafio (1-10 kb). Tiene
grado de error muy superior a las dos enzimas anteriores.
Los productos de la PCR producidos con esta enzima
poseen los extremos romos. Esta polimerasa viene incluida
en el kit de mutagénesis “GeneMorph® PCR” (Stratagene),
el cual simplifica el proceso de construccion de librerias de
mutantes para realizar evolucion dirigida de proteinas vy

estudios de estructura-funcion.

El esquema general de una PCR consta de tres pasos:

1)

2)

3)

Desnaturalizaciéon: 94-96°C, 30-60 s. En este punto se
desnaturaliza completamente el ADN molde, haciéndolo
accesible para la unidon de los cebadores a sus zonas

complementarias.

Hibridaciéon: 37-70°C, 30-60 s. La disminucion de la
temperatura favorece la unién de los cebadores a sus zonas
complementarias en el ADN molde. La temperatura de
renaturalizacion se establece generalmente 5°C por debajo
de la temperatura de fusion (T,,) de los cebadores, calculada

empiricamente por su composicién nucleotidica.

Extension o elongacion: 68-720°C. El tiempo de elongacion
dependera del tamano del fragmento de ADN que se quiera
amplificar. Las polimerasas que se han utilizado para la
realizacion de este trabajo tenian una velocidad de sintesis
de 0,5-2 kb/min.
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El conjunto de estos tres pasos constituye un ciclo de PCR.
Las reacciones completas pueden constar de entre 20 y 40 ciclos,
duplicandose, tedricamente, la cantidad de ADN correspondiente al
fragmento a amplificar en cada ciclo. Adicionalmente se suele
realizar un paso inicial de desnaturalizacion, a 94-96°C durante 2-
3 min, para asegurarse de que en el primer ciclo todo el ADN

molde se encuentre completamente desnaturalizado.

Igualmente, después de finalizar el Ultimo ciclo de PCR se
puede programar un paso de extension, a 68-72°C durante 5-10
min, en el que se permite que la polimerasa termine de sintetizar

todas las hebras que no hubiera completado.

7.4. Purificacion de fragmentos de ADN.

En el presente trabajo se han utilizado sistemas de
purificacion de ADN basados en la adsorcién a silica de los acidos
nucleicos. Mediante este método el ADN se une, en presencia de
sales caotrdpicas y otros componentes que disuelven la agarosa, a
una membrana de silica dispuesta en el interior de una columna. A
continuacion, se realiza un lavado con un tampdn etandlico para
eliminar sales y componentes macromoleculares solubles.
Finalmente, el ADN es recogido con un tampoén (5 mM Tris-HCI pH
8,5) cuyas condiciones de baja fuerza idnica y alcalinidad hacen

que el ADN se desprenda de la membrana.

Siguiendo este procedimiento se han purificado: productos
de PCR, digestiones con enzimas de restriccion y fragmentos de

ADN de geles de agarosa.

Los sistemas de purificacién basados en este método fueron

adquiridos a Macherey-Nagel (Diren, Alemania).
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7.5. Ligacion de moléculas de ADN

Para la ligacidn de extremos de moléculas lineales de ADN
se utilizd la enzima ADN ligasa del bacteriéfago T4 (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), la cual cataliza la
formacién de enlaces fosfodiéster entre extremos 3’ -hidroxilo y
5’ -fosfato entre dobles cadenas de ADN.

El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Se mezclan cantidades equimolares de los fragmentos de
ADN que se quieren ligar (aproximadamente 25-50 ng) en
un volumen final de 8,5 pl.

2. Se afiade 1 pl de tampdn de ligasa 10x (Tris-HCI 0,66 M;
MgCl, 0,05 M; DTT 0,01 M; dATP 10 mM; pH 7.5) y se afade
0,5 pl de ADN ligasa (1 U/pul).

3. La reaccidn se incuba durante 12 h a 13-14°C.

Finalmente, los productos de la reaccion de ligacién son

utilizados para transformar una cepa apropiada de E. coli.

En el presente trabajo se ha utilizado adicionalmente un tipo
especial de ligacion mediada por la enzima topoisomerasa ligada al
vector pET101/D-TOPO. En este sistema de clonacién, los
productos de PCR se clonan direccionalmente afiadiendo cuatro
bases al cebador directo (CACC). El brazo sobresaliente (GGTG)
del vector pET101/D-TOPO anilla con el extremo 5’ del producto de
la PCR y lo estabiliza en la orientacién correcta. El proceso se ha
realizado siguiendo las instrucciones técnicas del kit comercial
“Champion™ pET Direccional TOPO® Expresion Kits” (Invitrogen,
Carlsbad, EE.UU.).
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7.6. Desfosforilacion de extremos 5° de fragmentos de

ADN mediante la fosfatasa alcalina de camaron.

La desfosforilacién de extremos 5’ de fragmentos de ADN se
utilizé para evitar la autoligacién de los extremos de una misma

molécula lineal de ADN.
El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Se mezclan 20 pl de la preparacion de ADN en agua con 2,5
pl de tampdn de fosfatasa 10x (Tris-HCI 50 mM pH 9; 10
mM MgCl,). Esta mezcla se calienta 10 min a 65°C para
favorecer la disolucién del ADN y la separacion de sus
extremos.

2. Después de dejar enfriar la mezcla durante 4-5 min, se
afaden 2,5 pl de fosfatasa alcalina de camardén (1 U/ul,
Promega Corporation) y se incuba a 37°C durante 30 min.

3. Se calienta la mezcla de reaccién a 65°C durante 15 min
para inactivar la enzima y se purifica el ADN (ver
“Purificacion de fragmentos de ADN” punto 7.4).

7.7. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion fueron utilizadas siguiendo las
recomendaciones del proveedor (Promega, Madison, EE.UU.). La
composicién del tampdn de reaccidn, pH y concentracién de sales
apropiados para cada enzima se respetd en todo momento,
utilizando en cada paso el tampdn de reaccidn suministrado por la

casa comercial.
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7.8. Minipreparaciones de ADN plasmidico (minipreps)
Se ha seguido el protocolo descrito por Holmes y Quigley
(1981):

1. Se inoculan colonias aisladas de E. coli en tubos de 1,5 ml
con 1 ml de medio LB, complementado con el antibidtico
selectivo apropiado. Estos cultivos se incuban durante 8-12

h a 37°C con agitacién (250 rpm).

2. Se recogen las células por centrifugacion durante 10 min a
10.000 rpm a temperatura ambiente. Después de descartar
el sobrenadante, se resuspende el precipitado en 300-350 pl
de STET (Sacarosa 8%, Tritén X-100 0,5%, Tris-HCI 10 mM,
EDTA 50 mM, pH 8) mediante agitacion fuerte.

3. Se afladen 10 pl de una solucién 10 mg/ml de lisozima

alcalina en agua y se incuba 45 s con agitacion fuerte.

4. Una vez lisadas las células, se incuban las reacciones en
agua hirviendo durante 45 s. Este proceso provocara la
coagulaciéon de los restos celulares, ADN cromosomico y
proteinas; que seran concentrados por centrifugacion
durante 15 min a 14.000 rpm. El precipitado formado por
estos componentes celulares se retira del fondo de los tubos
con un palillo libre de nucleasas.

5. El sobrenadante obtenido se mezcla con 40 uyl de acetato
sodico 3 M pH 5,2 y 400 ul de 2-propanol, precipitando con
este procedimiento el ADN plasmidico. Dicho ADN se recoge
por centrifugaciéon durante 10 min a 14.000 rpm, y una vez
descartado el sobrenadante, se lava con etanol al 70% en

agua.
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6. El precipitado se seca al aire y se resuspende en 30-40 ul de
Tris-HCI (5 mM pH 8,5), almacenandose a 4°C o a

temperatura ambiente.

Durante el transcurso de este trabajo se han utilizado
también sistemas de purificacion de plasmidos basados en la
adsorcién de los &cidos nucleicos a una matriz de silica (ver
apartado 7.4.). Los sistemas de purificacién basados en este
meétodo utilizados para el desarrollo del trabajo presentado en esta
memoria fueron adquiridos a Macherey-Nagel (Diren, Alemania).

7.9. Mutacion dirigida

El sistema “Quick-change® Site-Directed Mutagenesis Kit”
(Stratagene, La Jolla, EE.UU) permite introducir modificaciones
(mutaciones puntuales, deleciones o inserciones) en la secuencia
nucleotidica de fragmentos de ADN presentes en plasmidos
funcionales en E. coli (Fig. 2.6). La modificacion en la secuencia se
introduce mediante la amplificacion del vector a partir de dos
oligonucledtidos, complementarios entre si, que actian como
cebadores para una reaccion de PCR. Estos cebadores son a su vez
homologos a la zona del plasmido en la cual se va a introducir la
mutacién, y presentan dicha mutacion en su secuencia. Una vez
realizada la amplificacion mediante PCR, el producto de esta
reaccién se digiere con la enzima de restriccion Dpn I. Esta enzima
posee multiples sitios diana en el ADN (G™® ATC) y requiere que
estas secuencias diana se encuentren metiladas o hemimetiladas.
Esta propiedad hace que el ADN de nueva sintesis de la PCR esté
protegido frente a la accién endonucledsica de Dpn I, mientras que
el ADN molde (metilado al utilizarse plasmidos amplificados en E.
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coli) es degradado por esta enzima. Una vez que se ha eliminado
el ADN molde, sin mutar, se transforma una muestra de la
reacciébn en E. coli. Las discontinuidades presentes en los
pldsmidos de nueva sintesis serdan reparadas por la célula
hospedadora, y se amplificara el producto de la mutacién en forma

de plasmidos sin mellas en su secuencia.
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Plasmido que contiene el sitio (®)
que se pretende mutar.

Desnaturalizacion del plasmido e
hibridacion de los cebadores (===== )
que contienen la mutacién (X)
deseada

Elongacién con la polimerasa dando
lugar a cadenas de ADN copiadas de
la molécula diana y que han
incorporado los cebadores de la
mutacion.

Digestion del ADN parental con Dpn 1.

Transformacion del ADN circular en las
células competentes.

Las células transformadas reparan los
espacios en el plasmido mutado.

== ADN parental

Cebador con mutacion
ADN mutado

Figura 2.6. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida con el sistema “Quickchange”.
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8. Manipulacion de células.
8.1. Transformacion de E. coli.

La transformaciéon genética es un proceso por el que una
célula receptora sufre un cambio en su dotacion genética

provocado por la captacion de ADN exdgeno.

Se dice de una célula que competente cuando es capaz de
tomar una molécula de ADN vy ser transformada. Existen varios
procedimientos para obtener células de E. coli en estado
competente. Uno de los mas sencillos es el que permite la

transformacion de estas bacterias mediante electroporacion.

El proceso de electroporacion requiere que las células estén
en fase exponencial y en un medio libre de iones que puedan
afectar al pulso eléctrico. El protocolo que se describe a
continuacion permite disponer de muestras de células
electrocompetentes, es decir, células preparadas para un proceso

de electroporacion.

8.1.1. Preparacion de células electrocompetentes.

1. A partir de una colonia aislada de E. coli, se inocula un
matraz de 500 ml con 100 ml de medio LB (preparado con
agua MiliQ). Se incuba durante 16 h a 37°Cy 250 rpm.

2. Se inoculan 2 matraces de 500 ml con 100 ml de medio LB
(preparado con agua MiliQ) con 1 ml del cultivo anterior. Se
incuban a 37°C hasta alcanzar una DOgy de 0,5

(aproximadamente 2 h).

3. Se enfrian los cultivos en agua-hielo durante 30 minutos

para ralentizar el crecimiento del cultivo.

77



II.Materiales y Métodos

4, Se recogen las células por centrifugacion durante 10 min a
4.000 rpm a 4°cC.

5. El precipitado se lava sucesivamente con 200, 100 y 4 ml de
glicerol al 10% vy finalmente se resuspende en 400 pul de esta

solucién.

6. La suspension de células se reparte en fracciones de 40 pl
en tubos de 1,5 ml frios y se congelan rapidamente por

inmersion en nieve carbdnica/etanol o en N, liquido.

7. Las células se pueden utilizar inmediatamente o se pueden

conservare a -80°C hasta su uso.

Mediante este procedimiento se obtienen células
competentes con una eficiencia de 107-10° transformantes por ug
de ADN plasmidico.

8.1.2. Transformacion de E. coli por electroporacion.

1. Se aflade 1 pl de ADN, con el que se quiere transformar, a
40 pl de células competentes previamente descongeladas en
hielo.

2. Se transfiere la mezcla de células y ADN a una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm previamente enfriada en hielo. La
mezcla debe estar en contacto con las dos laminas metalicas

de la cubeta y sin formar burbujas.

3. Se ajustan las condiciones de electroporacion (10 yF, 2500 V
y 600 Q) y se realiza la electroporacién. La duracién del
pulso debe ser de 4-5 milisegundos para obtener una buena

eficiencia de transformacion.
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Se afiade 1 ml de LB en la cubeta de transformacion, se
mezcla con una micropipeta, y se recoge el medio con

células en un tubo de 1,5 ml.
Se incuba a 37°C en agitacion a 250 rpm durante 1 h.

Se siembra la suspension de células en placas de medio
solido con el correspondiente antibiotico.

8.2. Transformacion de Pichia pastoris X-33.

El proceso de electroporacion descrito para bacterias es

aplicable, con ligeras modificaciones, a determinadas levaduras,

como P. pastoris X-33, siguiendo los siguientes protocolos.

8.2.1. Preparacion de células electrocompetentes.

La preparacion de células electrocompetentes se realiza

siguiendo los siguientes pasos:

1.

Incubar una colonia de la levadura en un matraz de 50 ml

con 5 ml de medio YPD a 30°C y 250 rpm durante 16 horas.

Con 0,1-0,5 ml del cultivo anterior, inocular 500 ml de
medio fresco en un matraz de 2 I. Crecer toda 16 hoas hasta
que la DOggo= 1,3-1,5.

Centrifugar a 1500 g durante 5 min a 4°C. Resuspender las
células precipitadas en 500 ml de agua estéril fria.

Centrifugar las células como en el paso 3, y resuspender las

células precipitadas en 250 ml de agua estéril fria.

Centrifugar las células como en el paso 3, y resuspender las

células precipitadas en 20 ml de sorbitol 1 M frio.
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Centrifugar las células como en el paso 3, y resuspender las
células precipitadas en 1 ml de sorbitol 1 M para que alcance
un volumen final de aproximadamente 1,5 ml. Conservar las
células en hielo y usarlas ese mismo dia. No pueden ser

almacenadas.

En esta cepa, el método de electroporacién produce de 103-

10* transformantes por ug de ADN lineal 6 10%-10° transformantes

por ug de ADN plasmidico.

8.2.2. Transformacion de P. pastoris por electroporacion.

La transformacidon se puede realizar tanto con plasmidos

linearizado como sin linearizar sin embargo mientras que en el

primer caso se utilizan del orden de 5-10 pg de ADN en el segundo

se requieren concentraciones diez veces mayores (50-100 ug de

ADN por reacciéon de transformacién).

1.
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Mezclar 80 pl de células electrocompetentes con el ADN (en
5-10 pl de agua estéril) y transferir la mezcla a una cubeta

de electroporaciéon de 0,2 cm.
Incubar la cubeta con las células en hielo durante 5 min.

Ajustar las condiciones de electroporacion (10 pF, 2000 V y

600 Q) y realizar la electroporacion.

Inmediatamente afadir a la mezcla de la cubeta 1 ml de
sorbitol 1 M frio. Transferir el contenido de la cubeta a un

tubo estéril de 15 ml.
Incubar a 30°C sin agitacion durarte 1-2 horas.

Extender 10, 25, 50, 100 y 200 pl de la transformacion por
separado en placas de medio selectivo. En este caso el
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medio utilizado fue YPDS, conteniendo 100 pg/ml de

zeocina.

7. Incubar las placas sembradas durante 2-3 dias a 30°C hasta

que se observen colonias.
9. Expresion heterodloga.
9. 1. Expresion en E. coli BL21(DE3)w.

El sistema de expresion pET es uno de los mas utilizados
para la clonacion y expresion in vivo de proteinas recombinantes
en E. coli. Esto es debido a la alta selectividad y actividad de la
ARN polimerasa T7, presente en el sistema pET, y a la alta
eficiencia de traduccion mediada por las sefiales de iniciacion de

traduccién del gen 10.

En este sistema, se debe clonar, en el correspondiente
pldsmido pET, la secuencia de ADN codificante de la proteina de
interés “aguas abajo” del promotor T7 y de las secuencias lider del
gen 10. Una vez construido el plasmido de expresion se debe

introducir en el hospedador adecuado.

En nuestro caso, la cepa elegida fue E. coli BL21(DE3)w. La
cepa BL21(DE3) y sus derivadas contienen en su cromosoma un
“cassette” de expresion de la ARN polimerasa T7 controlado por el
promotor /acUV5. El cromosoma bacteriano contiene ademas el
gen lacl?, el cual codifica un represor que se une al operador del
promotor /acUV5 impidiendo que se transcriba la ARN polimerasa
T7. Esto permite que la expresion pueda ser controlada por la
adicién de IPTG al medio de cultivo, ya que, el IPTG se une a la
proteina codificada por el gen /acl?, con lo que el operador del
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promotor /acUV5 es desreprimido y se produce la sobreexpresion

de la ARN polimerasa T7.

El protocolo de expresion utilizado con fines analiticos fue el

siguiente:

1.
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Se inocular una colonia previamente seleccionada en medio
solido en 1 ml de medio LB con ampicilina. Se incubar toda
la noche a 37°C en agitacién (220-250 rpm).

Se inocula 1 ml de LB con 50 pl del cultivo anterior. Se
incubar durante 2 h a 37°C en agitacion (220-250 rpm).

Se tomar una muestra de 100 del cultivo y se transfiere a un

tubo limpio (muestra control sin inducir).

Al resto del cultivo (900 pl) se le afiade IPTG hasta una
concentracion final de 1 mM. Se incubar con agitacién (220-
250 rpm) durante 2 h a 37°C.

Una vez finalizado el periodo de induccién se recogen las
células por centrifugacién. Dado que la expresion es
intracelular se debe proceder a la rotura de las células. Para
ello, el precipitado se resuspende en tampon Z (fosfato
sodico 0,1 M, KCl 10 mM, MgS0O, 1 mM), con EDTA (1mM) y
10% glicerol. Se afiade una cantidad de perlas de vidrio
(“Glass beads”, Sigma) equivalente al volumen del
precipitado, y se agita con un agitador de tubos durante 10
pulsos de 15" alternando con 15" de incubacidn en hielo.

Se centrifuga la muestra durante 15 min a 11.000 rpm vy a
40C para poder obtener el sobrenadante con la fraccion de

proteinas solubles.
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9.2. Expresion en P. pastoris X-33.

El sistema de expresidon basado en Pichia pastoris permite
expresar de forma heterdloga proteinas con la opcion de
secretarlas al medio extracelular con un fondo minimo de proteinas

propias de la cepa hospedadora.

La utilizacion de P. pastoris como sistema de expresion
presenta ventajas adicionales como por ejemplo que la
manipulacién es tan sencilla como la de los microorganismos
modelo Escherichia coli o Saccharomyces cerevisiae; y que es de
10 a 100 veces mas eficiente en cuanto a la cantidad de proteina

sintetizada que S. cerevisiae.

|\\

En el presente trabajo se ha utilizado el kit comercia
Select™ Pichia Expresion Kit” (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.).

Easy

El sistema de expresion se basa en que esta cepa es
metilotréfica, de modo que es capaz de metabolizar el metanol
como unica fuente de carbono en ausencia de fuentes de carbono
represoras como la glucosa. Para ello, el metanol es oxidado a
formaldehido mediante la enzima alcohol oxidasa usando oxigeno
molecular. Como la alcohol oxidasa tiene poca afinidad por el
oxigeno, P. pastoris X-33 compensa esta carencia produciendo
ingentes cantidades de esta enzima, gracias a que el promotor de

la alcohol oxidasa (AOX) es muy activo.

El sistema de expresidn utilizado en este trabajo aprovecha
esta caracteristica y utiliza el promotor del gen AOX1 para la
transcripcion del gen de la proteina que se desea expresar.

Para la introduccidn del gen de interés en el hospedador, se
utilizan plasmidos integrativos que permiten, por medio de un
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proceso de recombinacion homdloga, dirigir el “casette” de

expresion a un locus concreto: el locus AOX1 (Fig. 2.7).

La eleccion del vector permite dirigir la proteina heterdloga
al medio extracelular (plasmidos portando el péptido sefial del
factor a de S. cerevisiae, pPICZa) o al citoplasma del hospedador
(pPICZ).

TT
Plasmido

pPICZ con el
gen de interés

Gen de interés

Genoma de Pichia
5’ Paox Gen AOX

Genoma de Pichia con

5’ Paox Gen de interés TT 5 Piox Gen AOX el gen de interés
integrado

Figura 2.7. Esquema del proceso de integracion del plasmido pPICZ portador del gen de
interés en el genoma del hospedador P. pastoris.
El protocolo general de expresidon de esta cepa es el

siguiente:

1. Se inocula una colonia de P. pastoris procedente de un
experimento de transformacién en 25 ml de medio BMGY, en
un matraz de 250 ml. Se incuba a 28-30°C en agitacién

(250-300 rpm) hasta que el cultivo alcance una DOgqy = 2-6.
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En ese momento las células estaran en la fase logaritmica de

crecimiento.

2. Se centrifugan las células a 1.500-3.000 g durante 5 min a
temperatura ambiente. Se decanta el sobrenadante y se
resuspende el precipitado de células en un volumen tal de
medio BMMY que alcance una DOgy = 1,0 (aprox. 100-200

ml).

3. Se incuba este cultivo en un matraz de 1 | a 28-30°C en
agitacion (250-300 rpm).

4, Cada 24 h se afiade metanol hasta una concentracién final

de 0,5% para mantener las condiciones de induccién.

5. Se toman muestras de 1 ml de cultivo a las 0, 6, 12, 24, 36,
48, 60, 72, 84 y 96 horas de induccion. Estas muestras se
usaran para analizar los niveles de expresidon y para

determinar el tiempo 6ptimo de induccion.

10. Purificacion de enzimas mediante
cromatografia.

En el presente trabajo se ha realizado una purificaciéon
parcial de una p-galactosidasa utilizando procedimientos de

cromatografia de afinidad y de filtracién en gel.

10.1. Cromatografia de afinidad.

La cromatografia de afinidad es un método de purificacién
de proteinas altamente especifico. Muchas proteinas muestran
interacciones fuertes con otras moléculas, como por ejemplo con
analogos de sus sustratos o cofactores. Las moléculas apropiadas,

unidas a una matriz inerte actlan como “anzuelos” para atrapar la
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proteina deseada. Todas las demas proteinas simplemente pasaran
a través de la columna. Las moléculas de proteina inmovilizadas
pueden ser liberadas con un tampoén que contenga la molécula que
interacciona en forma libre o con algun otro reactivo que pueda

romper la interaccion.

En este trabajo, se ha utilizado una columna con 3 ml de
agarosa-p-aminofenil-B-D-tiogalactosido (Sigma Chemical,
EE.UU.), a cuyos residuos galactdsidos se une de forma especifica
la B-galactosidasa. La columna con la resina fue equilibrada con
tampdén Z. Una vez cargada la muestra proteica se realizaron
lavados con tampdén Z. La proteina adherida a la matriz fue
liberada, tomandose fracciones de 0,5 ml; con tampdén borato
sodico 0,1 M pH 10.

10.2. Cromatografia de filtracion en gel.

La cromatografia de filtracion en gel se realiza empleando
unas matrices formadas por unas esferas porosas. Este
procedimiento de purificacidon permite separar las proteinas segun
su masa molecular. De modo que las proteinas mayores son
liberadas en primer lugar, y posteriormente las menores. Con este
sistema, es posible calcular la masa molecular de una proteina en
relaciéon a una recta patrén generada a partir de los resultados
obtenidos (en la misma columna y en las mismas condiciones) con

unas proteinas de masa molecular conocida.

En el presente trabajo se empled el sistema de FPLC (“Fast
Protein Liquid Chromatography”) Aktaexplorer (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino Unido) para realizar la

cromatografia en filtracion de gel. Se utilizé una columna de
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agarosa entrecruzada Superose™ 12 HR 10/30 que se caracteriza
por tener un limite de exclusién de 2x10° Mr y un rango de
separacién éptima de 1.000 a 3x10° Mr. La fase mévil utilizada
tanto para equilibrar como para fluir las proteinas fue tampdn
fosfato sédico 50 mM, pH 7, 0,15 M NacCl.

Para detectar las proteinas presentes en las muestras se
utilizé un lector de absorbancia de 280 nm acoplado en linea. El
flujo de la fase movil fue de 0,3 ml/min, recogiéndose fracciones
de 0,5 ml.

La columna fue calibrada utilizando los siguientes estandares
de masa molecular (Amersham Biosciences UK Limited, Reino
Unido): ribonucleasa A (15.800 Da), ovalbumina (49.400 Da),
aldolasa (191.000 Da) y catalasa (215.000 Da).

11. Electroforesis de macromoléculas
11.1. Electroforesis de ADN

Las condiciones de electroforesis para separar moléculas de
ADN en geles de agarosa fueron las descritas por Sambrook et al.
(1989).

Se utilizd agarosa de baja electroendosmosis (“Molecular
Biology Agarose”, Bio-Rad, Hercules, EE.UU) a diferentes
porcentajes (desde 0,5% hasta 1,2%), dependiendo del tamafio
de los fragmentos de ADN a separar. Como tampdén de
electroforesis se utilizd TAE (Tris base 242 g, acido acético glacial
57,1 ml, EDTA 0,5 M pH 8 100 ml, H20 hasta 1 litro). El gel se

prepard calentando el tampén con la agarosa en microondas.
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Las muestras de ADN se mezclaron con tampdn de carga 6x
(0,03% azul de bromofenol, 0,03% cianol xileno FF, 0,4% naranja
G, 15% Ficoll® 400, 10mM Tris-HCI (pH 7,5) y 50 mM EDTA (pH
8,0), "Blue/Orange 6x Loading Dye” Promega, Co., Madison,

EE.UU.), previamente a su carga en los geles.

Para desarrollar la electroforesis se aplico una diferencia de
potencial de 80-100 voltios durante un tiempo variable,
dependiendo de la longitud, del porcentaje del gel y tamafo

esperado de los fragmentos de ADN.

Una vez finalizada la electroforesis, se tifieron los geles
sumergiéndolos en una soluciéon de bromuro de etidio durante 15-
20 min. Los geles se observaron sobre un transiluminador de luz
UV (“Bioimaging System” A = 302 nm, Syngene, Frederick,
EE.UU.), y se fotografiaron con una video impresora (Digital
Graphic Printer UP-D890, Sony, Japon).

El tamano de las bandas de ADN en los geles de agarosa se
estimd por comparacion con un patrén de fragmentos de distintos
tamafios de ADN. El patron que se utilizd en el presente trabajo
fue el ADN del bacteriofago A digerido con HinD III, que presenta
las siguientes bandas electroforéticas: 23.130, 9.416, 6.557,
4.351, 2.322, 2.027, 564 y 125 pb.

11.2. Electroforesis de proteinas.

El medio elegido para la mayoria de las separaciones
electroforéticas de proteinas es el gel de poliacrilamida (PAGE:
“PolyAcrylamide Gel Electrophoresis”). Estos geles constituyen un
excelente medio de soporte para separaciones electroforéticas,

dado que reldnen una serie de propiedades iddneas: transparencia,
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elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con una gran

variedad de compuestos quimicos.

El gel estd constituido por mondmeros de acrilamida y
metilenebisacrilamida (“Bis”) en proporcién 29:1 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EE.UU.). La polimerizaciéon se inicia al
afnadir una amina terciaria (N, N, N, N -tetrametiletilenediamina,

“TEMED") y persulfato amonico.

El gel se prepara en dos fases, una superior o gel
concentrante, y una inferior o gel separador. Las propiedades de la
matriz y el pH de estas fases permiten que en un principio las
muestras se concentren para que posteriormente se separen los

distintos componentes en fracciones finamente definidas.

Entre las diversas técnicas de PAGE, probablemente la mas
utilizada es la modalidad que se lleva a cabo en presencia del
detergente dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE). En esta técnica se
mezclan las proteinas con el detergente anidénico SDS para formar
complejos desnaturalizados cargados negativamente. En la técnica
SDS-PAGE las proteinas van a ser separadas en el gel poroso

fundamentalmente segun sus diferencias de masa molecular.

La determinacion de la masa molecular de proteinas
mediante SDS-PAGE es vdlida cuando se analizan cadenas
proteicas individuales (subunidades), en donde se han reducido
todos los enlaces disulfuro y por lo tanto, se ha distendido toda la
cadena proteica para su interaccion con el SDS. Para reducir los
puentes disulfuro presentes en las proteinas se afiade a la muestra
2-mercaptoetanol (u otro agente reductor como el ditiotreitol); de

modo que los enlaces disulfuro intra e intercatenarios son
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disociados, la estructura cuaternaria se pierde y las subunidades

se separan como cadenas peptidicas individuales.

En el presente trabajo se prepararon geles desnaturalizantes
de poliacrilamida (6-10%) conteniendo dodecil sulfato sédico
(SDS). Los geles fueron desarrollados usando un equipo Mini
Protean® 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.). Las
muestras proteinicas fueron desnaturalizadas por ebullicién
durante 5 min con tampon de carga SDS y 2,5% de 2-
mercaptoetanol.

Una vez cargadas las muestras, los geles fueron sometidos a
un voltaje constante de 200 v. Posteriormente, para visualizar las
proteinas, el gel fue tefiido sumergiéndolo en una solucién de azul
de Coomassie durante varias horas (azul de Coomasie 0,1 %,
metanol 40 %, acido acético 10 %). Por ultimo, se elimind el
exceso de colorante sumergiendo el gel en solucién decoloradora

(20% metanol, 7% acido acético).

La masa molecular de las proteinas presentes en las
muestras fue determinada por comparacion con el marcador
molecular SDS-PAGE Unstained Standards Broad Range (Bio-Rad,
Hercules, EE.UU.), formado por la siguiente mezcla de proteinas:
miosina (200 000 Da), B-galactosidasa (116 250 Da), fosforilasa b
(97 400 Da), albumina bovina sérica (66 200 Da), ovoalblimina
(45 000 Da), anhidrasa carbodnica (31 000 Da), inhibidor de
tripsina (21 500 Da), lisozima (14 400 Da) y aprotinina (6 500
Da).
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12. Determinacion de 1la concentracion de
proteina.

La concentracién de proteina fue determinada mediante el
procedimiento de Bradford (Bradford, 1976) usando albumina

sérica bovina como patrén.

13. Deteccion y cuantificacion de la actividad -
galactosidasa

Los métodos que se describen a continuacién se utilizaron
para determinar la actividad de las B-galactosidasas estudiadas en

el presente trabajo.

Las tres enzimas objeto de interés presentan actividad
frente a la lactosa (son lactasas), por lo que su actividad podria
haber sido cuantificada valorando la desaparicion de lactosa o la
aparicién de glucosa y/o galactosa. Sin embargo, la determinacion
de la actividad B-galactosidasa basada en la concentracion de
galactosa liberada o lactosa consumida puede llevar a obtener
datos erréneos, debido a la actividad transglicosidasa que
presentan algunas B-galactosidasas, y por la cual, moléculas de
galactosa pueden ser transferidas a moléculas de lactosa para
formar  galacto-oligosacaridos. Este inconveniente puede
solventarse realizando la determinacion de actividad B-
galactosidasa en ensayos con concentraciones de lactosa inferiores
al 5% vy en reacciones de corta duracion. En estas condiciones la
actividad transferasa de las B-galactosidasas es minima, por lo que
la concentracion de galactosa puede utilizarse para la

determinacién de la actividad lactasa.

Otros meétodos utilizados para determinar la actividad B-

galactosidasa de una enzima no utilizan la lactosa como sustrato,
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sino que en su lugar utilizan andlogos estructurales de esta
molécula con propiedades cromogénicas de modo que se puede
determinar su hidrdlisis por aparicion de color. Algunos de los mas
utilizados son el oNPG (o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido), el
pNPG (p-nitrofenil-D-galactopirandsido), el X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) y el 4-metilumbeliferona-p-
D-galactdsido. Los sustratos sintéticos como el o-nitrofenil-B-D-
galactopirandsido (oNPG) y el p-nitrofenil-D-galactopirandsido
(pNPG) son hidrolizados generalmente mas rapido que la lactosa y
permiten un analisis colorimétrico, ya que, el nitrofenol liberado

absorbe en un rango 400-420 nm en una solucién alcalina.

Para la deteccion de niveles muy bajos de actividad, se
pueden utilizar métodos fluorométricos, que son mas sensibles,
utilizando como sustrato 4-metilumbeliferona-B-D-galactdsido
(Woolen et al., 1965).

13.1. Ensayo con X-Gal como sustrato

La actividad B-galactosidasa se puede detectar en sustratos
sOlidos, como las placas de agar, utilizando el sustrato
cromogénico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galacto-
pirandsido), el cual al ser hidrolizado tifie las colonias de color
azul. Este método cualitativo se ha extendido debido a los
sistemas de clonacién en E. coli basados en la a-complementacidn

de cepas de esta bacteria con delecidn parcial del gen lacZ.

13.2. Ensayo con oNPG como sustrato:

El o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (oNPG) es un glicésido
gue tiene un coeficiente de absorcidén molar despreciable dentro de

las longitudes de onda visibles. Sin embargo, el producto de la

92



II. Materiales y Métodos

hidrolisis de este sustrato con B-galactosidasas, el o-nitrofenol
(oNP), es susceptible de cambios tautomérios que le dan un color
amarillo en soluciones alcalinas, con un pico de absorcion a 420
nm. El oNP es un &cido débil (pK 7,3), y en estado &cido, el
tautdmero benzenoide es practicamente incoloro. Por este motivo,
debe ser determinado en soluciones bien tamponadas en las cuales
una proporcion fija de oNP estd disociada y, por lo tanto,
coloreada; o en soluciones alcalinas (pH 10 o mas), en las cuales
la fraccion sin disociar (incolora) es despreciable (Lederberg,
1950).

La actividad B-galactosidasa fue determinada mediante en

sayos en las siguientes condiciones:

1. En placa de 96 pocillos:

a) Se afadieron 100 pl de oNPG en tampén Z (pH 7) a una
concentracion de 4 mg/ml.

b) Se afiadieron 50 pl de extracto o solucién enzimatica.

c) Se incubd la reaccién a 37°C durante 20 min.

d) Se afiadieron 50 pl de Na,COs; 1 M, para parar la reaccién.
Por ultimo, se realizd una lectura de la absorbancia a 415
nm y a 550 nm (para determinar la proporcién de
absorbancia a 415 nm que era debida a restos celulares).

e) Para cuantificar la actividad hidrolitica de la enzima, el
resultado se contrastdé con una recta patron realizada con

concentraciones conocidas de o-nitrofenol.

2. En tubos de ensayo de 1,5 ml:

a) Se afadieron 100 pl de oNPG en tampdén Z (pH 7) a una
concentracion de 4 mg/ml.

b) Se afladieron 300 pl de tampdn Z (pH 7).
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c) Se afiadieron 100 pl de extracto o solucién enzimatica

d) La mezcla de reaccidn se incubd a 37°C durante 20 min.

e) Se anadieron 500 pl de Na2CO3 1 M, para parar la reaccion.
Por ultimo, se realizd una lectura de la absorbancia a 415
nmy a 550 nm.

En el presente trabajo se ha considerado la unidad de
actividad B-galactosidasa como la cantidad de enzima que libera

un pmol de oNP por minuto a 37°Cy pH 7.

14. Determinacion y cuantificacion de galacto-
oligosacaridos

La composicion de las muestras tomadas durante la sintesis
de galacto-oligosacaridos se determindé mediante HPLC utilizando
un equipo “HPLC 2695 Alliance” acoplado a un detector de indice

de refraccion.

Se utilizé como fase estacionaria una columna “MCI GEL
(CKO8E) 300 x 8,0 mm, y agua como fase mévil. Se inyectaron 10
pl por muestra diluida veinticinco veces, la temperatura del

detector fue de 50°C y la medida se realizd por areas.
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III. Resultados y analisis
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1. Expresion heterdloga de las -galactosidasas

El objetivo general del trabajo presentado en esta memoria
era establecer un procedimiento para la sintesis enzimatica de

GOS por medio de B-galactosidasas microbianas.

El primer paso en nuestro plan de trabajo fue obtener
enzimas activas para comprobar su capacidad de sintesis de GOS.
Para llevar a cabo este paso, decidimos clonar genes con
secuencias conocidas que codificaran pB-galactosidasas, y utilizar
estos genes para construir cepas microbianas que produjeran

eficientemente las B-galactosidasas seleccionadas.

A continuacién, describiremos los experimentos de
clonacién, secuenciacién, expresion heterdloga en bacterias y
levaduras de las B-galactosidasas y el analisis de la actividad de

las enzimas producidas.

1.1. Clonacion de los genes mbgA, lacAy lacZ
1.1.1. Clonacion del gen mbgA de Bacillus megaterium

Una de las pB-galactosidasas que seleccionamos para
nuestros estudios fue la enzima codificada por el gen mbgA de
Bacillus megaterium, debido a su alta tasa de actividad en este

microorganismo.

En primer lugar, realizamos un ensayo en medio sélido
(Nutrient Agar Broth) en presencia de X-gal (ver apartado 13 de
“Materiales y métodos”) mediante el cual, comprobamos que la
cepa CECT 4313' de B. megaterium poseia una B-galactosidasa
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activa, que generd una intensa coloracidon azul de las colonias de

este microorganismo.

Una vez comprobada la existencia de una B-galactosidasa
activa, decidimos clonar el gen responsable de esta actividad. Para
ello, se obtuvo ADN gendémico de la cepa CECT 4313 (ver
apartado 7.1 de “Materiales y métodos”), a partir de un cultivo
crecido en Nutrient Broth, durante 16 h, a 28°C y en agitacion
(250 rpm). Este ADN gendmico se utiliz6 como molde en una
reaccion de amplificacion mediante PCR con la ADN polimerasa de
alta fidelidad AFH2 (Clontech, EE.UU.). Los cebadores empleados
(BGBM-D y BGBM-R) fueron disefiados a partir de la secuencia del
gen mbgA depositada en la base de datos del EMBL (n° de acceso:
AF047824).

Pst1  EcoRV  HinDIII

Xba 1

Figura 3.1. Esquema del plasmido pBME.
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El producto de la PCR fue un fragmento de ADN del tamafio
esperado (3 105 pb). Este fragmento se cloné en el vector pBSK

(+) generandose el plasmido pBME (Fig. 3.1).

1.1.2. Clonacion del gen lacA de Bacillus subtilis

La segunda enzima que decidimos producir para ensayar su
capacidad de sintesis de GOS fue la B-galactosidasa de Bacillus
subtilis codificada por el gen /acA. En este caso, nuestra decisidon
se sustentd en dos factores; este microorganismo es considerado
seguro para la alimentacion humana (status GRAS) y el producto
del gen lacA pertenece a una familia de enzimas con estructura
tridimensional conocida, en la que se han determinado los
aminoacidos que conforman el centro activo. Esta informacion
podria ser de gran utilidad en el disefio de mutaciones y en el
analisis del efecto que dichas mutaciones podrian ejercer en la

actividad enzimatica.

Como en el caso de la clonacion del gen de B. megaterium,
realizamos un estudio preliminar en medio solido (Nutrient Agar
Broth) en presencia de X-gal, mediante el cual comprobamos que
la cepa CECT 356 de B. subtilis presentaba actividad B-
galactosidasa reflejada en una ligera coloracién azul de las colonias

de este microorganismo.

Tal como se hizo con el gen mbgA de B. megaterium, para la
clonacion del gen de la B-galactosidasa de B. subtilis (lacA), el
primer paso fue la obtencién de ADN gendmico para ser utilizado
como molde en posteriores reacciones de PCR. Se obtuvo ADN

gendmico (ver apartado 7.1 de “Materiales y métodos”) de la cepa
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CECT 356, a partir de un cultivo crecido en Nutrient Broth, durante
16 h, a 28°C y en agitacién (250 rpm).

Este ADN gendmico y los cebadores especificos BGBSU-2 y
BGBSU-R, diseflados tomando como referencia la secuencia
depositada en la base de datos del NCBI (n°® de acceso:
NC_000964), se emplearon en una reaccion de amplificacidon
mediante PCR usando la ADN polimerasa Pfu (Stratagene, La Jolla,
EE.UU.).

El resultado de la reaccion de amplificacion fue un fragmento
de ADN del tamafio esperado (2 061 pb). Este fragmento se clond

en el vector pBSK (+) dando lugar al plasmido pBSU (Fig. 3.2)

Pst1 HinDIII  EcoR V

Figura 3.2. Esquema del plasmido pBSU.
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1.1.3. Clonacion del gen lacZ de Lactobacillus

delbrueckii bulgaricus

La tercera enzima que decidimos producir fue la B-
galactosidasa de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus, codificada
por el gen /acZ. La eleccién de este microorganismo como fuente
de una B-galactosidasa se debid principalmente a que esta bacteria
ha sido utilizada tradicionalmente para la obtencién de productos
fermentados de leche, por lo que es clasificado como
microorganismo seguro para alimentacion (status GRAS).

La estrategia seguida para clonar el gen de la B-
galactosidasa de L. d. bulgaricus (lacZ) fue, de nuevo, su
amplificacion por PCR a partir de ADN gendmico. Se obtuvo
biomasa de la cepa CECT 40057, a partir de un cultivo crecido en
MRS Broth, durante 16 h, a 37°C en anaerobiosis; y esta biomasa
se empled para la purificacion de ADN gendémico (ver apartado 7.1

de “Materiales y métodos”).

Una vez obtenido ADN gendmico, se realizé una reaccion de
amplificacion mediante PCR, utilizando la ADN polimerasa AHF2
(Clontech, Palo Alto, EE.UU) y cebadores especificos (BGLB-D vy
BGLB-R), disefiados a partir de la secuencia depositada en la base
de datos del NCBI (n° de acceso: M55068).

De nuevo, el producto de la PCR consistiéo en un fragmento
de ADN del tamafo esperado (3 027 pb), que fue clonado en el
vector pBSK (+). El plasmido construido se denominé pBUL (Fig.
3.3).
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Pst1 Ncol

HinD III

HinD III

Nco 1

Kpn1

Xba 1

Figura 3.3. Esquema del plasmido pBUL.

1.2. Secuenciacion de los genes clonados

Con objeto de confirmar la identidad de los fragmentos de
ADN clonados en los plasmidos pBME, pBSU y pBUL, decidimos
secuenciar los insertos de dichos plasmidos. Este analisis nos
permitiria también comprobar la inexistencia de mutaciones,
insertadas por las ADN polimerasas en las reacciones de

amplificacion, en las secuencias de los fragmentos clonados.
1.2.1. Secuenciacion del gen mbgA

Para la secuenciacién del inserto del plasmido pBME se
seleccionaron dos clones y se utilizaron los oligonucleétidos T7 y

T3 del vector y tres oligonucledtidos internos.
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Las secuencias obtenidas a partir de estos clones se
analizaron informaticamente, comprobando que inserto del
plasmido pBME estaba formado por una secuencia de 3 105 pb,
con una alta identidad con los genes descritos de la B-
galactosidasa de B. megaterium, 100% de nucledtidos idénticos
con la secuencia AF047824 y 98% de nucledtidos idénticos con la
secuencia AJ000733, ambas depositadas en la base de datos del
EMBL. Por lo tanto, ademas de confirmar que la secuencia clonada
en el pladasmido pBME correspondia al gen mbgA de Bacillus
megaterium, pudimos asumir que este gen debia ser funcional ya
gue no existia ninguna mutacién en su secuencia con respecto a la
secuencia con n° de acceso AF047824 de la base de datos del
EMBL (Fig. 3.4).

MbgA (PBME) (SAF047824) . .. oo oeeeeeeeennnn. MLKTGKKFHYTA
MbgA (AJ000733) ... i i ittt ittt ettt et MLKTGKKFHYTA

PANGYPEWNNNPEIFQLNRSKAHALLMPYQTVEEALKNDRKSSVYYQSLNGSWYFHFAE
PANGYPEWNNNPEIFQLNRSKAHALLMPYQTVEEALKNDRKSSVYYQSLNGSWYFHFAE

NADGRVKNFFAPEFSYKKWDSISVPSHWQLQGYDYPQYTNVTYPWVENENLEPPFAPTK
NADGRVKNFFAPEFSYEKWDSISVPSHWQLQGYDYPQYTNVTYPWVENEELEPPFAPTK

YNLSVSTSVLLHLNONGKISPCTSASKGVESAFYVWINGEFVGYSEDSFTPAEFDITSY
YNPVGQYVRTFTPKSEWKDQPVYISFQGVESAFYVWINGEFVGYSEDSFTPAEFDITSY

LOEGENTIAVEVYRWSDASWLEDQDFWRMSGIFRDVYLYSTPQVHIYDESVRSSLDNNY
LOEGENTIAVEVYRWSDASWLEDQDFWRMSGIFRDVYLYSTPQVHIYDEFSVRSSLDNNY

EDGELSVSADILGCFEHDTQDLTFEVMLYDANGOEVLORPLOTNLSVSDQRTVSLRTHI
EDGELSVSADILNYFEHDTQODLTFEVMLYDANAQEVLOAPLQTNLSVSDQRTVSLRTHI

KSPAKWSAESPNLYTLVLSLKNAAGSIIETESCKVGFRTFELKNGLMT INGKRIVLRGV
KSPAKWSAESPNLYTLVLSLKNAAGSIIETESCKVGFRTFEIKNGLMT INGKRIVLRGV

NRHEFDSVKGRAGITREDMIHDILLMKQHNIKPVRTSHYPNDSVWYELCNEYGLYVIDE
NRHEFDSVKGRAGITREDMIHDILLMKQHNINAVRTSHYPNDSVWYELCNEYGLYVIDE

TNLETHGTWTYLQEGEQKAVPGSKPEWKENVLDRCRSMYERDKNHPSIIIWSLGNESEG
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TNLETHGTWTYLQEGEQKAVPGSKPEWKENVLDRCRSMYERDKNHPSIIIWSLGNESEG

GENFQHMYTFFKEKDSTRLVHYEGIFHHRDYDASDIESTMYVKPADVERYALMNPKKPY
GENFQHMYTFFKEKDSTRLVHYEGIFHHRDYDASDIESTMYVKPADVERYALMNPKKPY

ILCEYSHAMGNSCGNLYKYWELFDQYPILQGGF IWDWKDQALQATAEDGTSYLAYGGDF
ILCEYSHAMGNSCGNLYKYWELFDQYPILQGGF IWDWKDQALQATAEDGTSYLAYGGDF

FGDTPNDGNFCGNGLIFADGTASPKIAEVKKCYQPVKWTAVDATKGKFAVONKHLEF TNL
FGDTPNDGNFCGNGLIFADGTASPKIAEVKKCYQPVKWTAVDPAKGKFAVONKHLEF TNL

NAYDFVWTVEKNGELVEKHASLLNVAPDGTDELTLSYPLYEQENEADEFVLTLSLRLSK
NAYDFVWTVEKNGELVEKHASLLNVAPDGTDELTLSYPLYEQENETDEFVLTLSLRLSK

DTAWASAGYEVAYEQFVLPAKAAMP SVKAAHPALTVNONEQTLTVTGTNETAIFDKRKG
DTAWASAGYEVAYEQFVLPAKAAMP SVKAAHPALTVDONEQTLTVTGTNETAIFDKRKG

QFISYNYERTELLASGFRPNEWRAVTDNDLGNKLHERCQTWRQASLEQHVKKVIVQPQV
QFISYNYERTELLASGFRPNEWRAVTDNDLGNKLHERCQTWRQASLEQHVKKVTVQPQV

DEFVIISVELALDNSLASCYVTYTLYNDGKMKIEQSLAPSETMPEIPEIGMLEF TMNAAFD
DFVIISVELALDNSLASCYVTYTLYNDGEMKIEQSLAPSETMPEIPEIGMLEF TMNAAFD

FDSLTWYGRGPHENYWDRKTGAKLALHKGSVKEQVTPYLRPQECGNKTDVRWATITNDQ
FDSLTWYGRGPHENYWDRKTGAKLALHKGSVKEQVTPYLRPQECGNKTDVRWATITNDQ

GRGFLIKGLPTVELNALPYSPFELEAYDHFYKLPASDSVTVRVNYKQMGVGGDDSWQAK
GRGFLIKGLPTVELNALPYSPFELEAYDHFYKLPASDSVTVRVNYKQMGVGGDDSWQAK

THPDYTLYANRSYTNTFTLKPL
THPNYTLYANRSYTNTFTLKPL

Figura 3.4. Comparacion de la secuencia aminoacidica deducida a partir del
gen mbgA clonado, que es idéntica a la depositada con el n° de acceso
AF0477824 de EMBL, con la depositada con el n° de acceso AJOO0733 de
EMBL. Los aminoacidos que diferencian a ambas secuencias han sido
destacados con sombreado.

Segun la secuencia nucleotidica obtenida, el gen clonado en

el plasmido pBME codificaria una proteina de 1 034 aminodacidos,

con una masa molecular deducida de 118 232 Da.
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1.2.2. Secuenciacion del gen lacA

Para comprobar la identidad del fragmento de ADN clonado
en el plasmido pBSU, se secuencid el inserto de dos clones de esta
construccién utilizando los oligonucleétidos T7 y T3 del vector, y

dos oligonucledtidos internos.

El analisis de las secuencias obtenidas a partir de estos dos
clones reveld que el inserto del plasmido generado estaba
compuesto por 2 061 pb y tenia una alta similitud con la secuencia
del gen lacA depositada en la base de datos (94% de nucledtidos
idénticos con la secuencia NC_000964 del NCBI). De igual forma,
el fragmento de ADN clonado también presenté una alta similitud
con la secuencia de genes de [-galactosidasas de otros
microorganismos del género Bacillus: el gen lacA2 de Bacillus
licheniformis ATCC 14580 (80%) y el gen lacA de Bacillus
halodurans C-125 (78%).

Segun la secuencia obtenida, el gen clonado codificaria para
una proteina de 686 aminoacidos, con una masa molecular
deducida de 79 021 Da. A pesar de las diferencias existentes entre
la secuencia aminoacidica codificada por el gen clonado en el
presente trabajo y la depositada en la base de datos del NCBI, no
encontramos codones de fin en la secuencia del inserto del
plasmido pBSU vy el tipo de sustituciones eran conservativas por lo

gue esperamos que fuera una proteina funcional (Fig. 3.5).

LACA Clonado: -« -+ s v emmennneenneeneennn M- SKLEKTHVTGAKFML
LacA (NC_000964) - - - e, MMSKLEKTHVTKAKEFML

HGGDYNPDOQWLDRPDILADDITLMKLSHTNTFSVGIFAWSALEPEEGVYQFEWLDD I
HGGDYNPDOWLDRPDILADDIKLMKLSHTNTFSVGIFAWSALEPEEGVYQFEWLDD I
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FERIHSIGGRVILATPSGARPAWLSQTYPEVLRVNASRVKQLHGGRHNHCLTSQVYR
FERIHSIGGRVILATPSGARPAWLSQTYPEVLRVNASRVKQLHGGRHNHCLTSKVYR

EKTRHINRLLAERYGNHPALLMWHISNEYGGECHCDLCQHAFREWLKSKYDNSLKAL
EKTRHINRLLAERYGHHPALLMWHISNEYGGDCHCDLCQHAFREWLKSKYDNSLKTL

NHAWWTPFWSHTENDWSQIESPSPIGENGLHGLNLDWRREVTDQTISFYENEIIPLN
NHAWWTPEWSHTENDWSQIESPSPIGENGLHGLNLDWRREFVTDQTISFYENEITPLK

ELTPDIPITTNFMADTPDLIPYQGLDYSKFAKHVDVISWDAYPVWHNDWESTADLAM
ELTPDIPITTNFMADTPDLIPYQGLDYSKFAKHVDAISWDAYPVWHNDWESTADLAM

KVGFINDLYRSLKQQPFLLMECTPSAVNWHNVNKAKRPGMNLLSSMOMIAHGSDSVL
KVGFINDLYRSLKQQPFLLMECTP SAVNWHNVNKAKRPGMNLLSSMOMIAHGSDSVL

YFQYRKSRGSSEKLHGAIVDHDNSPKNRVFQEVAKTGETLERLSEVVGTKRPAETAT
YFQYRKSRGSSEKLHGAVVDHDNSPKNRVFQEVAKVGETLERLSEVVGTKRPAQTAT

LYDWENHWALEDAQGFAKATKRYAQTLQQHYRTFWEHDIPVDVITKEQDFSPYKLLI
LYDWENHWALEDAQGFAKATKRYPQTLQQOHYRTFWEHDIPVDVITKEQDFSPYKLLI

VPMLYLISEDTISRLKTFTANGGALVMTYISGIVNEHDLTYTGGWHPDLQAIFGIEP
VPMLYLISEDTVSRLKAFTADGGTLVMTYISGVVNEHDLTYTGGWHPDLQAIFGVEP

LETDTLYPKDRNAVSYRSQTYEMKDYATVIDVKTASAEAVYQEDFYARTPAVTSHQY
LETDTLYPKDRNAVSYRSQIYEMKDYATVIDVKTASVEAVYQEDFYARTPAVTSHEY

QOGKAYFIGARLKDQFHRDFYEGLITDLSLSPVFPVRHGKGVSVQARQDQODNDYIFV
OOGKAYFIGARLEDQFQRDFYEGLITDLSLSPVFPVRHGKGVSVQARQDQDNDYIFV

MNFTEEKQLVTFDHSVKDMMTGDILSGDLTLEKYEVRIVVNTH
MNFTEEKQLVTFDQSVKDIMTGDILSGDLTMEKYEVRIVVNTH

Figura 3.5. Comparacion de la secuencia aminoacidica deducida a partir de
la secuencia del gen lacA clonado en el plasmido pBSU con la depositada con
el n° de acceso NC_000964 de NCBI. Los aminoacidos que diferencian a
ambas secuencias han sido destacados con sombreado.

1.2.3. Secuenciacion del gen lacZ

Como en los casos anteriores, seleccionamos dos clones del
plasmido pBUL para secuenciar, a partir de los oligonucleétidos T7
y T3 del vector y tres oligonucledtidos internos, el fragmento de
ADN clonado.
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Los datos obtenidos a partir de las reacciones de
secuenciacion se analizaron informaticamente, comprobando que
el inserto del plasmido generado estaba compuesto por 3 027 pb y
su secuencia nucleotidica era idéntica a la secuencia del gen lacZ
depositado en la base de datos del NCBI (n° de acceso: M55068).

Segun la secuencia obtenida, el gen clonado codificaria una
proteina de 1 008 aminoacidos, con una masa molecular deducida
de 114 190,5 Da. Dado que esta proteina seria idéntica a la
descrita en la base de datos, esperamos que el producto del gen

lacZ clonado en el vector pBUL fuese una [(-galactosidasa

funcional.
Lacz (pBUL) R I I I I MSNKLVKEKRVDQADL
Lacz (M55068) .............................. MSNKLVKEKRVDQADL

AWLTDPEVYEVNTIPPHSDHESFQSQEELEEGKSSLVQSLDGDWLIDYAENGQGPVNEY
AWLTDPEVYEVNTIPPHSDHESFQSQEELEEGKSSLVQSLDGDWLIDYAENGQGPVNEY

AEDFDDSNFKSVKVPGNLELQGFGQPQYVNVQYPWDGSEEIFPPQIPSKNPLASYVRYF
AEDFDDSNFKSVKVPGNLELQGFGQPQYVNVQYPWDGSEEIFPPQIPSKNPLASYVRYF

DLDEAFWDKEVSLKEDGAATAIYVWLNGHEVGYGEDSFTPSEFMVTKE LKKENNRLAVA
DLDEAFWDKEVSLKFDGAATAIYVWLNGHEFVGYGEDSFTPSEFMVTKEF LKKENNRLAVA

LYKYSSASWLEDQDFWRMSGLEFRSVTLQAKPRLHLEDLKLTASLTDNYQKGKLEVEANTI
LYKYSSASWLEDQDFWRMSGLFRSVTLQAKPRLHLEDLKLTASLTDNYQKGKLEVEANT

AYRLPNASFKLEVRDSEGDLVAEKLGPIRSEQLEFTLADLPVAAWSAEKPNLYQVRLYL
AYRLPNASFKLEVRDSEGDLVAEKLGP IRSEQLEFTLADLPVAAWSAEKPNLYQVRLYL

YOAGSLLEVSRQEVGFRNFELKDGIMYLNGQRIVEFKGANRHEFDSKLGRAITEEDMIWD
YOAGSLLEVSRQEVGFRNFELKDGIMYLNGQRIVFKGANRHEFDSKLGRAITEEDMIWD

IKTMKRSNINAVRCSHYPNQSLFYRLCDKYGLYVIDEANLESHGTWEKVGGHEDP SENV
IKTMKRSNINAVRCSHYPNQSLFYRLCDKYGLYVIDEANLESHGTWEKVGGHEDP SENV

PGDDQHWLGASLSRVKNMMARDKNHASILIWSLGNESYAGTVFAQMADYVRKADPTRVQ
PGDDQHWLGASLSRVKNMMARDKNHASILIWSLGNESYAGTVFAQMADYVRKADPTRVQ

HYEGVTHNRKEDDATQIESRMYAPAKVIEEYLTNKPAKPEFISVEYAHAMGNSVGDLAAY
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HYEGVTHNRKEFDDATQIESRMYAPAKVIEEYLTNKPAKPEFISVEYAHAMGNSVGDLAAY

TALEKYPHYQGGF IWDWIDQGLEKDGHLLYGGDFDDRPTDYEFCGNGLVFADRTESPKL
TALEKYPHYQGGF IWDWIDQGLEKDGHLLYGGDEFDDRPTDYEFCGNGLVFADRTESPKL

ANVKALYANLKLEVKDGQLFLKNDNLFTNSSSYYFLTSLLVDGKLTYQSRPLTFGLEPG
ANVKALYANLKLEVKDGQLFLKNDNLETNSSSYYFLTSLLVDGKLTYQSRPLTFGLEPG

ESGTFALPWPEVADEKGEVVYRVTAHLKEDLPWADEGF TVAEAEEVAQKLPEFKPEGRP
ESGTFALPWPEVADEKGEVVYRVTAHLKEDLPWADEGF TVAEAEEVAQKLPEFKPEGRP

DLVDSDYNLGLKGNNFQILFSKVKGWPVSLKYAGREYLKRLPEFTFWRALTDNDRGAGY
DLVDSDYNLGLKGNNFQILEFSKVKGWPVSLKYAGREYLKRLPEFTFWRALTDNDRGAGY

GYDLARWENAGKYARLKDISCEVKEDSVLVKTAFTLPVALKGDLTVTYEVDGRGKIAVT
GYDLARWENAGKYARLKDISCEVKEDSVLVKTAFTLPVALKGDLTVTYEVDGRGKIAVT

ADFPGAEEAGLLPAFGLNLALPKELTDYRYYGLGPNESYPDRFEGNYLGIYQGAVKKNE
ADFPGAEEAGLLPAFGLNLALPKELTDYRYYGLGPNESYPDRLEGNYLGIYQGAVKKNE

SPYLRPQETGNRSKVRWYQLFDEKGGLEF TANGADLNLSALPYSAAQIEAADHAFELTN
SPYLRPQETGNRSKVRWYQLFDEKGGLEFTANGADLNLSALPYSAAQIEAADHAFELTN

NYTWVRALSAQMGVGGDDSWGQKVHPEFCLDAQKARQLRLVIQPLLLK
NYTWVRALSAQMGVGGDDSWGQKVHPEFCLDAQKARQLRLVIQPLLLK

Figura 3.6. Comparacion de la secuencia aminoacidica deducida del gen lacZ
clonado en el plasmido pBUL, que es idéntica a la depositada con el n° de
acceso M55068 de NCBI.

1.3. Construccion de los plasmidos de expresion
en Pichia pastoris

Una vez cumplido nuestro primer objetivo, clonar genes de
B-galactosidasas, el siguiente paso en nuestro plan de trabajo era
obtener un método de produccidon de estas enzimas utilizando un
sistema de expresion que cumpliera dos requisitos principales: alto
rendimiento y facilidad de purificacién de la proteina expresada.
Por las caracteristicas que se han descrito en “Materiales vy
métodos” (ver apartado 9.2), Pichia pastoris es un hospedador

para expresiéon heterdloga de proteinas que se adaptaba a
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Pst|
GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GCA GIG TTA AAA ACC
Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Ala Val Leu Lys Thr

—
Factor a mbgA

., s

P

BstX 1
> Factor a

Bgl 1l

Figura 3.7. Plasmido pBT19 disenado para la expresion del gen mbgA en
Pichia pastoris. Se muestra ampliada la zona de la fusién entre el péptido
senal del factor a y el gen mbgA.
nuestros requerimientos. Es un sistema bien caracterizado que
generalmente permite un alto rendimiento de expresion y que,
gracias a la posibilidad de dirigir la produccién de la proteina de
interés al medio extracelular, facilita la purificacion de dicha
proteina. Para utilizar P. pastoris como hospedador en los

experimentos de expresion de los genes de [B-galactosidasas
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clonados, en primer lugar, tuvimos que construir plasmidos de
expresion adecuados.

Pstl
GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GCA GTA AAG CTT GAA
Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Ala Val Lys Leu Glu

Factor a lacA

S PST S HinDIL EcoRV

EcoRV

BstX 1

Factor o

EcoR'V
Sal 1

Figura 3.8. Plasmido pBT17 construido para la expresion en Pichia

pastoris del gen lacA. Se muestra mas detalladamente la zona de la fusién
entre el factor a y el gen lacA.

Para ello, seleccionamos el plasmido comercial pPICZaB (ver
“Materiales y métodos”). Este plasmido posee el promotor Paoxi
fusionado al péptido sefal del factor a de Saccharomyces
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cerevisiae, lo que dirige la proteina fusionada a esta secuencia al

medio extracelular.

A continuacion existe una secuencia policonectora con varias

|\\

dianas para enzimas de restriccion y para completar el “cassette”

Pst|
GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT GCA GIG AGC AAT AAG
Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala Ala Val Ser Asn Lys

Factor a lacZ

HinD III

HinD III

Factor o

Figura 3.9. Plasmido pBTS0, construido para la expresion en Pichia
pastoris del gen lacZ . También se muestra la zona de la fusiéon entre el
factor a y el gen lacZ.

de expresion, el terminador de la transcripcidn Taoxi-
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Utilizamos los sitios de corte Pst I/Xba 1 del policonector
mencionado para introducir fragmentos Pst I/Xba 1 aislados de los
plasmidos pBME, pBSU y pBUL.

De esta forma obtuvimos tres vectores de expresion en P.
pastoris que presentaban una fusién traduccional entre el factor a
y el gen de la B-galactosidasa de Bacillus megaterium (pBT19, fig.
3.7), B. subtilis (pBT17, fig. 3.8) y Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus (pBT50, fig. 3.9).

Posteriormente, se realizd una seleccion de transformantes
por resistencia a zeocina. Obtuvimos entre 50 y 100 colonias
resistentes a zeocina en cada una de las transformaciones,
colonias que fueron sembradas de nuevo en medo selectivo con

zeocina para descartar la existencia de falsos transformantes.
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1.4. Expresion de los genes de las -
galactosidasas en Pichia pastoris

Para establecer las condiciones de incubacién de los
transformantes obtenidos, se realizd un ensayo de expresion
preliminar (ver apartado 9.2 de “Materiales y métodos”) con un
clon seleccionado al azar de cada grupo de transformantes: tBT19,
tBT17 y tBT50; portando los plasmidos pBT19, pBT17 y pBT50
respectivamente. Estos tres transformantes, junto a la cepa
control X-33, se cultivaron en 25 ml de medio BMMY hasta
alcanzar una DOgg = 2. En este punto, se recogieron las células
por centrifugacion y se resuspendieron en medio de induccidn de la
expresion (BMMY), con una concentracion de metanol del 0,5%
(v/v) en el medio de cultivo, y se tomaron muestras de 1 ml de
cada uno de los cultivos. Estas muestras se utilizaron para valorar
la actividad B-galactosidasa (ver apartado 13 de “Materiales y
métodos”) presente en los sobrenadantes de los cultivos de los
tres transformantes y en los distintos tiempos de induccién (0, 24,
48, 72 y 96 h). Mediante este ensayo, pudimos determinar que el
maximo nivel de actividad B-galactosidasa se obtenia, en los tres
transformantes, a las 72 h de incubaciéon en condiciones de

induccidén (resultados no mostrados).

Una vez conocido el tiempo de induccién adecuado para
nuestros estudios, se realizd un ensayo de expresion en las
mismas condiciones descritas para el ensayo preliminar. En esta
ocasidn se seleccionaron varios transformantes al azar de cada uno
de los grupos: 12 transformantes portadores del gen mbgA de B.
megaterium (tBT19-1 a 12), 28 transformantes portadores del gen

lacA de B. subtilis (tBT17-1 a 28) y 10 transformantes portadores
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del gen lacZ de L. d. bulgaricus (tBT50-1 a 10). Una vez
transcurridas 72 h de fermentacién en condiciones de induccién de
la expresion, con una concentracién de metanol del 0,5% (v/v), se
obtuvieron muestras de sobrenadantes y células de cada uno de

los cultivos.

Para comprobar el nivel de expresion de los genes de B-
galactosidasas de los distintos transformantes, en primer lugar,
determinamos la concentracion de proteinas totales en las
muestras de sobrenadantes, y a continuacion, realizamos un
ensayo de actividad B-galactosidasa frente a oNPG (ver apartado
13 de “Materiales y métodos”) con las mismas muestras de

sobrenadantes mencionadas.

Tanto los resultados de concentracion de proteinas
extracelulares, como los valores de actividad enzimatica,
demostraron que los tres grupos de transformantes producian las

enzimas de interés y en estado activo.

En el caso de los transformantes que expresaban la enzima
B-galactosidasa de B. megaterium (tBT19’s), todos los clones
mostraron una concentracion extracelular de proteina similar,
cercana a 0,130 mg/ml (Fig. 10A). Excluyendo las proteinas
nativas de P. pastoris (dato extraido del control X-33), pudimos
determinar que la B-galactosidasa codificada por el gen mbgA se
producia en una concentracion de 0,050 mg/ml,
aproximadamente. Esta enzima demostrd ser activa en todos los
transformantes ensayados, observandose valores de actividad B-
galactosidasa situados entre 1,9 y 2,5 U/ml (Fig. 3.10B).
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Figura 3.10. A) Concentracion de proteina extracelular (mg/ml) producida
por los transformantes tBT19. B) Actividad (-galactosidasa (U/ml) presente
en el sobrenadante de los transformantes tBT19.

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados con las
muestras de sobrenadantes de los transformantes tBT17
(portadores del gen /acA de B. subtilis), fueron similares a los
descritos para los transformantes tBT19. Pudimos determinar

valores de concentracidon de proteina asociados al producto del gen
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lacA en torno a 0,050 mg/ml, sin diferencias significativas entre los
distintos transformantes (Fig. 3.11A).

A 0164
0,14 -

0,12 +
0,10 -
0,08 -
0,06 -

mg/ml

0,04 -
0,02 +

0,00 -
- ® 1L N~ O - ®© L N~ O - O W’ I
- v - - - N & QO

x33

Clones tBT17

U/ml

0 i
L L e Ly LT T L LTl .I

Figura 3.11. A) Concentracion de proteinas extracelulares (mg/ml)
producida por los transformantes tBT17. B) Actividad p-galactosidasa
(U/ml) presente en el sobrenadante de los transformantes tBT17.
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Figura 3.12. A) Concentracion de proteinas extracelulares (mg/ml)
producidas por los clones tBTS0. B) Actividad P-galactosidasa (U/ml)
presente en el sobrenadante de los transformantes tBTS0.

La pB-galactosidasa producida en estos transformantes
también demostré ser activa en todos ellos. Los valores de
actividad enzimatica oscilaron entre 1,5 y 2,2 U/ml (Fig. 3.11B);
excepto en dos transformantes en los que los resultados se
situaron por encima de la media (3 U/ml en el transformante
tBT17-11) y por debajo de la misma (1 U/ml en el transformante
tBT17-25).
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El tercer grupo de transformantes estudiados (tBT50), que
portaban el gen lacZ de L. d. bulgaricus, mostraron de nuevo
resultados similares a los otros dos grupos. La concentracion de
proteina extracelular asociada a la B-galactosidasa expresada en
este caso fue cercana a 0,050 mg/ml en todos los clones (Fig.
3.12A). Los datos de actividad enzimatica se situaron entre 2 y 2,2
U/ml, también sin revelar diferencias significativas entre los

distintos transformantes ensayados (Fig 3.12B).

Los resultados obtenidos con todos los transformantes
estudiados demostraban que P. pastoris era un organismo
adecuado para la produccion de las B-galactosidasas microbianas
objeto de estudio. Sin embargo, aunque en todos los casos
obtuvimos enzimas activas en el medio extracelular, los valores de
actividad por ml de medio y de concentracion de proteinas fueron

mas bajos de los que esperdbamos.

Un hecho que podria explicar los bajos valores de expresion
podria ser una ineficiente secrecion de las enzimas sintetizadas en
los clones estudiados. Para comprobar esta posibilidad, obtuvimos
extractos proteicos de las muestras de células de todos los
transformantes cultivados en condiciones de expresidén, vy
determinamos la actividad [-galactosidasa frente a oNPG
utilizando alicuotas de estos extractos. Calculando la actividad
enzimatica total presente, tanto en las muestras de células como
en los sobrenadantes de medio de cultivo, observamos que la
mayor parte de la actividad PB-galactosidasa se encontraba, en
todos los transformantes estudiados, en la fraccion intracelular
(Figs. 3.13, 3.14 y 3.15).
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Figura 3.13. Distribucion de la actividad B-galactosidasa (% sobre el total)
en las fracciones intra y extracelular de los transformantes tBT19.

Dado que P. pastoris carece de B-galactosidasa endogena,
esta actividad enzimatica detectada en los extractos celulares de
todos los transformantes puede asociarse a las enzimas exdgenas
producidas.

Nuestros resultados revelaron que, en el mejor de los casos,
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Figura 3.14. Distribucion de la actividad B-galactosidasa (% sobre el total)
en las fracciones intra y extracelular de los transformantes tBT17.

s6lo el 25% de la actividad B-galactosidasa se encontraba en el
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medio extracelular, por lo que asumimos que la baja produccién de
los tres enzimas de interés en P. pastoris se debia a una ineficiente
secrecion de los enzimas sintetizados en las levaduras

hospedadoras.

Los bajos valores de actividad B-galactosidasa, tanto extra-
como intracelular, que determinamos en las muestras de los
transformantes estudiados no nos permitirian realizar los estudios
de sintesis de GOS que nos planteamos como uno de los objetivos
de este trabajo. Ademas, debido a la localizacion intracelular de la
mayor parte de la actividad B-galactosidasa, la obtencién del
enzima para los estudios de sintesis de GOS implicaria utilizar
procedimientos de rotura de células y, posiblemente, procesos de

purificacion posteriores.

Obligados a renunciar a uno de los requerimientos que
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Figura 3.15. Distribucion de la actividad B-galactosidasa (% sobre el total)
en las fracciones intra y extracelular de los transformantes tBT50.

establecimos para nuestro sistema de expresidn, que facilitara la

purificacion posterior de los enzimas, decidimos utilizar un
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organismo hospedador para expresidn intracelular, pero de mas
facil manejo y crecimiento mas rapido que P. pastoris; en
principio, que permitiera una expresiéon mas eficiente de genes de

origen procariota: Escherichia coli.

1.5. Obtencion de la cepa de expresion E. coli
BL21(DE3)w

Como alternativa al sistema de expresion realizado en Pichia
pastoris, elegimos el sistema inducible con IPTG, formado por los
pldsmidos pET (Stratagene, La Jolla, EE.UU.) y como hospedador
la cepa E. coli BL21(DE3) (ver “Materiales y métodos”). Sin
embargo, este sistema nos planted un problema: E. coli produce
una B-galactosidasa propia codificada por el gen lacZ (3 075 pb).

Para solventar este inconveniente, decidimos inactivar dicho
gen en la cepa E. coli BL21(DE3) mediante mutacion y seleccion.
Para ello, en nuestro laboratorio, se sometié esta cepa a una
exposicién a nitrosoguanidina en unas condiciones que indujeron
entre un 95% y un 99% de mortalidad. Tras analizar la existencia
de actividad B-galactosidasa, en medio sdlido en presencia de X-
gal (ver apartado 13 de “Materiales y métodos), en unas 2 000
colonias, se obtuvo un clon que carecia de la coloracion azul propia
de clones con [-galactosidasas activas (Adrio y Navas-Parejo,

comunicacion personal).

Para corroborar la inexistencia de una [p-galactosidasa
activa, realizamos un ensayo de actividad en medio liquido frente a
oNPG (ver apartado 13 de “Materiales y métodos”) mediante el
cual no se detectd actividad B-galactosidasa en el clon aislado.

Adicionalmente, se resolvid en un gel de poliacrilamida
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desnaturalizante una muestra de un extracto celular del clon
aislado, y pudimos comprobar que habia desaparecido la banda

correspondiente a la B-galactosidasa de E. coli.

Por Gltimo, para caracterizar la o las mutaciones que habian
provocado el cambio genotipico en el clon seleccionado, se
amplific6 su gen JlacZ usando como molde ADN gendémico y
utilizando la ADN polimerasa Pfu. Los cebadores lacZcoli-D vy
lacZcoli-R fueron disefiados a partir de la secuencia depositada en
la base de datos del NCBI (n°® de acceso: NC000913)

correspondiente a la cepa K-12 de la misma especie.

El fragmento resultado de la amplificacién tenia un tamafio
gue se ajustaba al esperado (3 075 pb) y fue ligado al plasmido
pZErO-2 (ver “Materiales y métodos”). Posteriormente, se
secuencié el inserto de este vector y pudimos localizar una
mutacion en la posicidon 2 452 que generaba un codén de fin (TAG)
en el lugar que correspondia al codon (CAG) del GIn 818, por lo
que se formaria una proteina truncada de 93 108,7 Da e inactiva.

El clon obtenido, denominado E. coli BL21(DE3)w, carecia de
una B-galactosidasa activa, por lo que se consideré un hospedador
adecuado para los siguientes experimentos de expresion
heterdloga de B-galactosidasa.

1.6. Construccion de los plasmidos de expresion
para E. coli BL21(DE3)w

Una vez que disponiamos de una cepa hospedadora

adecuada, el siguiente paso en nuestro plan de trabajo fue
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construir los plasmidos de expresiéon en E. coli BL21(DE3)w que

portaran los tres genes de B-galactosidasas clonados.

1.6.1. Construccion del plasmido para la expresion del
gen mbgA de Bacillus megaterium en E. coli BL21(DE3)w

Para realizar la expresion del gen mbgA de B. megaterium
se escogid el plasmido pET11, el cual es un vector de expresion
gue contiene el promotor del gen 10 del bacteriéfago T7, el cual
promueve altos niveles de transcripcién (ver apartado 2 de
“Materiales y métodos”). Escogimos la version pET11d (Fig. 2.2),
con lugares de clonacién Nco I/BamH I, porque el gen mbgA posee
una diana interna para la enzima de restriccion Nde I, y esta diana
es el lugar de clonacién de las otras versiones de los plasmidos
pET11d.

Para obtener el inserto, el gen mbgA fue amplificado por
PCR usando la ADN polimerasa AHF2 (Clontech, EE.UU) con
cebadores especificos (pBT19-NcoI-D y pBT19-BamHI-R), y como
molde el plasmido pBT19. Los cebadores contenian dianas
especificas para las enzimas de restriccion Nco I y BamH I, de
modo que tras ser digerido el producto de la PCR, y ser purificado,
se ligo de forma dirigida al vector pET11d.
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Nco I
ACT TTA AGA AGG AGA TAT ACC ATG GTA AAA ACC GGC
Met Val Lys Thr Gly

Promotor mbgA

Figura 3.16. Plasmido pBT144 construido para la expresion en E. coli del

gen mbgA de B. megaterium. Se muestra en detalle la region

correspondiente a la fusiéon del gen mbgA al promotor del gen 10.

La construccion obtenida se denominé pBT144 (Fig. 3.16).

Se secuencio la regidn correspondiente al extremo 5’ del gen mbgA
a la fusién a partir del oligonucledtido T7 del vector y pudimos
comprobar que la fusion entre el promotor del gen 10 y el gen
mbgA era correcta (Fig. 3.16).
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1.6.2. Construccion del plasmido pBT143 para la
expresion del gen lacA de Bacillus subtilis en E. coli

BL21(DE3)w
De igual forma que en el caso anterior, escogimos el
plasmido de expresion pET11d (Fig. 2.2), con lugares de clonacién
Nco I/BamH 1, ya que el gen lacA de B. subtilis también posee una
diana para la enzima de restriccion Nde I en su secuencia. Para
Nco I

ACT TTA AGA AGG AGA TAT ACC ATG GTG TCA AAG CTIT
Met Val Ser Lys Leu

Promotor lacA

., -
&

Neol " HinD 1l

EcoRV

Figura 3.17. Plasmido pBT143 disefiado par la expresion en E. coli de la
B-galactosidasa de B. subtilis. Se muestra la region de fusién del gen lacA
y el promotor del gen 10.
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obtener el inserto, el gen lacA fue amplificado por PCR usando la
ADN polimerasa AHF2 (Clontech, Palo Alto, EE.UU.) con cebadores
especificos (pBT17-Ncol-D y pBT17-BamHI-R), y como molde el
pldsmido pBT17. Los cebadores contenian dianas especificas para
las enzimas de restriccion Nco I y BamH I, de modo que tras ser
digerido el producto de la PCR, y ser purificado, se ligdo de forma
dirigida al vector pET11d.

La construccion obtenida se denominé pBT143 (Fig. 3.17).
Pudimos comprobar que la fusion entre el promotor del gen 10 vy el

gen lacA era correcta tras secuenciar dicha regién (Fig. 3.17).

1.6.3. Construccion del plasmido pBT145 para la
expresion del gen lacZ de Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus en E. coli BL21(DE3)w

En este Ultimo caso, utilizamos el plasmido pET11c, con
lugares de clonacion Nde I/BamH 1, ya que el gen lacZ posee
dianas para la enzima de restriccion Nco I en su secuencia. Para
obtener el inserto, el gen /acZ fue amplificado por PCR usando la
ADN polimerasa AHF2 (Clontech, Palo Alto, EE.UU.) con cebadores
especificos (pBT50-Ndel-D y pBT50-BamHI-R), y como molde el
plasmido pBT50. Los cebadores contenian dianas especificas para
las enzimas de restriccion Nde I y BamH I, de modo que tras ser
digerido el producto de la PCR, y ser purificado, se ligd de forma

dirigida al vector pET11c.

La construccién obtenida se denominé pBT145 (Fig. 3.18) y
tras secuenciar, utilizando el oligonucleétido T7, pudimos
comprobar que, al igual que en los casos anteriores, la fusion entre

el promotor del gen 10 y el gen lacZ era correcta (Fig. 3.18).
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Nde I
ACT TTA AGA AGG AGA TAT CAT ATG AGC AAT AAG TTA
Met Ser Ser Asn Leu

e e =
Promotor lacZ y

HinD III

Figura 3.18. Plasmido pBT145 para la expresion en E. coli del gen lacZ de
L. d. bulgaricus. Se muestra en detalle la fusion del gen lacZ al promotor
del gen 10.
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1.7. Expresion en Escherichia coli de los genes
de las pB-galactosidasas

Las construcciones pBT144, pBT143 y pBT145, portando los
genes de las B-galactosidasas de B. megaterium, B. subtilis y L. d.
bulgaricus, se utilizaron para transformar E. coli BL21(DE3)w. De
cada una de las transformaciones se seleccionaron 12, 11 y 9
transformantes respectivamente. Como primer paso para realizar
la expresién de los genes clonados, se prepararon cultivos de los
clones seleccionados y la cepa control E. coli BL21(DE3)w en 10 ml
de LB con ampicilina. Estos cultivos se incubaron durante 16
horas, a 37°C y en aerobiosis (250 rpm), transcurrido este tiempo,
se utilizaron 500 pl para inocular cultivos de 5 ml de LB de cada
uno de los clones y se incubaron en matraces de 50 ml durante
dos horas a 37°C y a 250 rpm en aerobiosis. Tras este periodo, se
anadié IPTG a una concentracién final de 1 mM y se incubaron los
cultivos durante 3,5 horas en las mismas condiciones. A
continuacion se centrifugd el volumen completo de cada uno de los
cultivos para recoger las células. Estas muestras se emplearon
para obtener extractos crudos rompiendo las células con perlas de
vidrio. Después de determinar la concentracion de proteina de
cada una de las muestras, se realizd un ensayo enzimatico para
valorar la actividad B-galactosidasa frente a oNPG (ver apartado

13 de “Materiales y métodos”) presente en los extractos obtenidos.

Los resultados obtenidos mostraron que los genes de -
galactosidasas introducidas en los tres grupos de transformantes
eran expresadas en forma de enzimas activas en todos los casos.
Este resultado concordaba con la presencia de bandas proteicas,

del tamafio esperado para la B-galactosidasa expresada en cada
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caso, detectadas mediante una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes de extractos proteicos de un transformante de

cada grupo seleccionado al azar (Fig. 3.19).

kDa B sub nf B.meg  Ld. bul E.col M kDa
200 — ] — 200
1162 — — ""!""" - “!- — 116,2
74— | - . — 974
662 — T - o — 66,2
45 — — -— — 45

Figura 3.19. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de
extractos proteicos de los transformantes: (B. sub) tBT143-1, (M) marcador
de masa molecular (“Broad SDS-Page Unstained Standard, Bio-Rad), (B.
meg) tBT144-1, (L.d. bul) tBT145-1 y (E. col) E. coli BL21(DE3)w. Con una
flecha se senala la banda correspondiente a la -galactosidasa expresada.

A diferencia de lo que ocurria en Pichia pastoris, los
resultados de actividad enzimatica obtenidos entre clones
expresando una misma [(-galactosidasa presentan sensibles
diferencias. En los transformantes tBT144, que portaban la B-
galactosidasa de B. megaterium, los valores de actividad oscilaban
entre 5 y 11 U/ml de extracto (Fig. 20A). En el caso de los
transformantes tBT143, expresando la [-galactosidasa de B.
subtilis, estos valores se situaron entre 3,8 y 7,2 U/ml.
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s, A: clones tBT144 (B.subtilis)

B: clones tBT143 (B. megaterium)

_ N W A~ O N ™

01 C: clones tBT145 (L.d. bulgaricus)

Figura 3.20. Actividad B-Galactosidasa presente en extractos acelulares de
los transformantes tBT144 (A), tBT143 (B) y tBT145 (C) tras un periodo de
induccién de 3.5 horas.

Los mejores resultados en cuanto a actividad B-
galactosidasa, se obtuvieron con los transformantes tBT145, que
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expresaban la B-galactosidasa de L. d. bulgaricus. En estos
transformantes, los valores de actividades oscilaron entre las 5
U/ml de extracto que presentd el transformante tBT50-1 y las 60

U/ml de extracto del transformante tBT50-9.

Con estas comprobaciones damos por conseguido nuestro
objetivo de expresar las B-galactosidasas clonadas.

2. Purificacion parcial y determinacion de la
masa molecular de la B-galactosidasa lacA de
Bacillus subtilis.

Debido a que el sistema de expresién elegido inicialmente,
basado en la produccion extracelular de las enzimas en Pichia
pastoris, no mostré la eficiencia esperada, tuvimos que recurrir a

un sistema de expresion intracelular utilizando E. coli.

La obtencion de muestras enzimaticas a partir de
precipitados celulares ocasionaba que las soluciones de -
galactosidasa expresadas contuvieran también una elevada
cantidad de proteinas intracelulares de E. coli. Por esta razon,
creimos necesario poner a punto un sistema de purificaciéon para
disponer de las enzimas [-galactosidasas relativamente
concentradas y limpias a partir de los extractos acelulares. Para
estos experimentos, decidimos utilizar extractos de la 8-
galactosidasa LacA de B. subtilis producida en E. coli BL21(DE3)w,
por ser la primera PB-galactosidasa expresada en el presente

trabajo en dicho hospedador.

Para disponer de suficiente cantidad de muestra para los
procesos de purificacién, se realizd un cultivo del transformante

tBT143-2, clon que habia mostrado el mayor nivel de expresién de
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la B-galactosidasa de Bacillus subtilis en los anteriores

experimentos, en un volumen de medio LB de 250 ml.

Primero se preparé un preindculo en 50 ml de LB con
ampicilina y se incubd toda la noche en agitacion (250 rpm) a
379C. Posteriormente, con 12,5 ml de este cultivo se inocularon
250 ml de LB. Este nuevo cultivo fue incubado durante 2 h a 250
rpm a 37°C. Al terminar este periodo se le anadié IPTG a una
concentracion final de 1 mM. El cultivo, en presencia de inductor
de la expresién, fue incubado a 37°C en agitacion (250 rpm)
durante 20 h.

Una vez finalizado el cultivo, se recogieron las células por
centrifugacién. El precipitado de células se resuspendié en 3 ml de
tampdn Z con glicerol 10% y EDTA 1 mM. Se afiadieron perlas de
vidrio y para llevar a cabo la ruptura mecanica de las células se
tratdé la mezcla con un agitador de tubos durante 10 pulsos de 15"
alternando con 15" de incubaciéon en hielo. Por Ultimo, la muestra
se centrifugd durante 15 min a 11 000 rpm y a 4°C para poder
obtener un sobrenadante con la fraccion de proteinas. Se tomd
una muestra de este extracto para posteriores ensayos y se
empled el resto (2 ml) para los procedimientos de purificacidon que

a continuacién se detallan.

El método de purificacion elegido fue la cromatografia de
afinidad porque es uno de los procedimientos mas especificos. En
nuestro caso utilizamos una columna de agarosa-p-aminofenil-3-
D-tiogalactésido (Sigma Chemical, EE.UU.) a cuyos residuos

galactésido se une de forma especifica la B-galactosidasa.
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Figura 3.21: Actividad B-galactosidasa y concentracion de proteina en las
distintas fracciones recogidas durante el proceso de purificacion mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna de agarosa-p-aminofenil-g-
D-tiogalactésido.

Para llevar a cabo la purificacion se equilibré una columna
con 3 ml de fase estacionaria con 25 ml de tampdn Z y se hicieron

pasar 2 ml del extracto crudo por la columna (eluido).

A continuacidon se eluyeron las proteinas no unidas a la
columna con 6 ml de tampdén Z (lavado), y por ultimo, se
desprendieron las proteinas ligadas a la matriz haciendo pasar 6
ml de borato sddico 0,1 M pH 10 por la columna. Durante esta fase
se recogieron fracciones de 0,5 ml cada una. Dado el alto pH de la
solucion de borato que podria afectar a la actividad enzimatica se
llevé a cabo un proceso de ultrafiltracion (filtros Ultrafree 50kDa
UFV5BQKO00, Millipore) y posterior dilucion en tampén Z. Por
ultimo, para regenerar la matriz, se realizé un lavado final con 30
ml de NaCl 0,5 M.

Una vez finalizado el proceso de purificacion, se analizaron
las diferentes fracciones obtenidas, determinando su concentracion

de proteina total y cuantificando la actividad B-galactosidasa frente
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a oNPG que presentaban. Ademas, se desarrollé una electroforesis
en condiciones desnaturalizantes de 10 ul de cada una de las

fracciones mencionadas.

Fraccién B-gal (U) prot (mg) % act % prot Factor
Extracto 21,963 4,980 100,0 100 1,00
Fraccion 3 3,137 0,223 14,3 4,5 3,20

Tabla 3.1. Parametros de la purificacion parcial por cromatografia de afinidad
con agarosa de la B-glalctosidasa LacA de B. subtilis.

El andlisis de las diferentes fracciones obtenidas del
experimento de purificacion mostré que la B-galactosidasa de B.
subtilis habia sido desprendida de la columna de afinidad en las
fracciones 2 a 7 principalmente. En estas fracciones residia el 38%
de la actividad enzimatica y el 22% de la proteina total, siendo la
fraccion 3 la que mayor concentracion de enzima mostré (6,27
U/ml) que constituia el 14,3% de la actividad total (Figs. 3.21 y
Tabla 3.1)

La informacion existente en la literatura, principalmente
aportada por los estudios bioquimicos de Vikha et al. (1987),
establece una masa molecular de 105 kDa para la enzima lacA de
B. subtilis. Este valor difiere significativamente de |los,
aproximadamente, 80 kDa que mostraba la enzima lacA expresada
en Escherichia coli y sometida a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (Fig. 3.19), siendo este Uultimo valor mas
cercano a la masa molecular que se calcula (79 021 Da) de la

secuencia aminoacidica deducida del gen /acA.
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Figura 3.22. Gel desnaturalizante de poliacrilamida en el que se analizan 10
ul de las fracciones recogidas durante la purificaciéon con columna de afinidad:
(a) fraccion recogida tras pasar el extracto por la columna; b) lavado con
tampon Z; c) marcador de masa molecular (“Broad SDS-Page Unstained
Standard, Bio-Rad, EE.UU.); d) a i) fracciones 1 a 6 reacogidas durante la
elusion de la columna con borato sédico.

Para calcular la masa molecular, en estado nativo, de la
proteina producida en nuestros experimentos, decidimos realizar
un estudio mediante cromatografia de filtracion en gel. Utilizamos
un sistema de FPLC (“Fast Protein Liquid Chromatography”)
Aktaexplorer (Amersham Pharmacia Biotech) equipado con una
columna de agarosa entrecruzada Superose™ 12 HR 10/30 que se
caracteriza por tener un limite de exclusién de 2-10° M, y un rango

de separacién éptimo de 1 000 a 3-10° M,.

La columna se equilibré con solucién tampén (fosfato sddico
50 mM, pH 7, 0,15 M NacCl) y se inyectaron 200 pl de muestra
obtenida de la fraccion 3 del experimento de purificacion por
afinidad descrito en el apartado anterior. A continuacion, la
muestra se liberd con un flujo de 0,3 ml/min de la misma solucién

tampédn. Las proteinas liberadas se detectaron en linea mediante la
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medida de la absorbancia a 280 nm. Se recogieron fracciones de
0,5 ml.

Las fracciones recogidas se utilizaron para realizar un
ensayo de actividad B-galactosidasa, frente a oNPG, en tubo (ver
apartado 13 de “Materiales y métodos”). La fraccion que poseia el
mayor contenido de la enzima LacA correspondié con un volumen

de elucion de 13,23 ml.

Con este valor obtenido (V) junto a los valores de volumen
muerto de la columna (Vo = 9 ml) y el volumen total de tampdn de
desprendimiento (V¢ = 24 ml) calculamos la constante K, (Ka =
Ve-Vo)/Vi-Vy) obteniéndose un valor de 0,282.

El dato de K,, obtenido se interpolé en una recta de
calibrado determinada con los valores de K,, de las proteinas de
masa molecular conocida (Amersham Biosciences UK Limited,
Reino Unido): ribonucleasa A (15 800 Da), ovalbumina (49 400
Da), aldolasa (191 000 Da) y catalasa (215 000 Da) frente al
logaritmo de la masa molecular de cada una de ellas (Tabla X). De
esta se calculdé una masa molecular de la enzima lacA de B.

subtilis, en condiciones nativas, de 80,07 kDa (Figura 3.23).

V elucién Kav Masa mol. Log Mm
Ribonucleasa A 15,40 0,427 15,8 1,199
Ovalbimina 13,67 0,311 49,4 1,694
Aldolasa 12,12 0,208 191 2,281
Catalasa 12,05 0,203 215 2,332
LacA (B. subtilis) 13,23 0,282 80,07 1,903
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Figura 3.23. Recta patron de Kav frente a log de la masa molecular de las
proteinas patron.

3. Sintesis de GOS

Una vez expresadas las distintas p-galactosidasas, el
siguiente paso era analizar su capacidad de sintesis de galacto-
oligosacaridos. Para ello escogimos la B-galactosidasa que era
producida en mayor cantidad: la p-galactosidasa de L. d.
delbrueckii.

Por medio de estudios preliminares con preparaciones de -
galactosidasa comerciales se habia establecido que Ia
concentracidon optima de enzima para una reaccién de sintesis de

GOS era de 10 U/g lactosa. Con esta concentracién de enzima lacZ
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se realizé un ensayo de sintesis de GOS en biorreactores Biostat Q
(Braun, Frankfurt, Alemania) (Moreno y Merino, comunicacién
personal) con 300 ml de agua estéril, pH 6, 50°C y 40% (p/v)
lactosa. La reaccidn se mantuvo en agitacién (300 rpm) durante

96 h y se fueron tomando muestras de 10 ml periédicamente.

Dada la no existencia de patrones de GOS, asumimos como
este tipo de oligosacarido todo compuesto con un tiempo de
retencion diferente de los tiempos de retencion de la lactosa,
glucosa y galactosa (Fig. 3.24). Para la cuantificacion de los
compuestos considerados GOS, se utilizd un patréon de fructo-
oligosacaridos (fructosil-nistosa). Este método cuantitativo esta
respaldado por el hecho de que todos los oligosacaridos generan

una respuesta similar al ser detectados por el indice de refraccion.

El analisis de las diferentes muestras tomadas a lo largo de
la reaccién de sintesis de GOS, reveld que, en las condiciones
ensayadas, la B-galactosidasa de L. d. bulgaricus era capaz de
sintetizar hasta 148 g/l de GOS tras 48 h de reaccién. Esta
concentracion correspondia a un 35% (p/p) del total de azlcares
presentes en la reaccion (Fig 3.25). El resto de productos de la
reaccion fueron glucosa (26,8%), galactosa (9,1%) y un 29,1% de

lactosa que no actué como sustrato.

La composicion de las muestras tomadas a lo largo de la
reacciéon se determind mediante HPLC utilizando un equipo “HPLC
2695 Alliance” acoplado a un detector de indice de refraccidn.
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Figura 3.24. Cromatogramas de una muestra de la reaccién de sintesis de
GOS a las 0, 6, 24 y 48 horas desde el inicio de la reaccion. Pueden
identificarse los picos correspondientes a la galactosa, glucosa y lactosa. El
resto de picos que aparecen en el cromatograma se consideran asociados a
diferentes tipos de GOS generados en la reaccion.

Se utilizdé como fase estacionaria una columna “MCI GEL

(CKOS8E) 300 x 8,0 mm, y agua como fase mdavil. Se inyectaron 10

139



III.Resultados y Anélisis

Ml por muestra diluida veinticinco veces, la temperatura del

detector fue de 50°C y la medida se realizé por areas.
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Figura 3.25. Porcentaje de galacto-oligosacaridos con respecto al producto
total (p/p) de la reaccién realizada por la enzima lacZ.
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4. Inactivacion de la proteina lacA de B. subtilis

4.1. Mutacion dirigida: obtencion del mutante
tBT17lacA-

La enzima B-galactosidasa de B. subtilis, codificada por el
gen lacA, pertenece a la familia 42 de las glicosidasas. Las enzimas
agrupadas en esta familia presentan, caracteristicamente, un
residuo de Glu como aminoacido nucleofilico. El anadlisis de la
secuencia del gen /acA clonado en nuestro laboratorio permitié
identificar el aminoacido Glu situado en la posicion 322 como
posible centro nucleofilico. En la reaccién de hidrdlisis, la molécula
de galactosa se une a este residuo nucleofilico formando el
intermediario galactosil-enzima (Fig. 1.3). La sustitucién del sitio
activo carboxilado nucleofilico por un aminoacido de cadena no
nucleofilica resulta en una enzima de plegamiento correcto pero
gue es hidroliticamente inactiva (Mackenzie et al., 1998), ya que
no puede formar el intermediario galactosil-enzima. Sin embargo,
como el resto del sitio activo permanece inalterado, se ha visto
gue puede catalizar la unién de un derivado glicosidico activado,
con el que se puede formar el intermediario galactosil-enzima, a

un azlcar aceptor apropiado.

Con el fin de comprobar si la enzima lacA de B. subtilis
podria ser utilizada como base para obtener una enzima
glicosintasa, se disefid un experimento de mutacién dirigida.
Decidimos sustituir el aminoacido potencialmente localizado en el
centro activo, el Glu 322, por una Ala, cuya cadena lateral no es
nucleofilica, y posteriormente analizar la actividad hidrolitica del

mutante resultante.

El vector pBT143, plasmido de expresion del gen lacA de

141



III.Resultados y Anélisis

Bacillus subtilis en Escherichia coli (Fig. 3.17), se utilizd como
molde en los procesos de mutacidon dirigida, utilizando el kit
comercial “Quick-change® Site-Directed Mutagenesis Kit”. La
enzima utilizada para la PCR fue la ADN polimerasa PfuTurbo® y
los cebadores de las reacciones fueron los oligonucledtidos pBT17-
NcoI-D y pBT17-BamHI-R (Tabla 2.1).

El inserto del plasmido resultante (pBT143/acA™) fue
secuenciado, confirmandose el cambio del coddén GAG,
correspondiente al aminoacido en posicion 322, por el codon GCG.
De este modo, en la proteina resultante se habria sustituido el

acido glutdmico (322) por una alanina.

4.2. Expresion y caracterizacion de la §f-
galactosidasa mutada expresada a partir del
plasmido pBT143lacA-

El plasmido pBT143/acA” fue utilizado para transformar
Escherichia coli BL21(DE3)w. Posteriormente, se realizd una
seleccion de transformantes por resistencia a ampicilina. Y por
ultimo, se hizo una comprobacion adicional de la resistencia a
ampicilina para descartar falsos transformantes. Ademaés, se
realizé un ensayo cualitativo de actividad B-galactosidasa en medio
sOlido (ver apartado 13 de “Materiales y métodos”) de modo que
adicionalmente pudimos comprobar que los clones obtenidos no

eran capaces de hidrolizar X-gal.

Se realizd un ensayo de expresion (ver apartado 9.1 de
“Materiales y métodos”) con tres transformantes seleccionados al
azar. Para ello, en primer lugar, se prepararon cultivos de los

clones seleccionados, un transformante portador del plasmido con
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el gen sin mutar (pBT143) y la cepa control sin plasmido E. coli
BL21(DE3)w en 10 ml de LB con ampicilina. Estos cultivos se
incubaron durante 16 horas, a 37°C y en aerobiosis (250 rpm),
transcurrido este tiempo, se utilizaron 500 ul para inocular cultivos
de 5 ml de LB de cada uno de los clones y se incubaron en
matraces de 50 ml durante dos horas a 37°C y a 250 rpm en

116,25 kDa
97,4 kDa l l
66,2 kDa 5 e

-
45 kDa

Figura 3.26. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida de
extractos proteicos de las cepas: BL21(DE3)w (a), marcador de masa
molecular (“Broad SDS-Page Unstained Standard (Bio-Rad, EE.UU.)) (b),
tBT143lacA (c) y t1BT143lacA (d). Con una flecha se senala la banda
correspondiente a la $-galactosidasa expresada.

aerobiosis. Tras este periodo, se afiadié IPTG a una concentracion
final de 1 mM y se incubaron los cultivos durante 3,5 horas en las
mismas condiciones. Por ultimo, se centrifugd el volumen completo
de cada uno de los cultivos para recoger las células. Estas
muestras se emplearon para obtener extractos crudos rompiendo

las células con perlas de vidrio.
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Alicuotas de las muestras obtenidas se desarrollaron en un
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). El resultado de esta electroforesis nos permitié observar
una banda proteica, no presente en la cepa control BL21(DE3)w
sin plasmido, del tamafo esperado para la B-galactosidasa (80
kDa) tanto en el transformante control tBT143/acA como en los
transformantes tBT143/acA (Fig. 3.26).

Después de determinar la concentracion de proteina de cada
una de las muestras, se realizé un ensayo enzimatico para valorar
la actividad B-galactosidasa frente a oNPG en tubo (ver apartado
13 de “Materiales y métodos”) presente en los extractos obtenidos.
Se pudo comprobar que los clones con el gen mutado habian
perdido la actividad hidrolitica (Fig. 3.27).

U/ml
S

w tBT143lacA t1BT143lacA-  t2BT143lacA-  t3BT143lacA-

Clones

Figura 3.27. Comparacion de la actividad (-galactosidasa de los extractos
crudos de la cepa control BL21(DE3)w, de la cepa productora de la enzima
lacA activa y de tres clones de la cepa productora de la enzima lacA inactiva.
Tal y como esperabamos, segun nuestro planteamiento
tedrico, la sustitucién del aminoacido nucleofilico del centro activo

de la B-galactosidasa codificada por el gen /acA, generd enzimas
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hidroliticamente inactivas. A continuacién, se deberia comprobar la
capacidad de las enzimas producidas por los transformantes
tBT143/acA™ de sintetizar oligosacaridos utilizando como sustratos
un derivado glicosidico activado (“donador”) y un disacarido
(“aceptor”). Sin embargo, la no disponibilidad de monosacaridos
activados adecuados, y la dificultad técnica de sintetizar estos
compuestos por via quimica, hizo que no pudiéramos realizar estos
ensayos durante el periodo de trabajo experimental dedicado a la

elaboracién de esta memoria.

5. Obtencion de variantes termoestables de la
proteina lacZ de L. d. bulgaricus mediante
evolucion dirigida

Recapitulando los resultados anteriores, hasta este punto se
han clonado y expresado tres B-galactosidasas, y con una de ellas,
la enzima LacZ de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus, se ha
conseguido sintetizar galacto-oligosacaridos (GOS).

Una de las dificultades técnicas que impiden mejorar el
rendimiento en reacciones de sintesis de GOS es que se requieren
altas concentraciones de lactosa. La preparacion de soluciones con
altas concentraciones de este sustrato estd limitada por su
solubilidad (180 gr/l a 20°C, 320 gr/l a 40°C). Un incremento de la
temperatura de reaccién incrementaria la solubilidad de la lactosa,
y por lo tanto, incrementaria el rendimiento de la reacciéon de
sintesis de GOS. Este incremento de temperatura esta limitado por

la temperatura maxima a la que las enzimas utilizadas en las
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reacciones de sintesis de GOS son estables. Asi, el objetivo Ultimo
de la presente tesis fue generar una proteina, por mutacion y
seleccion (evolucion dirigida), a partir de la proteina salvaje, que
tuviera mayor termoestabilidad que su predecesora. Una mayor
estabilidad permitiria realizar reacciones a mayor temperatura, con
lo cual se podria incrementar la concentracion de lactosa en el
medio y como resultado se obtendrian mayores cantidades de
GOS.

Como sujeto de los ensayos de evolucion dirigida se escogio
la B-galactosidasa lacZ de L. d. bulgaricus porque fue la enzima
que se expresdé mas eficientemente en el sistema de expresion
disefiado en E. coli, y porque demostrd, en nuestros ensayos, ser

capaz de sintetizar GOS con buenos rendimientos.

La evolucion dirigida comprende dos fases: generacion de
diversidad molecular y blsqueda de las proteinas, generadas a
partir de estas secuencias, que cumplan las funciones deseadas de

acuerdo a un criterio especifico.

5.1. Generacion de variantes del gen lacZ de L.
d. bulgaricus por mutacion aleatoria

La primera opcion elegida para la generacién de variantes
del gen LacZ de L. d. bulgaricus fue utilizar la cepa E. coli XL1-Red
(Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Esta cepa se caracteriza por ser
deficiente en tres de las primeras rutas de reparacion del ADN, por
lo que acumula mutaciones producidas durante la replicacion,
tanto del genoma bacteriano como del ADN exdgeno. El sistema
consiste en introducir un plasmido portador del gen de interés en
esta cepa hospedadora para que cuando se produzca la replicacion

del plasmido no se reparen las posibles mutaciones que se hayan
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producido en el gen de interés. El acimulo de mutaciones es cada
vez mayor a medida que se mantiene el cultivo de la cepa con el

gen de interés en su interior.

Se transformd la cepa E. coli XL1-Red con el plasmido
pBT145 (Fig. 3.18), y se mantuvo el cultivo en LB con ampicilina
durante cinco dias a 37°C en agitacion (250 rpm). Cada 24 h se
recogié una muestra de cultivo de 1 ml de la que se aisldé el ADN
plasmidico. Tras secuenciar los insertos de los plasmidos de diez
clones del quinto dia de cultivo, para analizar la tasa de mutacion
obtenida, pudimos comprobar que la tasa media de mutacién era
inferior a 0,1 cambios por kilobase, lo cual era insuficiente para
nuestros experimentos. Por este motivo, decidimos descartar este

sistema de generacidon de variantes.

Para la generacion de variantes del gen LacZ de L. d.
bulgaricus se selecciond, finalmente, el sistema Mutazyme™ de
Stratagene (La Jolla, EE.UU.) y el sistema de clonacién dirigida
Champion™ PpET Direccional TOPO® de Invitrogen (Carlsbad,
EE.UU.). ElI motivo que nos condujo a utilizar el sistema
Mutazyme™ para generar mutaciones al azar es que permite
controlar el nimero de mutaciones puntuales, producidas por una
ADN polimerasa disefiada para generar errores, variando
simplemente la cantidad de ADN molde utilizado en la reaccién de
PCR. El sistema de clonacion escogido permitia ademas que los
fragmentos de ADN producidos en la PCR mutagénica fueran
ligados de forma dirigida y con alta eficiencia a los vectores
pET101/D-TOPO, evitando que se generaran plasmidos sin inserto,
gracias al sistema basado en la actividad topoisomerasa (ver
“Materiales y métodos”).
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En primer lugar, el gen lacZ de L. delbrueckii bulgaricus fue
amplificado por PCR usando la ADN polimerasa PfuTurbo®
(Stratagene, La Jolla, EE.UU.) con cebadores especificos (Der vy
Pum), y como molde el plasmido pBT145. A continuacion, este
fragmento de ADN se ligd de forma dirigida al vector pET101/D-
TOPO (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.), generando el plasmido que
nos sirvié como control en los experimentos de “screening” (pGAL,
fig. 3.28). Adicionalmente, analizamos 10 transformantes de esta
construccién y comprobamos que todos tenian el inserto adecuado,

por lo que asumimos una eficiencia de ligacién cercana al 100%.

Nco 1

HinD III

HinD III
T7/lacO

pG AL lacZ
8,78 kb

pBR322 ori

Nco 1

Kpnl

Figura 3.28. Esquema del plasmido de expresion pGAL.
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Antes de proceder con la generacion de variantes,
realizamos un ensayo cualitativo previo de expresién con un clon
portador del plasmido pGAL utilizando X-Gal como sustrato para la
detecciéon de la actividad B-galactosidasa en medio sélido (ver
apartado 13 de “Materiales y métodos”). Efectivamente, pudimos
confirmar la presencia de actividad B-galactosidasa en las células
tras ser incubadas 16 horas en placas de LB sélido con IPTG, X-Gal

y ampicilina.

Para la generacion de variantes del gen /acZ, se planifico la
reaccion de PCR mutagénica para que se produjeran de 2 a 7
cambios nucleotidicos por kilobase, que es lo que se ha descrito
como una tasa de mutacién adecuada para los ensayos de

evolucién dirigida (Wan et al, 1998).

Para ello, se realizé una PCR en las mismas condiciones que
para la construccion del plasmido control, pero utilizando la ADN
polimerasa Mutazyme™ y 1 ng del pldsmido pBT145 como molde
de partida. Como producto de esta PCR obtuvimos fragmentos de
ADN del tamafio del gen /acZ. A continuacidn, purificamos dichos
fragmentos y los utilizamos como insertos en una reaccion de
ligacion con el vector pET101/D-TOPO. Obtuvimos un conjunto de
pldsmidos portadores de supuestas variantes del gen lacZ. Esta
mezcla se utilizd para transformar por electroporacién la cepa E.
coli BL21(DE3)w. Se seleccionaron diez transformantes al azar
para comprobar la eficiencia de la ligacién y, por secuenciacion, la
eficiencia de mutacion del proceso de mutagénesis. Se comprobo
que el 100% de los plasmidos eran portadores del inserto
adecuado y las variantes obtenidas tenian una tasa de mutacion de
1,2 mutaciones por kilobase. Esta tasa de mutacion no era
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suficiente para proseguir con nuestros experimentos, asi que

decidimos incrementar dicho parametro.

Para incrementar la tasa de mutacion se aisld por “miniprep”
el ADN plasmidico de un cultivo inoculado con todos los clones
obtenidos en la reaccion de transformacidn previamente
mencionada. Esta preparacion de ADN, formada por una mezcla de
pldsmidos conteniendo variantes del gen lacZ de L. d. bulgaricus,
fue utilizada como molde en una nueva reaccién de PCR con el
sistema Mutazyme™. Tras repetir el mismo procedimiento descrito
anteriormente, se obtuvo una tasa de mutacién de 2,5 mutaciones
por kilobase para este nuevo conjunto de transformantes. Esta

tasa de mutacion se considerd adecuada.

5.2. Seleccion de variantes termoestables
(“Screening”)

El primer paso que se dio para poner a punto las condiciones
del “screening” fue establecer la temperatura de seleccién de las
variantes termoestables. Para ello se realiz6 una serie de estudios
previos con la cepa control, E. coli BL21(DE3)w (pGAL), la cual
expresaba la B-galactosidasa de L. delbrueckii bulgaricus sin
mutar. Tanto en los ensayos previos que a continuacion
describiremos, como en los experimentos de “screening”,
decidimos utilizar directamente cultivos de los clones de E. coli
expresando las variantes enzimaticas en los ensayos de actividad
B-galactosidasa. De esta forma simplificamos el método

experimental, evitando la obtencion de extractos celulares.

Con la cepa control se realizd un ensayo de expresion en
matraz con un periodo de induccién de 16 horas (ver “Materiales y

métodos”) y un volumen de cultivo de 10 ml. Posteriormente,
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distintas fracciones de este cultivo, de 50 upl cada una, fueron
sometidas a un gradiente de temperatura, comprendido entre
600°C y 70°C, durante 5 min en un termociclador i-cycler de Bio-
Rad Laboratories (Hercules, EE.UU.). Escogimos un tiempo de
incubacion corto para facilitar, posteriormente, el procesamiento

de numerosas muestras.

Por ultimo, se realizd un ensayo de actividad B-
galactosidasa utilizando los 50 ul incubados a diferentes
temperaturas como muestra enzimatica, siguiendo el
procedimiento habitual descrito en “Materiales y métodos”
(apartado 13) para placas de 96 pocillos utilizando oNPG como

sustrato e incubando las reacciones a 37°C.

Actividad residual (%)

0 T T T T T : : )
60,8 62 632 644 656 66,8 68 69,2 704

Temperatura (2C)
Figura 3.29. Representacién grafica de la actividad P-galactosidasa de la

enzima LacZ expresada en E. coli tras ser sometida a un gradiente de
temperatura durante 5 min.

Pudimos comprobar que la actividad [-galactosidasa

residual, tras la incubacion a diferentes temperaturas, de la cepa
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control descendia a partir de los 60°C hasta que a 70°C

desaparecia casi totalmente (Fig. 3.29).

|\\

Para que el “screening” fuera lo suficientemente sensible
decidimos establecer la temperatura de seleccion a 65°C, donde la
actividad residual se sitla ligeramente por encima del 50%

(respecto a la actividad residual de la muestra incubada a 60°C).

Una vez establecidas las condiciones de incubacion,
iniciamos los experimentos de seleccion de variantes
termoestables. Como hospedador para la expresion de las
variantes del gen lacZ se utilizé la cepa de E. coli BL21(DE3)w. Se
llevaron a cabo diez transformaciones con el ADN plasmidico
purificado previamente obteniéndose aproximadamente 10 000
transformantes. Cuatro mil de estos transformantes se inocularon
en 1 ml de LB con ampicilina e IPTG con ayuda de un robot picador
de colonias “QPix2" (Genetix, Hampshire, Reino Unido); y se
incubaron en placas de 96 pocillos, de 2 ml de volumen, durante
48 horas a 28°Cy 250 rpm.

A continuacion, se realizd por duplicado un ensayo de
actividad B-galactosidasa frente a oNPG, utilizando como muestra
enzimatica 50 pl de los cultivos de los clones “variantes” obtenidos
previamente. Una de las réplicas se realizd con la muestra
enzimatica sometida a una incubacion a 65°C durante 5 min
(muestra “tratada”), mientras que la otra réplica se realizé con la
muestra enzimatica sin incubar (muestra “control”). En ambos
casos, se afadieron 50 pl de oNPG (4 mg/ml) a la muestra
enzimatica, se incubd a 37°C durante 20 min y se paro la reaccion
anadiendo 100 pl de Na,CO3; 1 M (Fig. 3.30). A continuacion se
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realizé una lectura de la absorbancia a 415 nm y a 595 nm, de

cada una de las reacciones.

A) B)

Figura 3.30. Imagen de las placas de “screening” del ensayo de
termoestabilidad: (A) muestra “control” y (B) muestra “tratada”.

Con los valores de absorbancia de las muestras control y de
las muestras tratadas de los 4 000 clones analizados se aplicaron

las siguientes formulas:

DO415 (|n|C|a|) -f DO595 (|n|C|a|)

Actividad inicial (A;) =
D0595 (lnlClal)

DOg;s (residual) - f DOsgs (residual)
Actividad residual (A,) =

DO595 (|n|C|a|)

Como se puede deducir de estas expresiones, la actividad
inicial (A;) se calculé basandonos en la cantidad de 2-nitrofenol
liberado durante la hidrélisis del oNPG producida por la “muestras
control”. Para determinar este dato se realizd una lectura a 415
nm, longitud de onda a la que absorbe el 2-nitrofenol pero también
los restos celulares. Para corregir este error se resta al valor de

DO4i5 el valor obtenido en una lectura a 595 nm (elementos
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celulares) ajustado por un factor de normalizacién (f) que varia en
cada ronda de clones analizados (DO4;5 - f DOses). En cada
experimento utilizamos controles negativos (sin actividad B-
galactosidasa) para calcular “f”, y este valor lo aplicamos a todos
los transformantes de dicho experimento. De modo que para un
clon que no muestre actividad B-galactosidasa DOy;5 — f DOsg5 = 0.
Para normalizar el resultado de actividad enzimatica con respecto
al niumero de células de la muestra se divide por la lectura a 595
nm, longitud de onda a la que absorben las células.

La actividad residual (A,) la calculamos por la cantidad de 2-
nitrofenol liberado durante la hidrélisis del oNPG durante 20 min a
37°C, por las “muestras tratadas”. Para determinar este dato se
realiza una lectura a 415 nm, y al igual que en el caso anterior le
restamos el valor obtenido en una lectura a 595 nm, ajustada por
un factor de normalizacion (f). En este caso, para normalizar el
resultado de actividad enzimatica respecto al niumero de células,
tomamos el valor de DOsgs de las muestras control
correspondientes, porque tras ser sometidas a 65°C gran parte de
las células de las muestras tratadas, se disgregan y la lectura en
este caso a 595 nm no aporta un resultado fiable indicativo de la

concentracién celular.

Una vez obtenidos los datos de A; y A,, estos valores se
utilizaron para calcular la proporcién obtenida entre la actividad
inicial y la actividad residual (A/A;), dato que nos da una
estimacion de la estabilidad. Dado que es una relacion entre la
actividad mostrada por alicuotas del mismo cultivo, este indice de
estabilidad corrige las diferencias en actividad debidas a la

variacion en la expresién de la proteina.
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Puesto que se observd la aparicion de varias decenas de
variantes potencialmente mejoradas no se siguieron procesando
mas transformantes, siendo los analizados en total 4 000. En
conjunto se realizaron dos rondas de analisis de 2 000 variantes
cada una. Establecimos por cuestiones practicas que el 1,5% de
las variantes que tenian mayor relacion A/A; (el umbral lo pusimos
en 2,55) fueran seleccionados para la siguiente fase del

“screening” (en total 60 clones) (Fig. 3.31).

4,5 +

Ar/Ai

1 1001 2001 3001

Clones

Figura 3.31. Indice de termoestabilidad (A:/Aj) de los clones analizados. Con
una linea negra continua se senala el umbral de actividad que se eligi6 para
considerar una variante como positiva para pasar a la segunda fase del
“screening”.

La segunda fase del “screening” de termoestabilidad
consistido en realizar un estudio mas preciso, con los 60 clones
seleccionados para confirmar la termoestabilidad de las B-
galactosidasas que expresaban dichos clones, y tratar de
establecer la temperatura de resistencia de cada transformante.

Para ello se realiz6 un ensayo de termoestabilidad incubando
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alicuotas de cultivos de los 60 clones a diferentes temperaturas,
dentro de un gradiente entre 60°C y 70°C. De este experimento se
obtuvieron resultados que nos permitieron seleccionar los clones
en los que se producia un descenso de la actividad residual, a lo
largo del gradiente de temperatura de incubacion inferior al
producido en la cepa control. Seis de las sesenta variantes
obtenidas produjeron un perfil de termoestabilidad mejor que los
controles (Fig. 3.32) mostrando un mayor porcentaje de actividad
residual que la cepa control a temperaturas cercanas a la
temperatura de seleccién de la primera fase de “screening” (65°C)

y a temperaturas superiores (68 y 69°C).

V505
= == =V{057
= =A= =Vi{118

V1402
90% = =mX= =Vi405 —
= =0 = V{853
s G0Nt 1 O

110%

70%

50%

30% -

10% T T T T T T T
62,0 63,0 64,0 65,0 66,0 67,0 68,0 69,0 70,0

Temperatura (2C)

Figura 3.32. Actividad residual de las seis variantes seleccionadas con
respecto a la media de los controles, a lo largo de un gradiente de
temperatura.

A continuacion, y para descartar que la mayor

termoestabilidad mostrada por los clones aislados se debiera a un
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efecto protector de las células sobre las p-galactosidasas
expresadas, repetimos el ensayo anterior pero utilizando extractos
crudos obtenidos a partir de precipitados celulares de los clones
seleccionados, e incubando las muestras en un rango de

temperaturas mas estrecho (55-65°C).

El porcentaje de conservacion de actividad fue superior en
todas las variantes con respecto a los controles a lo largo de todo

el rango de temperaturas (Fig. 3.33).

100
95
---¢--- V505
£ 90 <. .m--- V1057
©
2 “eaxoo- V1118
3 -eeXe - V1402
g 80 ---@ .- V1405
o
= N e XX e
37 +-- V1853
Control
70
65 1 ; ; ; ; ‘
55 57 59 61 63 65

Temperatura (°C)

Figura 3.33. Actividad residual en los extractos de las seis variantes
seleccionadas con respecto a la media de los controles a lo largo de un
gradiente de temperatura.

5.3. Identificacion de mutaciones en las
variantes termoestables

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de clones
termoestables identificados en nuestros experimentos de

“screening” parecian indicar que, efectivamente, habiamos
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obtenido seis variantes de la B-galactosidasa de L. d. bulgaricus
mas termoestables que la enzima salvaje. Nuestro siguiente
objetivo fue identificar las posibles mutaciones responsables del
cambio fenotipico observado. Para ello, se obtuvo, mediante
“minipreps”, ADN plasmidico de las variantes seleccionadas. Los
insertos que portaban estos plasmidos fueron secuenciados a
partir de los oligonucleétidos T7 y T7terminador del vector, y tres
oligonucledtidos internos. El anélisis de las secuencias nos permitié
localizar una mutacion en cada uno de los insertos de los
pldsmidos obtenidos de las variantes V505, V1057, V1118, V1402
y V1853. En todos ellos, las mutaciones generaron un cambio de
coddn, por tanto, de aminoacido en la proteina deducida (Tabla
3.2). En el clon V1405, la secuencia del inserto del plasmido
purificado reveld la existencia de tres mutaciones, generando sélo
dos de ellas un cambio de aminoacido en la proteina deducida
(Tabla 3.2). En la figura 3.34 se recogen todos los cambios

aminoacidicos descubiertos en los clones analizados.

Variante Posicion Sec. salvaje Sec. variante Cambio
505 714 AAG AGC Lys — Ser
1057 359 GGC GCC Gly — Ala
1118 996 CGC CTC Arg — Leu
1402 82 AGC TGC Ser — Cys
1405 359 GGC GCC Gly — Ala
361 GCT CGT Ala — Arg
967 GCC GCT Ala — Ala
1853 350 AAC CAC Asn — His

Tabla 3.2. Resumen de las mutaciones y sus posiciones localizadas en las
secuencias de los genes lacZ de las variantes termoestables.
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1 MSNKLVKEKRVDQADLAWLTDPEVYEVNTIPPHSDHESFQSQEELEEGKS 50

51 SLVQSLDGDWLIDYAENGQGPVNFYAEDFD@SNFKSVKVPGNLELQGFGQ 100

F V1402

101 POYVNVQYPWDGSEEIFPPQIPSKNPLASYVRYFDLDEAFWDKEVSLKED 150
151 GAATAIYVWLNGHFVGYGEDSFTPSEFMVIKFLKKENNRLAVALYKYSSA 200
201 SWLEDQDFWRMSGLFRSVTLQAKPRLHLEDLKLTASLTDNYQKGKLEVEA 250
251 NIAYRLPNASFKLEVRDSEGDLVAEKLGPIRSEQLEFTLADLPVAAWSAE 300

301 KPNLYQVRLYLYQAGSLLEVSRQEVGFRNFELKDGIMYLNGQRIVFKG

351 RHEFDSK'EEAHTEEDMIWDIKTMKRSNINAVRCSHYPNQSLFYRLCDKY 400

V1405
V1057, V1405

401 GLYVIDEANLESHGTWEKVGGHEDPSENVPGDDQHWLGASLSRVKNMMAR 450
451 DKNHASILIWSLGNESYAGTVFAQMADYVRKADPTRVQHYEGVTHNRKED 500
501 DATQIESRMYAPAKVIEEYLTNKPAKPFISVEYAHAMGNSVGDLAAYTAL 550
551 EKYPHYQGGFIWDWIDQGLEKDGHLLYGGDFDDRPTDYEFCGNGLVFADR 600
601 TESPKLANVKALYANLKLEVKDGQLFLKNDNLEFTNSSSYYFLTSLLVDGK 650
651 LTYQSRPLTFGLEPGESGTFALPWPEVADEKGEVVYRVTAHLKEDLPWAD 700
701 EGFTVAEAEEVA PEFKPEGRPDLVDSDYNLGLKGNNFQILFSKVKGW 750

V505

751 PVSLKYAGREYLKRLPEF TFWRALTDNDRGAGYGYDLARWENAGKYARLK 800
801 DISCEVKEDSVLVKTAFTLPVALKGDLTVTYEVDGRGKIAVTADFPGAEE 850
851 AGLLPAFGLNLALPKELTDYRYYGLGPNESYPDRFEGNYLGIYQGAVKKN 900
901 FSPYLRPOETGNRSKVRWYOLFDEKGGLEF TANGADLNLSALPYSARQIE 950
951 AADHAFELTNNYTWVEALSAQMGVGGDDSWGQKVHPEFCLDAQKAR 1000
ial v1405 V1118
1001  VIQPLLIK. 1008

Figura 3.34. Secuencia aminoacidica de la enzima lacZ salvaje y de las
variantes termoestables. Los aminoacidos conservados caracteristicos de la
familia 2 de las glicosidasas estan resaltados con fondo gris.
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5.4. Sintesis de galacto-oligosacaridos (GOS)
con las pfB-galactosidasas termoestables
generadas

Como hemos dicho previamente, una de las aplicaciones de
una B-galactosidasa mejorada en cuanto a termoestabilidad podria
ser la sintesis de galacto-oligosacaridos en reacciones a elevadas

temperaturas y con una alta concentracién de lactosa

Decidimos comprobar si las B-galactosidasas termoestables
generadas en nuestros experimentos de evolucion molecular
podrian mejorar el rendimiento en un proceso de sintesis de GOS.
Para ello, obtuvimos extractos celulares de cultivos de los seis
clones aislados, y de la cepa control E. coli BL21(DE3)w [pGAL],
mantenidos en condiciones de induccién durante 4 h.

Estos extractos se utilizaron como muestra enzimatica para
llevar a cabo dos series de reacciones de sintesis de GOS: la
primera en condiciones estandar, a 50°C con 45% (p/v) de lactosa
(Fig. 3.35), y la segunda, en condiciones de alta temperatura, a
60°C con 55% (p/v) de lactosa (Fig 3.35). En los dos grupos de
reacciones la incubacion se realizd6 a pH 6 y durante 16 h,
transcurridas las cuales se inactivaron las enzimas manteniendo la
mezcla de reaccién a 100°C durante 10 min. Alicuotas de cada una
de las reacciones se analizaron mediante HPLC utilizando el mismo
método descrito en el apartado “Sintesis de GOS” de “Resultados y
Analisis”.

Los resultados revelaron que, en las condiciones ensayadas,
las seis enzimas termoestables sintetizaban GOS con mayor

eficiencia que la enzima salvaje, en condiciones estandar (50°C y
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45% p/v de lactosa) (Fig. 3.35). En las reacciones a 60°C y 55%
(p/v) de lactosa, la eficiencia de sintesis de GOS fue mayor en
todas las muestras, incluso en la reaccidon control con la enzima
salvaje. Ademds, en tres de las variantes, V505, V1402 vy
especialmente en el caso de la variante V1405, la sintesis de GOS

fue sensiblemente mas eficiente que en la reaccion control.

25 —
20 f------mm oo
= 15
=) m 50°C
3 @ 60°C
G

Control 505 1057 1118 1402 1405 1853

Figura 3.35. Produccion de GOS de las variantes termoestables a 50°C en
una solucion al 45% de lactosa (columnas azules) y a 60°C en una solucién al

55% de lactosa (columnas rojas).
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1. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de
los genes de B-galactosidasas

1.1. Clasificacion de las B-galactosidasas
Durante la descripcion de las B-galactosidasas producidas en

este trabajo se han mencionado las familias 2 y 42 de las enzimas
glicosil hidrolasas (GH). Esta clasificacién, basada en la estructura
de los dominios se concreta en una base de datos en la que
Coutinho y Henrissat clasifican todas las enzimas activas sobre
carbohidratos (“Carbohydrate-Active enZYmes, CAZY") de
secuencia conocida. Entre ellas se encuentran las glicosil
hidrolasas (como las [B-galactosidasas), estableciendo sus

relaciones filogenéticas.

° .
Familia de N°® de Actividad enzimatica Orgamsmos‘en
licosidasas entradas conocida los que estan

g CAZY presentes
B-glucosidasa )
B-galactosidasa Prpcanotas
GH-1 622 B-manosidasa micetozoos
B-glucuronidasa hongos
B-D-fucosidasa... plantas
. nematodos
B-galactosidasa insectos
GH-2 636 B—manosiqasa peces
B-glucuronidasa anfibios
exo-B-glucosaminidasa mamiferos
GH-35 183 B-galactosidasa
GH-42 62 B-galactosidasa Procariotas

Tabla 4.1. Caracteristicas de las cuatro familias de glicosidasas en las que se
distribuyen las B-galactosidasas conocidas.

Segun esta clasificacion las B-galactosidasas estan
repartidas en cuatro familias (GH-1, GH-2, GH-35 y GH-42) que

pertenecen al clan GH-A (Tabla 4.1). Las enzimas pertenecientes a
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este clan se caracterizan por tener un dominio denominado "TIM
barrel”, que incluye el centro catalitico y por realizar la reaccion de

hidrélisis manteniendo la configuracion anomérica del sustrato.

Aproximadamente el 25% de las secuencias de B-
galactosidasas depositadas en GenBank son de bacterias acido
lacticas, y todas ellas estan incluidas en la familia 1, 2 6 42. La
familia 1 incluye ademas a las fosfo-B-galactosidasas y las B-
glucosidasas. La familia 2 contiene, entre otras, la B-galactosidasa
de Escherichia coli, la de Streptococcus thermophilus, la de
Bacillus megaterium y la de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus. La
mayoria de las B-galactosidasas conocidas en plantas y animales
pertenecen a la familia 35. Mientras que, la mayoria de las B-
galactosidasas de organismos termofilicos estan situadas en la

familia 42.

1.1.1. MbgA de Bacillus megaterium

Actualmente hay depositadas dos secuencias
correspondientes al gen de la B-galactosidasa de Bacillus
megaterium en la base de datos del NCBI (“Nacional Center for
Biotechnology Information”), con nimeros de acceso AF047824
(cepa ATCC 14581; Shaw et al., 1998) y AJ000733 (cepa DSM319;
Strey et al., 1999). La secuencia obtenida en el presente trabajo
es idéntica a la depositada con el nimero de acceso AF047824 y
similar en un 98% a la correspondiente al nimero de acceso
AJ000733. Esto es ldgico teniendo en cuenta que la cepa ATCC
14581 es equivalente a la CECT 4313%, cuyo ADN es el que se ha
utilizado como molde para amplificar el gen.

La B-galactosidasa de B. megaterium, asi como la de E. coli,
pertenece a la familia 2 de las glicosil hidrolasas. Las B-
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galactosidasas que pertenecen a esta familia comparten varias
secuencias consenso correspondientes a varios dominios descritos
como: “TIM barrel domain”, “sugar binding domain”, *N terminal
domain”, “C terminal domain” e “inmunoglobulin-like beta-
sandwich domain”. Estos dominios se han descrito basandose en la
estructura tridimensional de la B-galactosidasa de E. coli. En la
secuencia aminoacidica deducida del gen mbgA clonado se pueden
localizar las secuencias correspondientes a estos dominios, los

cuales estan conservados casi en su totalidad (Fig. 4.1).

MLKTGKKFHYTAPANGYPEWNNNPEIFQLNRSKAHALLMPYQTVEEALKNDRKSSVYYQ
SLNGSWYFHFAENADGRVKNFFAPEFSYKKWDSISVPSHWQLQGYDYPQYTNVTYPWVE
NENLEPPFAPTKYNLSVSTSVLLHLNQNGKISPCTSASKGVESAFYVWINGEFVGYSED
SFTPAEFDITSYLQEGENTIAVEVYRWSDASWLEDQDFWRMSGIFRDVYLYSTPQVHIY
DFSVRSSLDNNYEDGELSVSADILGCFEHDTQDLTFEVMLYDANGQEVLORPLQTNLSV
SDQRTVSLRTHIKSPAKWSAESPNLYTLVLSLKNAAGSIIETESCKVGE

AVONKHLFTNLNAYDFVWIVEKNGELVEKHASLLNVAPDGTDELTLSYPLYEQENEADE
FVLTLSLRLSKDTAWASAGYEVAYEQFVLPAKAAMPSVK.

IEQSLAPSETMPEIPETI
GMLFTMNAAFDSLTWYGRGPHENYWDRKTGAKLALHKGSVKEQVTPYLRPQECGNKTDV
RWATITNDQGRGFLIKGLPTVELNALPYSPFELEAYDHFYKLPASDSVTVRVNYKQMGV
GGDDSWQAKTHPDYTLYANRSYTNTFTLKPL

. “sugar binding domain”

“immunoglobulin-like beta-sandwich domain”

“TIM barrel domain”

“N terminal domain”

. “C terminal domain”

E Se han destacado en rojo los dos acidos glutamicos cataliticos

Figura 4.1. Distribucion sobre la secuencia aminoacidica deducida de la B-
galactosidasa de Bacillus megaterium de los dominios descritos para la familia
2 de las B-galactosidasas.

Los dos aminoacidos que intervienen directamente en la

catalisis, Glu 464 y Glu 531, estan el dominio conocido como “TIM
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barrel domain”. El “sugar binding domain” es el dominio que
contiene la zona de union a la galactosa. EI dominio “N-terminal
domain” se encuentra en la porcién amino-terminal de la cadena
pequefia de las B-galactosidasas diméricas. El dominio “C-terminal
domain” se encuentra en la porcion carboxi-terminal de la cadena

pequefia de las B-galactosidasas diméricas.

1.1.2. LacA de Bacillus subtilis

En B. subilis se han descrito dos secuencias que codifican
enzimas [-galactosidasas. Una de ellas, correspondiente al gen
lacA, ha demostrado codificar una enzima activa (Vikha et al.,
1987). La otra secuencia, yesZ, fue identificada durante la
secuenciacion del genoma de este organismo (Kunst et al., 1997).
Se sospecha que es una B-galactosidasa porque presenta similitud
en su secuencia con las B-galactosidasas de la familia 42.

Tras el analisis de la secuencia nucleotidica del gen clonado
en el vector pBSU se observé que el 94% de los nucledtidos son
iguales a los del gen depositado en el NCBI (n° de acceso
NC_000964) correspondiente a la cepa B. subtilis subtilis 168. Esta
variabilidad entre genes de la cepa 168 y la utilizada en el
presente trabajo (ATCC6633), no parece estar limitada a la
secuencia del gen /acA, sino que parece ser “habitual” entre estas
cepas. Comparando la secuencia de otros genes en diferentes
cepas de B. subtilis se pueden observar diferencias del 6% vy del
9% en la secuencia nucleotidica, como es el caso de los genes de
la timidilato sintasa (thyA) y el gen de la azorreductasa (azr)

respectivamente.
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En el caso de las diferencias en la secuencia del gen /acA
de la cepa ATCC6633, los cambios aminoacidicos producidos por
estas diferencias son intranscendentes en el sentido de que, o son
cambios sindnimos o afectan a aminoacidos no conservados en las
proteinas pertenecientes a la familia de esta enzima. Tan sélo un
cambio afecta a un aminoacido conservado perteneciente al
dominio responsable de la actividad catalitica, pero esta alejado de
los aminoacidos con una implicacidon directa, hipotéticamente, en
la catalisis.
MSKLEKTHVTGAKFMLHGGDYNPDQWLDRPDILADDITLMKLSHTNTFSVGIFAWSA
LEPEEGVYQFEWLDDIFERIHSIGGRVILATPSGARPAWLSQTYPEVLRVNASRVKQ
LHGGRHNHCLTSQVYREKTRHINRLLAERYGNHPALLMWHISNEYGGECHCDLCQHA
FREWLKSKYDNSLKALNHAWWTPFWSHTENDWSQIESPSPIGENGLHGLNLDWRREV
TDQTISFYENEIIPLNELTPDIPITTNFMADTPDLIPYQGLDYSKFAKHVDVISWDA
YPVWHNDWESTADLAMKVGF INDLYRSLKQQPFLLMECTP SAVNWHNVNKAKRP GMN
LLSSMOMIAHGSDSVLYFQYRKSRGSSEKLHGAIVDHDNSPKNRVFQEVAKTGETLE
RLSEVVGTKRPAETAILYDWENHWALEDAQGFAKATKRYAQTLOQQHYRTFWEHDIPV
DVITKEQDFSPYKLLIVPMLYLISEDTISRLKTFTANGGALVMTYISGIVNEHDLTY
TGGWHPDLQAIFGIEPLETDTLYPKDRNAVSYRSQTYEMKDYATVIDVKTASAEAVY
QEDFYARTPAVTSHQYQQGKAYFIGARLKDQFHRDFYEGLITDLSLSPVFPVRHGKG

VSVQARQDQDNDY IFVMNFTEEKQLVTFDHSVKDMMTGDILSGDLTLEKYEVRIVVN
TH

. “Dominio comun entre las B-galactosidasas de la familia 42”

Figura 4.2. Secuencia aminoacidica deducida a partir del gen lacA de
Bacillus subtilis clonado sobre el que se senala la secuencia conservada en
las B-galactosidasas de la familia 42.

La B-galactosidasa lacA pertenece a la familia 42 de las
glicésido hidrolasas de la que solo se ha cristalizado la enzima de
Thermus thermophilus A4 (Hidaka et al., 2002). Esta familia, al
igual que la familia 2, pertenece a la superfamilia GH-A. Sin
embargo, en la familia 42, no se han descrito dominios tan
definidos como en la familia 2. Tan sélo se ha descrito un dominio
comun formado por aminoacios conservados en la mayoria de las

B-galactosidasas pertenecientes a esta familia, sin que, hasta la
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fecha, se hayan determinado qué aminoacidos intervienen
exactamente en la actividad catalitica del enzima lacA. En la
secuencia aminoacidica obtenida a partir del gen /acA clonado se
puede localizar este dominio (Fig. 4.2).

1.1.3. LacZ de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus

La primera secuencia de este gen depositada en la base de
datos del NCBI estd compuesta por 3 024 nucledtidos (n° de
acceso: M23530) y fue clonado a partir del genoma de la cepa
B131 (Schmidt et al., 1989). Posteriormente se depositd una
secuencia compuesta por 3 027 nucledtidos (n° de acceso:
M55068), clonada esta vez a partir del genoma de la cepa ATCC
11842 (Leong-Morgenthaler et al., 1991).

El gen clonado en el presente estudio tiene una secuencia
idéntica al segundo caso (n° de acceso: M55068), y ambos se
diferencian con respecto a la primera secuencia depositada (n° de
acceso: M23530) en tan sélo la aparicion de un aminoacido
adicional (lisina) en la posicion 905. El resultado es ldgico puesto
que nuestra cepa CECT 4005" es la misma que la ATCC 11842.

La B-galactosidasa de L. d. bulgaricus, al igual que la enzima
de B. megaterium, pertenece a la familia 2 de las glicosil
hidrolasas. Tal como hemos dicho anteriormente, las -
galactosidasas que pertenecen a esta familia comparten varias
secuencias consenso correspondientes a varios dominios descritos
como: “TIM barrel domain”, “sugar binding domain”, “N terminal
domain”, “C terminal domain” e “inmunoglobulin-like beta-
sandwich domain”. En la secuencia aminoacidica deducida del gen

lacZ de L. d. bulgaricus clonado en el presente trabajo, también se
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pueden localizar las secuencias correspondientes a estos dominios,
los cuales estan conservados casi en su totalidad (Fig. 4.3). La
extensa cantidad de trabajos realizados, incluida su cristalizacion,
sobre la enzima LacZ de E. coli, han permitido determinar que hay
dos aminoécidos implicados directamente en el proceso catalitico:
Glu 461, que actia como donador de protdn, y Glu 537, que actla
como nucledfilo (Juers et al., 2001). Por similitud, estos sitios
activos corresponden con el Glu 461 y el Glu 531 de la enzima de
L. d. bulgaricus respectivamente.

MSNKLVKEKRVDQADLAWLTDPEVYEVNTIPPHSDHESFQSQEELEEGKSSLVQSLDGD
WLIDYAENGQGPVNFYAEDFDDSNFKSVKVPGNLELQGFGQPQYVNVQYPWDGSEEIFP
PQIPSKNPLASYVRYFDLDEAFWDKEVSLKFDGAATAIYVWLNGHFVGYGEDSFTPSEF
MVTKFLKKENNRLAVALYKYSSASWLEDQDFWRMSGLFRSVTLOQAKPRLHLEDLKLTAS
LTDNYQKGKLEVEANIAYRLPNASFKLEVRDSEGDLVAEKLGP IRSEQLEFTLADLPVA
AWSAEKPNLYQVRLYLYQAGSLLEVSRQEVGFE

LKLEVKDGQLFLKNDNLFTNSSSYYFLTSLLVDG
KLTYQSRPLTFGLEPGESGTFALPWPEVADEKGEVVYRVTAHLKEDLPWADEGFTVAEA
EEV,

YEVDGRGKIAVTADFPGAEEAGLLPAFGLNLALPKELTDYRYYGLGPNESYPDRF
EGNYLGIYQGAVKKNEFSPYLRPQETGNRSKVRWYQLEFDEK - GGLEF TANGADLNLSALP
YSAAQIEAADHAFELTNNYTWVRALSAQMGVGGDDSWGQKVHPEFCLDAQKARQLRLVI
QPLLLK

. “sugar binding domain”
. “immunoglobulin-like beta-sandwich domain”
I “TIM barrel domain”
“N terminal domain”
. “C terminal domain”
E Se han destacado en rojo los dos acidos glutamicos cataliticos

Figura 4.3. Distribucion sobre la secuencia aminoacidica deducida de la -
galactosidasa de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus de los dominios descritos
para las B-galactosidasas pertenecientes a la familia 2.
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2. Expresion heterdloga de B-galactosidasas

2.1. Expresion heterologa de B-galactosidasas en
Pichia pastoris

Pichia pastoris se ha revelado en la ultima década como un
sistema de expresion muy eficaz para la produccion de proteinas
heterdlogas. Esto es debido a que tiene uno de los promotores
conocidos mas eficientes y fuertemente regulados, concretamente,
el promotor derivado del gen regulado por metanol de la alcohol
oxidasa 1 (AOX1).

En general, P. pastoris no es considerado un hospedador
adecuado para expresar genes bacterianos, especialmente
utilizando la via de la secrecion extracelular. Esta limitacion se
debe a que el plegamiento, la glicosilacion y otras modificaciones
postraduccionales que lleva a cabo esta levadura, podrian afectar
gravemente a la estructura actividad de la proteina producida. Sin
embargo, 30 proteinas bacterianas han sido expresadas
exitosamente en P. pastoris (tres del género Bacillus y ninguna del
género Lactobacillus), y 18 de ellas han sido secretadas al medio

extracelular.

Un ejemplo es la a-amilasa de Bacillus licheniformis, enzima
con la que se alcanzdé un rendimiento de 2,5 g/l, de proteina
secretada, utilizando la secuencia sefial del gen SUC2 de
Saccharomyces cerevisiae para dirigir la proteina hibrida al medio
extracelular (Paifer et al., 1994). Otro ejemplo de enzima de un
organismo cercano al género Bacillus es la D-alanina
carboxipeptidasa de Geobacillus stearothermophilus. Esta proteina
se secretd al medio extracelular en P. pastoris alcanzandose una

produccién de 0,1 g/l. Se comprobé ademas que no existen
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diferencias entre la proteina producida y la proteina nativa en

estructura y actividad (Despreaux y Manning, 1993).

Hasta el dia de hoy se han expresado de forma heterdloga
con este sistema aproximadamente 447 proteinas
(http://faculty.kgi.edu/cregg/Pichia2004.htm) (Tabla 4.2).

N° de proteinas

Origen de la expresadas en Secretadas Intracelulares

proteina P. pastoris

Bacterias 30 18 12
Hongos 51 46 5
Protistas 8 4 4
Algas 4 1 3
Plantas 58 44 14
Invertebrados 36 26 10
Vertebrados 92 71 21
(no humanos)

Humano 133 108 25
Virus 16 10 6

Tabla 4.2. Proteinas expresadas heterologamente en P. pastoris.

Estos antecedentes hicieron que decidiéramos seleccionar,
como primera opcion, la levadura P. pastoris, como hospedador en
nuestros experimentos de expresion de PB-galactosidasas

bacterianas.

En los tres casos abordados en nuestros ensayos, la
expresion de cada uno de los genes bacterianos introducidos en
Pichia pastoris generd enzimas activas, con masas moleculares
aparentes en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-

PAGE), similares a las masas moleculares deducidas de la
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secuencia nucleotidica de los genes correspondientes. Este
resultado demostré que P. pastoris es un hospedador adecuado
para la expresion de las B-galactosidasas de Bacillus subtilis
(LacA), Bacillus megaterium (MbgA) y Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus (LacZ); sin que modificaciones postraduccionales que

puede llevar a cabo esta levadura generen enzimas inactivas.

En los tres genes expresados en el presente trabajo se han
obtenido las siguientes producciones medias de proteina
extracelular: 0,134 g/l para el LacA, 0,133 g/l para el MbgA y
0,129 g/l para el LacZ. Estos valores son similares a los obtenidos
para otras enzimas: 0,1 g/l para la D-alanina carboxipeptidasa de
Geobacillus stearothermophilus (Despreaux y Manning, 1993),
0,078 g/l para la neurotoxina BoNT del serotipo A y B de
Clostridium botulinum (Smith, 1998) y 0,079 g/l para la
enterotoxina del célera Ace de Vibrio cholerae (Trucksis et al.,
1997).

Por otro lado, la actividad especifica intracelular obtenida en
las tres expresiones realizadas en Pichia fue de 133 U/mg para el
MbgA, 96 U/mg para el LacA y 115 U/mg para el LacZ (Fig. 3.12.,
3.16. y 3.33). Estas cantidades de enzima no fueron suficientes
para hacer ensayos posteriores. Ademas, dichas proteinas no
fueron eficientemente secretadas (la proporcién de enzima

secretada no supera el 20% en ninguno de los tres casos).

La baja actividad detectada puede ser debida a que haya un

I\\

bajo nimero de copias del “cassette” de expresién en la cepa
hospedadora. Este problema se podria solventar seleccionando
clones con un alto nimero de copias. Otro factor que podria haber

influido es la importancia de las regiones no traducidas 5’ y 3’ del
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ARNm (UTR, “untranslated regions”), cuya soluciéon habria sido la
clonaciéon del gen con la secuencia adyacente en el extremo 3’ por
ejemplo. Existen otros factores como, el lugar y el modo de
integracién en el cromosoma del “cassette” de expresién, el
contexto del coddén de iniciacion (AUG) de la traduccion, la
naturaleza de la sefial de secrecidon, la actividad proteasa
enddgena, y la fisiologia de la cepa hospedadora, que descartamos
debido a que son independientes del gen clonado en cuestion y su
eficacia estd respaldada por numerosos trabajos (Sreekrishna et
al., 1997). Por ultimo, el medio y las condiciones de crecimiento, y
los parametros de fermentacion se podrian optimizar para

incrementar en cierta medida la productividad general del sistema.

El problema de la escasa secrecién de proteina al medio
extracelular ha sido descrita anteriormente (Cereghino y Cregg,
2000). Se ha propuesto que la proximidad de residuos de prolina a
las dianas de las peptidasas encargadas de separar el péptido
sefal de la proteina (Lys-Arg para la Kex2 y Glu-Ala para la Ste13)
puede influir en la eficiencia de dichas peptidasas.

Como se puede observar en las figuras 3.7, 3.8 y 3.9, no
aparecen prolinas en las cercanias de las dianas de las peptidasas
en nuestras construcciones. Adicionalmente, y probablemente sea
nuestro caso, la estructura terciaria formada por la proteina de
interés podria proteger dichas dianas de las respectivas proteasas.
La posibilidad de mejorar nuestro sistema habria consistido en
disefiar un péptido sefial de mayor longitud que ampliara la
distancia entre las dianas y la proteina de interés.

Este procedimiento ha sido utilizado para evitar los
problemas de secreciéon que presentaba la insulina humana al ser

producida por este sistema de expresidon (Kjeldsen et al, 1999).
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2.2. Expresion heterologa de B-galactosidasas en
Escherichia coli

Como alternativa al sistema de expresién en Pichia pastoris,
decidimos utilizar Escherichia coli como hospedador para la
produccién de las enzimas B-galactosidasas de Bacillus subtilis,

Bacillus megaterium y Lactobacillus delbrueckii bulgaricus.

Los tres genes seleccionados (lacA, mbgA y lacZ)
expresados en Escherichia coli BL21(DE3)w dieron lugar a la
produccién de proteinas del tamafio esperado (ver seccién 3.19) vy,
en los tres casos, se pudo detectar actividad enzimatica. La
produccién de enzimas heterdlogas varié entre las 5-10 U/ml de
los transformantes tBT143 y tBT144, expresando los genes de B.
subtilis y B. megaterium, respectivamente, y las 5-69 U/ml de los

transformantes tBT145, expresando el gen de L. d. bulgaricus.

A diferencia de los resultados obtenidos con el sistema de
expresion en P. pastoris; en E. coli pudimos comprobar la
existencia de diferencias significativas en el nivel de produccion
enzimatica entre distintos clones expresando la misma B-
galactosidasa. Estas diferencias fueron mas notables en el caso de
los transformantes tBT145, en los que determinamos variaciones
en los valores de actividad por mililitro de extracto celular cercanos
al 1000% (aprox. 5 U/ml en el clon tBT145-1 y 55 U/ml en el clon
tBT145-9).

2.3. Purificacion de f3-galactosidasas

En los extractos proteicos de cada una de las B-

galactosidasas expresadas heterélogamente aparecian numerosas
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proteinas propias de las células hospedadoras. Con el fin de
obtener fracciones de [-galactosidasa mas puras producidas
decidimos utilizar un sistema de purificacion basado en una
agarosa con restos tiogalactésidos por los que este tipo de enzimas

tiene afinidad.

Como resultado de la purificacién con columna de afinidad,
gue en un principio deberia haber sido altamente especifica,
obtuvimos un grado de purificacidon relativamente pobre, tal como
se puede observar por la aparicion de numerosas bandas de
proteina en el gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (Fig. 3.22).

La mejor fraccion, la nimero 3, mostré un 14,3% de la
actividad total y un 4,5% de la cantidad de proteina total. La suma
de las fracciones 2-6 constituye un 36% de la actividad total y el
21,8% de la cantidad de proteina total. Esto supone una pérdida
del 64% de la actividad inicial, a pesar de conseguir un grado de
purificacion de 3,2 para la fraccion 3 y del 1,9 para el conjunto de
las fracciones 2-6. Esta pérdida de actividad puede atribuirse al
elevado pH del tampon de elucién (borato sédico 0,1 M pH 10) que
habria afectado irreversiblemente a la actividad de la enzima

purificada.

Este sistema de purificacion no ha respondido, por su
ineficacia en relacidon a su coste, a los requerimientos esperados
para su aplicacion en nuestro laboratorio y mucho menos a nivel

industrial.
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2.4. Determinacion de la masa molecular de la
proteina lacA de Bacillus subtilis
Vikha et al. (1987) determinaron, mediante cromatografia

por filtracién en gel, una masa molecular de 215 kDa para la B-
galactosidasa producida de forma nativa por Bacillus subtilis. Este
mismo grupo estimé una masa molecular, para esta misma
enzima, de 105 kDa mediante electroforesis en un gel

desnaturalizante.

En nuestro trabajo, hemos observado claramente que la
banda correspondiente a la B-galactosidasa expresada en E. coli
estaba comprendida entre las bandas del patrén correspondientes
a 974 y 66,2 kDa. Ademas, hemos calculado mediante
cromatografia por gel-filtraciéon, una masa molecular de 80,07 kDa
para la proteina LacA nativa. Este Ultimo resultado se aproxima
mas a la masa molecular predicha por la secuencia aminoacidica:
79 022,1 Da.

Bacillus subtilis produce otra B-galactosidasa, codificada por
el gen yesZ (Kunst et al., 1997). La cadena polipeptidica calculada
a partir de la secuencia aminoacidica de esta proteina es de
74,098 kDa, valor que dista aun mas de la masa molecular
descrita por Vikha et al. (1987).

Dado que no aparece actividad B-galactosidasa en ninguna
otra fraccion de elucién se puede afirmar que la B-galactosidasa de
Bacillus subtilis es una enzima monomérica de masa molecular 79-
80 kDa valor que difiere de los valores determinados por los

investigadores citados anteriormente.
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3-Mutacion dirigida

Una de las aplicaciones directas de la mutacidn dirigida es la
confirmacion de la importancia de determinados aminoacidos como

esenciales para la actividad de la enzima.

Asi, por ejemplo, se ha confirmado que el Glu 461 de la B-
galactosidasa de E. coli, era esencial para la actividad enzimatica.
Segun el aminoacido por el que era cambiado se podia determinar
cual era el papel del Glu 461 en la catalisis (Cupples et al., 1990).
Si se sustituia por una Asp, se introducia una cadena lateral con
una carga negativa idéntica. Sin embargo, la cadena del Asp es
mas corta que la del Glu, por lo que se hacia presente una cavidad
antes inexistente. La sustitucion con Gly hacia que desapareciera
la cadena lateral al completo. Esto abria también una cavidad. En
ambos casos, esta cavidad podia colapsarse y ser rellenada. Si se
sustituia con GIn no se producia ese espacio. Si se sustituia con
His, aparecia un grupo capaz de donar electrones, y era mas
nucledfilo que el propio Glu porque la densidad electrdonica de los
nitrégenos de la His es mayor que la de los oxigenos del Glu.
Todos estos cambios producian enzimas con muy baja actividad
(menos del 0,3% del original en el mejor de los casos). Ademas,
todas las sustituciones daban lugar a enzimas menos estables
(55°C) que la salvaje. Esto no es extrafio puesto que el estado del
sitio activo en la mayoria de las enzimas es muy importante para
su estabilidad (Yao et al., 1984).

La B-galactosidasa de Thermus termophilus A4 (Hidaka et
al., 2002) es la unica glicésido hidrolasa de la familia 42 que ha
sido cristalizada hasta el dia de hoy. En ella se han descrito dos

residuos de acido glutdamico esenciales para la reaccién hidrolitica:
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Glu 141 y Glu 312.

Mediante el analisis de la secuencia aminoacidica de
regiones conservadas en la B-galactosidasa de B. subtilis (familia
42) con secuencias depositadas en bases de datos, se dedujo que
el Glu 322 podria actuar como nucledfilo en la reaccidon de
hidrdlisis.

Con el fin de confirmar esta hipotesis, se disefidé un
experimento de mutacion dirigida en dicho aminoacido,
potencialmente localizado en el centro activo, para analizar
posteriormente la actividad hidrolitica del mutante resultante. Al
expresar la proteina mutante en un sistema heterdlogo carente
actividad B-galactosidasa, se pudo comprobar que el cambio del
Glu 322 por una Ala provocaba una pérdida de la actividad

hidrolitica del enzima.

Estudios previos (Mackenzie et al., 1998), indican que la
sustitucion del sitio activo carboxilado nucleofilico por un
aminoacido de cadena no nucleofilica resulta en una enzima de
plegamiento correcto pero que es hidroliticamente inactiva, ya que
no puede formar el intermediario glicosil-enzima. Sin embargo,
como el resto del sitio activo estd intacto puede catalizar la unién
de un derivado glicosidico activado, con el que se puede formar el
intermediario glicosil-enzima, a un azlcar aceptor apropiado. Por
este motivo, uno de nuestros proximos objetivos es analizar si la
nueva enzima puede actuar como glicosintasa, y si asi fuera,

frente a qué tipo de sustratos.
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Figura 4.4. Localizacion del cambio producido sobre el aminoacido nucledfilo
Glu 322 del centro activo de la B-galactosidasa lacA de Bacillus subtilis por
una Ala sobre la estructura tridimensional del centro activo.
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Figura 4.5. Localizacion del cambio producido sobre el aminoacido nucleoéfilo
Glu 322 del centro activo de la B-galactosidasa lacA de Bacillus subtilis por
una Ala sobre la estructura tridimensional de la proteina.
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4. Obtencion, seleccion y analisis de las
variantes termoestables de p-galactosidasa
mediante evolucion dirigida.

4.1. Generacion de variantes de la §f-
galactosidasa de Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus

Tras clonar y expresar en distintos sistemas las pB-

galactosidasas lacA, mbgA, y lacZ, se decidié escoger la enzima de
L. d. bulgarigus (lacZ) para los experimentos de obtenciéon de
variantes termoestables que se han presentado en esta memoria.
Esta decisidon se sustentd en que esta enzima fue la que se expresd
mas eficientemente en E. coli, por proceder de un organismo con
reconocimiento GRAS y, como hemos demostrado en nuestros

experimentos, por ser capar de sintetizar GOS.

Una de las primeras dudas que surge a la hora de generar
una genoteca de variantes de la enzima a modificar es el grado de
mutacidon que estas variantes deben poseer con respecto al gen
salvaje. Estd descrito que para analizar la relaciéon estructura-
funcion, se genera el cambio de un solo aminoacido (1-2 cambios
nucleotidicos) por gen; mientras que para evolucion dirigida se
emplean tipicamente frecuencias de mutacién de uno a cuatro
cambios aminoacidicos (2-7 cambios nucleotidicos) por gen (Wan
et al., 1998).

Para obtener una coleccion de variantes del gen /acZ con
una tasa de mutacidon adecuada, nuestra primera opcidon fue
utilizar la cepa Escherichia coli XL1-Red. Esta cepa se caracteriza
por ser deficiente en tres de las primeras rutas de reparacion del
ADN, por lo que acumula mutaciones producidas durante la

replicacion, tanto del genoma bacteriano como del ADN exdgeno.
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Tras analizar la tasa de mutaciéon generada por este sistema y
comprobar que era baja (0,1 mutaciones por kilobase) concluimos
qgue este sistema no era el adecuado para obtener un gran namero
de variantes. Desconocemos los motivos por lo que nuestros
resultados no se han ajustado a lo descrito por el fabricante de
este sistema de generacion de variabilidad.

Nuestra segunda opcién en este sentido fue la utilizacién de
un sistema de mutacion basado en una ADN polimerasa con alto
grado de error (Mutazyme). Se realizd una primera ronda de
mutacion en la que se obtuvo una media de 1,2 mutaciones
puntuales por kilobase. Tomando como molde los genes de la
primera ronda, se hizo una segunda y definitiva ronda de mutacién
y se obtuvo una media de 2,5 mutaciones por kilobase. Dado que
el gen consta de 3 kb, se esperarian en este Ultimo caso unas 7,5
mutaciones en total, que podrian suponer entre cero y ocho
cambios aminoacidicos. La distribucion de las mutaciones a lo largo
de la cadena nucleotidica fue uniforme. La tasa de mutacion
obtenida y la distribucién de las mutaciones eran adecuadas para

nuestro experimento de evolucion dirigida.

Como resultado del andlisis de las 12 kb secuenciadas de las
variantes de la primera ronda de mutacion, se pudo calcular una
relacion (AT—-GC/GC—AT) de 1, lo cual es cinco veces superior a lo
descrito para esta polimerasa. Esta diferencia puede deberse a que
la cantidad de ADN secuenciada no sea suficiente. En un principio
no consideramos que fuera a afectar a nuestros resultados. Sin
embargo, el ratio Ts/Tv obtenido si estaba dentro de los margenes
esperados (0,8-1,2), en nuestro caso es igual a 1, sin que exista

una preferencia de la incorporacion de transiciones (purina por
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purina o pirimidina por pirimidina) sobre transversiones (purina

por pirimidina o pirimidina por purina).

4.2. Seleccion de las variantes termoestables de
la B-galactosidasa lacZ
El nimero de clones analizados y el nUmero de mutaciones

producidas han sido suficientes para obtener un nimero aceptable

de variantes positivas.

El tratamiento a temperaturas elevadas de los extractos
celulares para determinar la termoestabilidad de la proteina se ha
realizado mediante incubacion en un termociclador. Esto ha
supuesto un problema técnico debido al alto nimero de cultivos a
analizar. Sin embargo, este sistema ha permitido conseguir un
mayor control sobre la temperatura de incubaciéon en comparacion

con otros sistemas como estufas o bafios termostatizados.

El hecho de haber analizado un alto nimero de clones y de
que no se hayan obtenido falsos positivos tras tres rondas de
seleccién, nos hace concluir que el sistema de seleccién ha sido
suficientemente robusto para el presente trabajo. Si habria que
destacar el grado de sensibilidad que ha ofrecido el termociclador
ya que, nos ha permitido seleccionar variantes en las que el
incremento de la termoestabilidad sobre la proteina salvaje ha sido

tan sutil como uno o dos grados de diferencia.

La deteccion de la actividad B-galactosidasa, en la que
hemos utilizado el sustrato cromogénico oNPG, unida a la
utilizacion de espectrofotdmetro nos permitié cuantificar los
resultados obtenidos para poder discriminar con cierta fiabilidad a

las mejores variantes. Este sistema ha sido bastante constante en
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su respuesta y consideramos que también ha sido adecuado para

este sistema de seleccion.

4.3. Analisis de los cambios aminoacidicos
producidos con respecto a la mejora en la
termoestabilidad de las variantes de la f3-
galactosidasa lacZ obtenidas

4.3.1. Variabilidad natural de la
termoestabilidad de las enzimas naturales

El grado de estabilidad frente a altas temperaturas de las B-
galactosidasas puede variar enormemente (Tabla 4.3).

Tiempo de Actividad

Organismo incubacién T residual Referencia
Kluyveromyces o o Ohmiya,
lactis 24 h 45,50C 0% 1977

. . 30 min 550C 85% Anema,
Bacillus subtilis 5 min 600C 0% 1964
i . 9 min 500C 6%
Escherichia coli 1 min 550G 0% Cohn, 1950
Thermotoga 16 min 90°C 50% Kim et al.,
maritima 16 h 80°C 0% 2004

Tabla 4.3. Algunos ejemplos sobre la variabilidad del grado de estabilidad
frente a altas temperaturas de las B-galactosidasas.

Algunas enzimas como la B-galactosidada de Kluyveromyces
lactis, tienen una gran importancia industrial, a pesar de mostrar
una baja termoestabilidad. Frente a estas enzimas, las B-
galactosidasas de organimos termofilos, como Thermotoga

maritima, poseen una elevada resistencia a temperaturas
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extremas y a solventes organicos; aunque de momento su
utilizacion en la industria alimenticia estd sujeta a que sea

demostrada su inocuidad para el ser humano.

Las secuencias de enzimas hipertermofilicas y mesofilicas,
exceptuando diferencias filogenéticas, son relativamente similares
(40-85%), y generalmente, muestran estructuras tridimensionales
superponibles y comparten los mismos mecanismos cataliticos
(Vieille et &l., 1995). Esto permite explicar como, en algunos
casos, unos minimos cambios aminoacidicos en la secuencia de
una enzima pueden mejorar su estabilidad térmica sin alterar

significativamente su actividad enzimatica.

V1402 V1853 | V1405 V505 VI8

V1057
V1405

. “sugar binding domain”

. “immunoglobulin-like beta-sandwich domain”

. “TIM barrel domain”

I “N terminal domain”

. “C terminal domain”

| Cadena polipeptidica codificada por el gen lacZ

Figura 4.6. Localizacion de las mutaciones correspondientes a las distintas
variantes obtenidas mediante evolucion dirigida a partir de la proteina lacZ de
Lactobacillus delbrueckii bulgaricus.

En las variantes termoestables obtenidas en el presente
trabajo (figura 4.6) hemos localizado s6lo un cambio aminoacidico
para cada una de ellas con respecto a la secuencia de la enzima

salvaje. Tan sélo la variante V1405 presentaba dos cambios
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aminoacidicos. Estos cambios pueden haber incrementado Ia
termoestabilidad de dichas variantes de la enzima lacZ de
Lactobacillus delbrueckii bulgaricus a través de varios mecanismos

gue trataremos a continuacién.

4.3.2. Mecanismos que afectan a la
termoestabilidad

Los principales mecanismos implicados en la
termoestabilidad de una enzima son: la rigidez, la hidrofobicidad,
las fuerzas estabilizadoras intrinsecas (puentes disulfuro, puentes
salinos, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofdbicas) y las
fuerzas estabilizadoras extrinsecas (sales, altas concentraciones de
proteina, coenzimas, sustratos, activadores y estabilizadores

generales como la termamina (Vieille et al, 1996)).

Se ha pensado que la composicién aminoacidica total del
conjunto de la proteina podria influir en la termoestabilidad
enzimatica pero como se vera mas adelante esta hipdtesis aln
dista mucho de ser confirmada. Sin embargo, si se ha podido
comprobar cdmo la sustitucion “in vitro” de determinados
aminacidos ha contribuido a la mejora de la termoestabilidad de la
enzima debido a la contribuciéon puntual que puede producir su
residuo al descenso de la entropia general de la proteina. Existen
ademas, otros elementos que afectan a la termoestabilidad
relacionados con la orientacion de las hélices a, la influencia de
iones metalicos, la glicosilacion o la posicidn de las regiones Ny C

terminales.
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4.3.2.1. Rigidez

Una hipdtesis actual postula que las enzimas
hipertermofilicas son mas rigidas que sus homdlogas mesofilicas a
temperaturas mesofilicas y que la rigidez es un prerrequisito para

una proteina altamente termoestable.

Esta hipdtesis ha ido cobrando fuerza a medida que han ido
apareciendo datos experimentales (Gershenson et al., 2000;
Manco et al., 2000). También se ha propuesto que una excesiva
rigidez explicaria por qué las enzimas hiperterméfilas son a
menudo menos activas a bajas temperaturas. Se ha observado
gue al afiadir agentes desnaturalizantes (Beauchamp et al., 1997)
o detergentes (De Montigny y Sygusch, 1996) algunas de estas
enzimas se activan aunque no estén a temperaturas éptimas. Sin
embargo, en unas pocas enzimas hipertermofilicas se ha visto que
son mas activas que sus homdlogas mesofilicas a 37°C (Ichikawa y
Clarke, 1998). En estos casos, la alta actividad catalitica a
temperaturas mesofilicas sugiere que estas enzimas combinan una
flexibilidad local en su sitio activo (que es el responsable de la
actividad a bajas temperaturas) con una rigidez del resto (que es
responsable de la termoestabilidad). La existencia de estas
enzimas sugiere que la termoestabilidad no es incompatible con

una alta actividad a temperaturas moderadas (Giver et al., 1998).

En el presente trabajo, hemos aplicado el modelo de
Karplus-Schulz (1985), que predice las regiones flexibles de las
proteinas, a las secuencias de la cadena polipeptidica de la enzima
lacZ salvaje y de las variantes termoestables obtenidas. Segun las
prediucciones realizadas siguiendo este modelo se puede afirmar
gue los cambios aminoacidicos producidos en las variantes no

estan implicados en un cambio de la flexibilidad de la cadena
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polipeptidica (Fig. 4.7), con la Unica excepcién del cambio en la
posicién 350 en la variante V1853 (Fig. 4.9). Ademas, pudimos
observar que todos los cambios aminoacidicos producidos, salvo el
de la posicion 361 de V1405, se han producido sobre una region

posiblemente flexible.

Se ha estudiado la participacion de los residuos individuales
en las estructuras helicoidales como un mecanismo importante en
la estabilidad. En la comparaciéon realizada entre las estructuras
proteinicas de mesofilos e hipertermofilos (Facciano et al., 1998)
se observo que las hélices de las proteinas termofilicas son
generalmente mas estables que las de las proteinas mesofilicas.
Detectaron, ademas, que aparecian menos residuos ramificados en
B (Val, Ile y Thr) en las hélices de las proteinas termofilicas (los
residuos ramificados en B no son bien tolerados en las hélices por

su linearidad).

vi402 V1853

vios7
V1405

Regiones flexibles segtin Karplus-Schulz (1985)
Regiones alfa segtin Chou (1990)
Regiones beta segiin Chou (1990)

. Regiones de giro segtin Chou (1990)

Figura 4.7. Representacion de distintas regiones la cadena polipeptidica de la
enzima lacZ de L. d. bulgaricus atendiendo a la flexibilidad predicha por el
modelo de Karplus y Schulz (1985), y a la estructura secundaria predicha por
el modelo de Chou (1990). Se destacan con una linea vertical las posiciones
de los cambios correspondientes a cada una de las variantes.

Para poder dilucidar cédmo habrian afectado los cambios

aminoacidicos a la estructura secundaria de las enzimas, aplicamos

el modelo de Chou (1990) tanto a la secuencia aminoacidica de la
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proteina salvaje como a las secuencias aminoacidicas de las

variantes termoestables (Fig. 4.7).

T T T T T
10 I 30 40 &0 1) T a0 an 100 10 120 130 140 150
—

=

s82C
| Regiones alfa segiin Chou (1990)

Figura 4.8. Estructura secundaria del inicio de la cadena polipeptidica de la
proteina lacZ salvaje (A) sobre la cadena polipeptidica de la variante V1402
(B) en la que se destaca como el cambio S82C ha generado una region de tipo
hélice alfa (cuadrado rojo) segiin las predicciones del modelo de Chou (1990).

T T T T T T T T T T T T T
Fa0 325 330 338 340 345 340 358 F60 bl 3T ITh 350 B
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M3I50H

Regiones flexibles segtin Karplus-Schulz (1985)
Regiones alfa segtin Chou (1990)
Regiones beta segtin Chou (1990)

. Regiones de giro segiin Chou (1990)

Figura 4.9. Estructura secundaria (alfa, beta y giros) y regiones flexibles de
una region de la cadena polipeptidica de la proteina lacZ salvaje (A) sobre la
cadena polipeptidica de la variante V1853 (B) en la que se destaca como el
cambio N350H habria generado una region de tipo hélice alfa (cuadrado rojo)
segun las predicciones del modelo de Chou (1990) haciendo desaparecer un
giro y un punto de flexibilidad de la cadena polipeptidica.

191



1V.Discusion

En ninguna variante se observd variaciéon alguna en la
estructura secundaria salvo en las variantes V1402 y V1853. En la
variante V1402, el cambio de Ser a Cys en la posicidon 82 (fig. 4.8)
habria generado, segin este modelo, una regién de tipo hélice
alfa. Como dijimos anteriormente, este cambio no ha afectaria,
segun el modelo de Karplus-Schulz, a la flexibilidad en ese punto
de la proteina termoestable. Pudimos observar ademas, que el
cambio que habia producido una pérdida de flexibilidad en el
mutante V1853, tenia su reflejo a nivel de estructura secundaria
en la que desaparece una region predicha como giro de la cadena

polipeptidica siendo sustituida por una hélice alfa.

Es complicado considerar que el incremento en la
termoestabilidad de la variante V1402 sea debido a un incremento
en la rigidez dado que no se observa una pérdida de flexibilidad
segun el modelo de Karplus-Schulz. Sin embargo, esto si ocurre
con la variante V1853 en la que se puede observar como la
pérdida de una region de giro, y parece ser que a la vez flexible,
habria incrementado puntualmente la rigidez de la proteina. Si
bien es cierto que la aplicacion de distintos algoritmos puede
ofrecer resultados distintos, hemos intentado aplicar en este

trabajo aquellos modelos que nos han parecido mas estrictos.

Hemos aplicado el programa EsyPred3D (Lambert et al.,
2002) para obtener la prediccion de la posible estructura
tridimensional de la proteina lacZ de L. d. bulgaricus. En ella
hemos localizado las mutaciones y hemos observado que no se
producen cambios significativos a nivel de estructura secundaria
salvo para la mutacion Ser82Cys en la que se genera una
estructura en alfa hélice.en la variante V1402. Tal como se puede
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ver en la figura 4.5, este mismo resultado lo hemos obtenido
aplicando el modelo de Chou (1990).
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4.3.2.2. Hidrofobicidad

El efecto de la hidrofobicidad estd considerado como el
principal elemento del plegamiento de la proteina (Pace et al.,
1996). La hidrofobicidad conduce a la proteina a una estructura
plegada en la que la estructura nativa es resultado de la
contribucién de todos los tipos de fuerzas (puentes de hidrégeno,

interacciones idnicas e interacciones de Van der Waals).

Se han revisado las evidencias que apoyan esta teoria: los
solventes apolares desnaturalizan las proteinas; los residuos
hidrofébicos se sitlan generalmente en el interior de la proteina,
donde evitan el contacto con el agua; los residuos y la
hidrofobicidad en el interior de la proteina estdn mas conservados
y relacionados con la estructura que ningun otro tipo de residuo (la
sustitucion de un residuo hidrofébico del interior es generalmente
mas disruptivo que otro tipo de cambio). Si damos un papel
central al efecto hidrofdbico sobre el plegamiento de la proteina, es
facil asumir que el efecto hidrofébico es también la principal fuerza
responsable de la estabilidad de la proteina; y esto viene
confirmado por la informacion acumulada en los Ultimos veinte
afnos sobre la secuencia, estructura y mutagénesis de las proteinas
(Dill, 1990).

Dos observaciones sugieren que los homdlogos
hipertermofilicos y mesofilicos tienen una estabilidad basica comun
respaldada por el hecho de que el interior de la proteina esta
conservado: las interacciones hidrofobicas y los residuos del
interior que estan implicados en estructuras secundarias estan
mejor conservados que los de la superficie, y muchas sustituciones
estabilizadoras se encuentran en las zonas expuestas a los

solventes. El alto grado de similitud encontrado en el interior de
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las proteinas tanto mesofilicas como hipertermofilicas indican que
las proteinas mesofilicas estan empaquetadas tan eficientemente
como es posible y que no hay mucho margen para mejorar la
estabilizacién en el interior. Las interacciones estabilizantes de los
hipertermodfilos se encuentran a menudo en las zonas menos

conservadas de la proteina.

En el presente trabajo, hemos aplicado el modelo de Kyte-
Doolittle (1982) a la secuencia aminoacidica de la proteina lacZ
salvaje y a las variantes termoestables para determinar Ila
variacién en la hidrofobicidad local por los cambios aminoacidicos
producidos. Este modelo adjudica un indice de hidrofilicidad para
cada aminoacido segun el cual cuanto mas hidrofilica es su cadena
lateral mas positivo es, mientras que para cadenas hidrofdbicas el
valor es negativo. Seglun este parametro, la isoleucina seria el
aminoacido  con la  cadena lateral mas  hidrofébica
correspondiéndole el valor -4,5; y la arginina seria el aminoacido
con cadena lateral mas hidrofilica con un valor de 4,5.

Para contrastar las diferencias producidas, obtuvimos una
prediccion para la proteina salvaje y la comparamos, una a una,
con las predicciones para las proteinas termoestables (Fig. 4.10).
En la variante V1402, el cambio se produce sobre un aminoacido
no conservado (Ser) cuyo indice de hidrofilicidad es de 0,8 siendo
sustituido por un aminoacido (Cys) cuyo indice es de -2,5. Hay un
incremento puntual de la hidrofobicidad, que segun el modelo de

Kyte-Doolittle afectaria levemente a la hidrofobicidad de la region.

En la variante V1853, se produce una disminucion de la
hidrofilicidad de 3,5 a 3,2 como consecuencia del cambio de una
Asn por una His. Este cambio se ha producido en un aminoacido
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v1405 conservado del dominio en forma de barril, donde esta el

centro catalitico, aunque en las cercanias de la zona limitrofe con

el siguiente dominio.
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Figura 4.10. Comparacion por regiones de la hidrofilicidad de los aminoacidos
de la proteina salvaje y de las variantes termoestables segiin el modelo de Kyte-
Doolittle (1982). En todas las graficas aparece la region correspondiente a la
proteina salvaje (A) y debajo la correspondiente a cada una de las variantes (B).

Algo mas complejo es lo que ocurre con la variante 1405,

donde el cambio en la posicion 359 afecta a una Gly que esta

conservada en esta familia de B-galactosidasas (en la zona limite
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del domino en forma de barril), y es sustituida por una Ala. Este
cambio afecta a la zona produce una disminucién de Ia
hidrofilicidad de 0,4 a -1,8. Al contrario ocurre con el otro cambio
de V1405 el cual esta situado en la posicion 361 (Ala — Arg), que
no afecta a una posicidbn conservada pero que incrementa la
hidrofilicidad de -1,8 a 4,5.

La variante V1057 sufre el mismo efecto que la variante
V1405 con respecto al cambio aminoacidico en la posicién 359

porque es idéntico en ambas.

La V505 tiene una cambio aminiacidico (Lys — Ser) que se
produce sobre una posicidn conservada pero fuera del domino en
forma de barril. Debido a este cambio se produce un incremento
de la hidrobicidad, o lo que es lo mismo, una disminucién de la
hidrofilicidad (3,9 — 0,8).

Por Ultimo, el cambio mas radical se ha producido en la
variante V1118 donde el cambio de una Arg a una Leu ha supuesto

un cambio de la hidrofilicidad de 3,5 a -3,8.

Como se puede observar, a nivel local se ha producido un
incremento de la hidrofobicidad para la mayoria de los cambios,
pero es complicado afirmar que este incremento puntual haya

afectado en gran medida a la hidrofobicidad general de la proteina.

4.3.2.3. Composicion aminoacidica
Tradicionalmente se ha pensado que la composicidn

aminoacidica estd correlacionada con la termoestabilidad. Un
estudio estadistico que compara las composiciones en proteinas

mesofilicas y termofilicas indica que en las enzimas termoestables
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son frecuentes las sustituciones del tipo Gly — Ala, Ser — Ala, Ser

— Thr, Asp — Glu y Lys — Arg.

En las variantes 1405 y 1057, se produce el cambio Gly —
Ala en la posicion 359, aunque en la posicion 361 se pierde una
Ala produciéndose el cambio Ala — Arg. El hecho de encontrar un
alto contenido de alanina en las proteinas termofilicas hizo suponer
gue este aminodacido es el mejor residuo para la conformacién a-
hélice (Argos et al., 1979). Sin embargo, la mayoria de los datos
experimentales, especialmente las secuenciaciones completas de
genomas, nos indican que no existen unas claves sobre la
adaptaciones termofilicas que vengan definidas en términos de
diferencias significativas en la composicién aminoacidica (Bohm y
Jaenicke, 1994).

Las secuencias gendmicas de varios organismos mesofilos
(B. subtilis, Campylobacter jejuni, E. coli, Haemophilus influenzae,
Helicobacter pylori, Neisseria meningitidis, Richettsia prowazekii y
Synechocystis sp.) han sido comparadas a nivel de composicidon
aminoacidica con las secuencias gendmicas de varios organismos
hipertermofilos (Aeropyrum fulgidus, Aquifex aeolicus, Aeropyrum
pernix, Methanococcus jannaschii, Pyrococcus abyssi, Pyrococcus
horikoshii y Thermotoga maritima). Se ha observado (Béhm vy
Jaenicke, 1994) que en las hipertermofilas hay un +3.24% mas de
residuos con carga que en las mesdfilas, a expensas de residuos
polares sin carga, -4.98%, particularmente GIn (-2.21%). La
cantidad de residuos hidrofébicos y aromaticos en las proteinas

hipertermofilicas es levemente mayor que en las mesofilicas.

Estos datos obtenidos de la secuenciacion del genoma no

pueden ser generalizados, ya que, existen grandes variaciones
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entre los genomas de los organismos hipertermdfilos. Por ejemplo,
el conjunto de proteinas conocidas actualmente de Aeropyrum
pernix contiene menos residuos cargados, menos residuos
hidrofébicos y menos residuos aromaticos que los mesodfilos
estudiados. Sin embargo, las proteinas de A. pernix contienen mas
Ala, Gly, Pro, Ser y Thr residuos que los mesofilos del estudio.

Es probable que, mas que la composicidon aminoacidica en el
conjunto de las proteinas, el factor relevante sea la distribucidon de
los residuos y sus interacciones en la proteina. Por ejemplo, la
proteasa subtilisina BPN’ de Bacillus amyloliquefaciens (mesofilo)
tiene el mismo numero de residuos cargados que su homologa la
termitasa de Thermoactinomyces vulgaris (hipertermofilo), pero
esta Ultima tiene ocho interacciones idnicas mas (Teplyakov et al.,
1990).

Algunas propiedades de los residuos de Arg sugieren que
podrian estar mejor adaptados a las altas temperaturas que los
residuos de Lys. La Arg mantiene mas facilmente las interacciones
idnicas y una carga neta positiva a altas temperaturas que la Lys.
En el estudio de comparacién de los genomas se vio que las
relaciones Arg/Lys en mesofilos e hipertermdfilos estan asociadas
a grandes desviaciones estandar, lo cual sugiere aunque un
incremento en el contenido de Arg sea estabilizante no es un

mecanismo universal utilizado por los hipertermofilos.

En nuestra variante 1405 se produce el cambio de una Ala
por una Arg en la posicion 361, de modo que a pesar de perder
aparentemente un elemento caracteristico de las a-hélices, es
sustituido por un aminodacido con tendencias estabilizantes. Esto,
sumado a la sustitucion de la Gly 359 por una Ala, y teniendo en
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cuenta que tanto la Ala como la Arg estan relacionados con una
mejora en la estabilidad, resume las posibles explicaciones del

incremento en la termoestabilidad de la B-galactosidasa 1405.

Algunas enzimas hipertermofilicas contienen menos Asn que
sus homologos mesofilicos (Hess et al., 1995). Una prueba
indirecta de que la desamidacion afecta a las proteinas
hipertermofilicas es la alta actividad de la L-isoaspartyl
metiltransferasa de Thermotoga maritima (Ichikawa y Clarke,
1998). Esta enzima metila los residuos L-isoAsp que se producen
por la desamidacion de la Asn o por la isomerizacién del Asp. Su
alta actividad sugiere que se ha adaptado para la gran cantidad de
dafios que sufren las proteinas a altas temperaturas. Las
hipertermdfilas que tienen mas Asn las tienen situadas en
localizaciones y conformaciones que no son susceptibles de
desamidacion. En el estudio de genomas de mesofilos e
hipertermdfilos no sélo se observé un decremento del contenido en
Asn sino que también se producia una disminucién significativa de
GIn.

Nuestra variante 1853 ha sufrido el cambio Asn250His, de
modo que se produce la pérdida de un grupo amida. Este cambio
se produce en una zona conservada que podria haber afectado a la
actividad global de la enzima, de hecho esa variante es la que
menor produccién de GOS presenta a 60°C.

4.3.2.4. Fuerzas de estabilizacion intrinsecas
Se piensa que los puentes disulfuro estabilizan las proteinas

principalmente porque disminuyen la entropia del polipéptido no

plegado (Matsumura et al., 1989). El efecto entrdépico de los
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puentes disulfuro incrementa en proporcion al logaritmo del

numero de residuos que separan dos cisteinas unidas.

Hemos aplicado el programa GDAP (“Genomic Disulfide
Analisis Program) para la prediccion de formacion de puentes
disulfuro en la proteina salvaje lacZ y en la variante V1402 porque
en ella, el cambio Ser82Cys aporta un residuo disulfuro que podria
participar en dichos enlaces. Segun este programa, ni la proteina

salvaje lacZ ni la variante V1402 presentan puentes disulfuro.

Otras interacciones estan relacionadas con la estabilidad de
la proteina (interacciones hidrofébicas, interacciones aromaticas,
puentes de hidrégeno, interacciones idnicas) en las que su efecto
depende en gran medida de las distancias existentes entre los
aminoacidos en el plegamiento. Se piensa que las interacciones
idnicas no son especialmente importantes en el plegamiento de las
proteinas (Dill, 1990) debido a que son escasas y no estan
fuertemente conservadas. Sin embargo, cualquiera de estas
interacciones puede ser importante en casos concretos, como en la
proteina GDH (glutamato deshidrogenasa) de Pyrococcus furiosus
en la que un alto porcentaje de residuos participan en
interacciones idnicas, particularmente la Arg (el 90% de los
residuos de Arg en esta proteina participan en interacciones
idnicas) (Yip et al., 1995).

4.3.2.5. Entropia de la proteina
Se ha propuesto que las proteinas de estructura

tridimensional conocida podrian estar estabilizadas por un
descenso de su entropia de polipéptido sin plegar (Matthews et al.,
1987). En el estado sin plegar, la glicina, que carece del carbono

B, es el residuo con mayor entropia conformacional. Al contrario
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ocurre con la prolina, la cual puede adoptar sélo unas pocas
configuraciones y éstas estan restringidas a las permitidas por el
residuo precedente (Sriprapundh et al., 2000). Asi, las mutaciones
del tipo Gly — Xaa o Xaa — Pro deberian disminuir la entropia del
polipéptido sin plegar y por lo tanto, estabilizar la proteina,
siempre que los cambios realizados no introduzcan cadenas
desfavorables a la estructura de la proteina. Esta técnica ha sido
utilizada para obtener enzimas mas termoestables

termodindmicamente, y esta respaldada por numerosos trabajos.

Por ejemplo, a la proteasa neutra de Geobacillus
stearothermophilus se le realizaron las sustituciones Ser65Pro y
Ala69Pro, que eran los Unicos cambios que no eliminaban
interacciones no covalentes, ni creaban tensiones
conformacionales ni tampoco sufrian torsiones en angulos
inapropiados. El resultado fue que, tal como predecia el modelo
propuesto, se incrementé la termoestabilidad de la enzima (Hardy
et al., 1993).

En otro caso, se introdujeron numerosas prolinas en lugares
adecuados en la oligo-1,6-glucosidasa del mesofilico Bacillus
cereus. Generalmente, la termoestabilidad se incrementaba con el

numero de prolinas introducidas (Watanabe et al., 1996).

Las variantes de B-galactosidasa 1405 y 1057 sufrieron la
sustitucion Gly359Ala, de modo que la entropia ha sido disminuida
puntualmente por la pérdida del aminoacido que permite mayor
rotacién. Esto ha podido producir un incremento puntual de la
rigidez y en consecuencia ha mejorado la termoestabilidad de las

enzimas.
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La variante 1405 es la que mayor actividad de sintesis de
GOS presenta a altas temperaturas. En ella se acumulan dos
cambios, uno que es el comlUn con la variante 1057, y otro
(Ala361Arg) que incorpora una Arg que posiblemente intervenga

en una interaccidn idnica estabilizante.

No conocemos una posible explicacion para la mejora de la
termoestabilidad de los clones 505 y 1118. En la variante 1118 el
cambio Arg — Leu se produce en una region no conservada del
dominio conocido como “aminoterminal de las formas diméricas”, y
el incremento en la termoestabilidad es moderado si Io
comparamos con el resto de variantes. Sin embargo, la variante
505 incorpora una Ser en donde habia una Lys conservada del

dominio carboxiterminal.

4.4. Conclusiones sobre la mejora en la

termoestabilidad
En conclusién, mediante la aplicacion de las técnicas de

Evolucidn Dirigida se han conseguido enzimas mas termoestables
que la proteina salvaje. El cambio de 1 o 2 residuos aminoacidicos,
la mayoria situados en la superficie de la proteina, han
incrementado aparentemente la rigidez o la estabilidad
suficientemente como dar lugar a diferencias de termoestabilidad

cuantificables.

Las distintas variantes, en general, han incrementado la
hidrofobicidad local en la regidbn que ha sufrido el cambio
aminoacidico, se han generado estructuras de tipo hélice alfa o se
ha disminuido la entropia como consecuencia de dicho cambio.
Como resultado, estas nuevas variantes son capaces de realizar la

reacciéon de hidrélisis a una temperatura superior, por lo que se
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pueden utilizar en soluciones concentradas de lactosa a
temperaturas elevadas para la sintesis de GOS. La existencia de
variantes de la enzima que son mas termoestables sin llegar a
perder la actividad a temperaturas moderadas indica que la
actividad y la termoestabilidad son propiedades parcialmente

independientes que pueden ser optimizadas en el mismo enzima.

4.5. Sintesis de GOS

En el presente trabajo hemos podido comprobar que la B-
galactosidasa lacZ de L. d. bulgaricus es capaz de sintetizar
galacto-oligosacaridos tras 48 h de reaccién. Este proceso se
realizé a pH 6, a 50°C y frente a un 40% de lactosa. Se obtuvo un
rendimiento en la sintesis del 35% (p/p) de GOS. No existen
precedentes de esta reaccion con esta enzima con los que

podamos comparar.

Sin embargo, los resultados obtenidos por otros autores con
otras enzimas apuntan a resultados que oscilan entre 25-45%.
Algunas de estas reacciones se han realizado con enzimas
originarias de organismos termoéfilos, como ocurre con la B-
glucosidasa de Thermus sp Z-1 con la que se obtuvo un
rendimiento del 40% (p/p) de GOS a partir de una solucion al 30%
(p/v) de lactosa a 70°C durante 6 h (Akiyama et al., 2001). Otras
se han realizado con enzimas de bifidobacterias, como por
ejemplo, Bifidobacterium bifidum BB-12, B. adolescentes ANB-7,
B. infantis DSM-28088, B. pseudolongum DSM-20099. Con sus
respectivas B-galactosidasas se han obtenido rendimientos que
oscilan entre el 24,7-47,6% frente a un 30% (p/v) de lactosa
durante 7 h (Rabiu et al., 2001). Algunos de estos procesos han

sido sujetos de patentes, como por ejemplo, el método
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desarrollado para la sintesis de GOS por Taksuhiko (1986), seguln
la cual, se obtuvo un rendimiento del 27% (p/p) de GOS, dentro
de los siguientes parametros: 20-50°C, 10-50% (p/v) de lactosa y
pH 3-8 durante 2-4 h. Nuestros resultados indican resultados

similares pero para tiempos de reaccion mayores.

No hemos encontrado ningln precedente en la bibliografia
de obtencion de GOS con mayor rendimiento tras evolucionar la
proteina hacia una mejor termoestabilidad. En el presente trabajo
hemos podido comprobar que es posible mejorar el rendimiento de
sintesis de GOS siguiendo este procedimiento. Esta mejora ha
superado el 100% (V1405) en reacciones a 60°C en comparacion
con la proteina salvaje. Las expectativas de mejora de éxito de
esta reaccién estarian vinculadas a la posibilidad de obtener
enzimas termoestables a mayores temperaturas siguiendo el
mismo procedimiento de mutacion/seleccion y/o combinando los
cambios producidos mediante un proceso de “gen shuffling”
(barajado de fragmentos génicos) e incrementando la temperatura

de seleccion.

4.6. Cuestiones finales
A partir de los resultados obtenidos se pueden plantear una

serie de cuestiones que podrian ser tratadas en estudios
posteriores. Una de las preguntas que surge es conocer cual es la
temperatura limite para la actividad y la estabilidad enzimatica. La
respuesta a esta pregunta vendra del descubrimiento de nuevas
enzimas hipertermofilicas que son activas por encima de los
1250C.

Otro reto es utilizar esas enzimas hipertermofilicas cuyos

sustratos sean estables a altas temperaturas y seleccionar los
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mutantes con mayor estabilidad utilizando las herramientas de
ingenieria genética. Esta aproximaciéon se ha utilizando para
mejorar la termoestabilidad de la a-amilasa de Pyrococcus furiosus
mediante evolucién dirigida (Dong et al., 1997).

Otra cuestion es si las enzimas hipertermofilicas pueden
usarse como modelos para disefiar enzimas mesofilicas mas
estables, o si las mismas hiperterméfilas pueden modificarse para

que su actividad maxima sea a temperaturas moderadas.

Por Gltimo, queda por determinar en qué grado la rigidez y
la flexibilidad estdn relacionadas con la termostabilidad y la

actividad respectivamente.
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Se han clonado y secuenciado los genes que codifican para
las B-galactosidasas mbgA de Bacillus megaterium, lacA de
Bacillus subtilis 'y lacZ de Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus.

Se han producido las proteinas codificadas por los genes
citados mediante dos sistemas heterdlogos de expresién,
uno en un organismo eucariotico (Pichia pastoris) y otro en
un organismo procaridtico (Escherichia coli). En ambos
sistemas se han obtenido enzimas activas.

En P. pastoris se ha detectado que una alta proporcion de
las proteinas expresadas no ren capaces de secretarse al

medio extracelular.

Los mejores rendimientos de produccidn se han obtenido
con la B-galactosidasa de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus

expresada en Escherichia coli.

Se ha comprobado mediante cromatografia de filtracion en
gel que la B-galactosidasa lacA de Bacillus subtilis tiene una
masa molecular de 80 kDa, lo que, tendiendo en cuenta la
masa molecular de la proteina deducida por la secuencia del

gen, corresponderia a una estructrura monomeérica.

Se ha comprobado mediante mutacion dirigida que el
residuo de acido glutamico situado en la posicidon 322 de la
B-galactosidasa lacA de Bacillus subtilis es indispensable
para su actividad hidrolitica y se postula como posible centro
nucleofilico. La sustitucion de este aminoacido por un

residuo de alanina da lugar a una potencial B-galactosintasa.
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5. Se ha obtenido una preparacidén conteniendo un 35% de
galacto-oligosacaridos a partir de lactosa utilizando la B-
galactosidasa lacZ de Lactobacillus delbrueckii bulgaricus

expresada en E. coli.

6. Se han obtenido, mediante evolucion dirigida, seis variantes
de la pB-galactosidasa lacZz de Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus que presentan una mayor termoestabilidad que la

enzima salvaje.
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