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2 Resumen

2. Resumen

Los resultados presentados en esta tesis estan divididos en dos capitulos en funcion de los enzimas
estudiados: quitina desacetilasas y glicosintasas.

Las de-N-acetilasas de quitina (CDAs) son un grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
grupos acetamido de los residuos GIcNAc de quitina, quitosano y oligosacaridos de quitina (COS).
Las CDAs pertenecen a la familia 4 de las esterasas de carbohidratos (CE4), la cual también incluye
esterasas de acetilxilano y desacetilasas de petidoglucano.

Los quitosanos son polisacaridos de N-acetil-glucosamina y glucosamina. Los COS y derivados
parcialmente desacetilados (paCOS) han demostrado ser moléculas bioactivas en un amplio rango
de aplicaciones como pueden ser antimicrobianos, inmunoestimulantes, nano formulaciones para
drug o gene delivery, promotores de crecimiento vegetal, promotores de la cicatrizacién de
heridas, etc. La mayoria de las actividades bioldgicas asociadas a los paCOS parecen depender no
solo del grado de polimerizacion (DP) y de acetilacidn (DA), sino también del patréon de acetilacidn
(PA). Esta relacién estructura funcion remarca el rol crucial de las CDAs.

Los objetivos de esta tesis comprenden los estudios de la relacidn estructura-funcion dentro del
marco del Subsite Capping Model. La presencia de varios loops rodeando el sitio activo, los cuales
varian en tamafio y estructura en funcion de la CDA, definen los subsitios accesibles en el surco
cataliticoy, a su vez, también son responsables de definir el patrén de desacetilacidn. En esta tesis
se reporta la validacion de una metodologia analitica HPLC-MS para la monitorizacion de la
actividad de CDAs, la demostracion experimental del Subsite Capping Model usando la
desacetilasa de quitooligosacaridos de Vibrio cholerae y los resultados del disefio racional de los
loops para la modulacion de la especificidad de sustrato. Varias generaciones de mutantes fueron
estudiadas obteniéndose como resultado un enzima altamente optimizado.

El otro capitulo incluye el trabajo realizado en el campo de las glicosintasas. Estas enzimas se han
convertido en unas eficientes herramientas para la sintesis de oligosacdridos, glicoconjugados y
polisacaridos. Se derivan de glicosidasas con retencion de conformacidon anomeérica en las que la
actividad hidrolitica ha sido abolida por la mutacion del nucleédfilo catalitico pero que catalizan
eficientemente reacciones de transglicosilacién cuando se les proporcionan donadores activados
con fluoruro con la configuracién anomérica opuesta a la del sustrato del enzima hidrolitico
parental. Mejorar el rendimiento de las glicosintasas actuales (y futuras) y la ingenieria de la
especificidad por sustratos artificiales estdn siendo afrontados por metodologias de evolucién
dirigida. Estas aproximaciones dependen en gran medida de métodos de alta eficiencia de cribado.

En este trabajo se presenta un método de cribado independiente de la especificidad del enzima
para el cribado de bibliotecas de glicosintasas basado en un quimiosensor fluorescente de fluoruro
capaz de transducir la actividad glicosintasa a fluorescencia. Se describe el desarrollo y validacidn
del ensayo asi como su aplicacidn a una biblioteca de saturacion del residuo nucleéfilo en la 1,3-
1,4-B-glucanasa de Bacillus licheniformis. Ademas, se encuentra un nuevo y sorprendente
mutante que es posteriormente caracterizado, el mutante E134D. Esta nueva glicosintasa
proporciona conocimiento mecanistico sobre el rol de los residuos adyacentes en la reaccion
catalitica de las glicosintasas.
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2 Resumen

Summary

The results presented in this thesis are divided in two chapters depending on the enzymes studied:
chitin deacetylases and glycosynthases.

Chitin de-N-acetylases (CDAs) are a group of enzymes that catalyze the hydrolysis of the
acetamido groups of GIcNAc residues of chitin, chitosan, and chitin oligosaccharides (COS). CDAs
belong to the family 4 of carbohydrate esterases (CE4), which also includes acetylxylan esterases
and peptidoglycan deacetylases.

Chitosans are a family of polysaccharides of N-acetyl-glucosamine and glucosamine. COS and their
partially deacetylated derivatives (paCOS) have proven to be bioactive molecules in a broad
variety of applications such as antimicrobials, immunostimulants, nanoformulations for drug and
gene delivery, plant growth promoters, wound healing activity, etc. Most of the biological
activities associated with paCOS seem to be largely dependent not only on the degree of
polymerization (DP) and degree of acetylation (DA), but also on the specific acetylation pattern
(PA). This structure-function relationship highlights the key role of the CDAS.

The objectives of this thesis comprises the studies of structure-function relationships in the frame
of the Subsite Capping Model. The presence of several loops surrounding the active site, which
vary in size and structure depending on the CDA, define the accessible binding subsites of the
catalytic cleft and seem to be responsible of defining the deacetylation pattern. In this thesis it is
reported the validation of an analytical HPLC-MS methodology for CDA activity monitoring, the
experimental demonstration of the Subsite Capping Model using the Vibrio cholerae chitin
oligosaccharide deacetylase as reference and the results of the rational engineering of loops for
the modulation of substrate specificity. Several generations of mutants were studied resulting in
a greatly optimized enzyme.

The other chapter is the work developed with glycosynthases, these enzymes have become
efficient tools for the enzymatic synthesis of oligosaccharides, glycoconjugates and
polysaccharides. They derive from retaining glycosidases in which the hydrolase activity has been
abolished by mutation of the catalytic nucleophile but efficiently catalyse transglycosylation
reactions when using activated glycosyl fluoride donors with the opposite anomeric configuration
than the substrate in the parental hydrolase enzyme. Improving the performance of current (and
new to come) glycosynthases and engineering specificity for non-natural substrates is being
addressed by enzyme directed evolution. These approaches largely depend on efficient high
throughput screening methods.

In this work it is presented a general screening assay independent of the enzyme specificity for
the screening of glycosynthase libraries based on a fluoride fluorescent chemosensor that
transduces glycosynthase activity into fluorescence. This work describes the development and
validation of the assay and its application to a nucleophile saturation mutant library of Bacillus
licheniformis 1,3-1,4-B-glucanase, In addition, a new and surprising mutant was found and
furtherly characterized, the E134D mutant. This new glycosynthase provides mechanistic insights
on the role of neighbouring residues in the glycosynthase catalytic reaction.
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2 Resumen

Resumo

Os resultados presentados nesta tese estan divididos en dous capitulos en funcién dos enzimas
estudados: quitina desacetilasas e glicosintasas. As de-N-acetilasas de quitina (CDAs) son un grupo
de enzimas que catalizan a hidrdlise dos grupos acetamido dos residuos GIcNAc de quitina,
quitosano e oligosacaridos de quitina (COS). As CDAs pertencen a familia 4 das esterasas de
carbohidratos (CE4), a cal tamén inclue esterasas de acetilxilano e desacetilasas de petidoglucano.

Os quitosanos son unha familia de polisacaridos de N-acetil-glucosamina e glucosamina. Os COS e
os seus derivados parcialmente acetilados (paCOS) demostraron ser moléculas bioactivas nunha
ampla gama de aplicacions como poden ser antimicrobians, inmunoestimulantes, nano
formulaciéns para a entrega de medicamentos ou xenes, promotores de crecemento vexetal,
promotores da cicatrizacion de feridas, etc. A maioria das actividades bioléxicas asociadas aos
paCOS parecen depender non sé do grao de polimerizacion (DP) de do grao de acetilacién (DA),
sendén tamén do patron de acetilacion (PA). Esta relacidn estrutura funcidon remarca o papel crucial
das CDAs.

Os obxectivos desta tese comprenden os estudos da relacién estrutura funciéon dentro do marco
do Subsite Capping Model. A presenza de varios loops rodeando o sitio activo, que varian en
tamano e estrutura en funcién da CDA, definen os subsitios accesibles no suco catalitico e, a sua
vez, tamén son responsables de definir o patron de desacetilacion. Nesta tese repdrtase a
validacidn dunha metodoloxia analitica HPLC-MS para a monitorizacién da actividade das CDAs, a
demostracion experimental do Subsite Capping Model empregando a desacetilasa de
quitooligosacaridos de Vibrio cholerae e os resultados do desefio racional dos loops para a
modulacion da especificidade de substrato. Varias xeracidns de mutantes foron estudadas
obtendo como resultado un enzima altamente optimizado.

O outro capitulo inclie o traballo realizado no campo das glicosintasas. Estas enzimas estadnse a
converter en eficientes ferramentas para a sintese de oligosacaridos, glicoconxugados e
polisacaridos. Derivanse de glicosidasas con retencion de conformacion anomérica nas que a
actividade hidrolitica foi abolida pola mutilacién do nucleofilo catalitico pero que catalizan
eficientemente as reaccion de transglosilacion cando se lles proporcionan doadores activados con
fluoruro cunha anomérica configuracién oposta 4 do substrato do enzima hidrolitico parental.
Mellorar o rendemento das glicosintasas actuais (e futuras) e a enxefaria da especificidade por
substratos artificiais estdn sendo enfrontadas por metodoloxias de evolucion dirixida. Estas
aproximaciéns dependen en gran medida de métodos de cribado de alta eficiencia.

Neste traballo preséntase un método de cribado independente da especificidade do enzima para
o cribado de bibliotecas de glicosintasas baseado nun sensor quimico fluorescente de fluoruro
capaz de transducir a actividade glicosintasa a fluorescencia. Esta tese describe o
desenvolvemento e validacidn do ensaio, asi como a sua aplicacién a unha biblioteca de saturacién
do residuo nucledfilo na 1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus licheniformis. Ademais, atopouse un novo
e sorprendente mutante e posteriormente caracterizado, o mutante E134D. Esta nova glicosintasa
proporciona coflecementos mecanisticos sobre o rol dos residuos adxacentes na reaccion
catalitica das glicosintasas.
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2 Resumen

Resum

Els resultats presentats en aquesta tesi estan dividits en dos capitols en funcié dels enzims
estudiats: quitina desacetilases i glicosintases.

Les de-N-acetilases de quitina (CDAs) sén un grup d'enzims que catalitzen la hidrolisi dels grups
acetamido dels residus GIcNAc de quitina, quitosa i oligosacarids de quitina (COS). Les CDAs
pertanyen a la familia 4 de les esterases de carbohidrats (CE4), la qual també inclou esterases de
acetilxila i desacetilases de petidogluca.

Els quitosans sén una familia de polisacarids de N-acetil-glucosamina i glucosamina. Els COS i
derivats parcialment desacetilats (paCOS) han demostrat ser molécules bioactives en un ampli
rang d'aplicacions com poden ser antimicrobians, immunoestimulants, nano formulacions per
drug o gene delivery, promotors de creixement vegetal, promotors de la cicatritzacié de ferides,
etc. La majoria de les activitats biologiques associades als paCOS semblan dependre no només del
grau de polimeritzacio (DP) i de acetilacié (DA), sind també del patré de acetilacio (PA). Aquesta
relacié estructura funcioé remarca el paper crucial de les CDAs.

Els objectius d'aquesta tesi comprenen els estudis de la relacié estructura funcié dins el marc del
Subsite capping Model. La preséncia de diversos loops envoltant el centre actiu, els quals varien
en mida i estructura en funcié de la CDA, defineixen els subllocs accessibles en el solc catalitici, a
la vegada, també sén responsables de definir el patré de desacetilacié. En aquesta tesi es reporta
la validacié d'una metodologia analitica HPLC-MS per a la monitoritzacié de I'activitat de las CDAs,
la demostracid experimental del Subsite Capping Model usant la desacetilasa de
quitooligosacarids de Vibrio cholerae i els resultats del disseny racional dels loops per a la
modulacié de I'especificitat de substrat. Diverses generacions de mutants van ser estudiades
obtenint com a resultat un enzim altament optimitzat.

L'altre capitol inclou el treball realitzat en el camp de les glicosintases. Aquests enzims s'han
convertit en unes eficients eines per a la sintesi d'oligosacarids, glicoconjugats i polisacarids. Es
deriven de glicosidases amb retencié de conformacié anomérica en que l'activitat hidrolitica ha
estat abolida per la mutacid del nucleofil catalitic perd que catalitzen eficientment reaccions de
transglicosilacié quan es proporcionen donadors activats amb fluorur amb la configuracié
anomeérica oposada a la del substrat del enzim hidrolitic parental. Millorar el rendiment de les
glicosintases actuals (i futures) i I'enginyeria de I'especificitat per substrats artificials estan sent
afrontades per metodologies d'evolucié dirigida. Aquestes aproximacions depenen en gran
mesura en métodes d'alta eficiéncia de cribratge.

En aquest treball es presenta un metode de cribratge independent de I'especificitat del enzim per
al cribratge de biblioteques de glicosintases basat en un sensor quimic fluorescent de fluorur
capag de traduir I'activitat glicosintasa a fluorescéncia. Es descriu el desenvolupament i validacid
de I'assaig aixi com la seva aplicacié a una biblioteca de saturacié del residu nucleofil a la 1,3-1,4-
B-glucanasa de Bacillus licheniformis. A més, es troba un nou i sorprenent mutant que és
posteriorment caracteritzat, el mutant E134D. Aquesta nova glicosintasa proporciona
coneixement sobre el papel dels residus adjacents en la reaccié catalitica de les glicosintases.
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6. Abreviaturas

Abreviatura
(X]

A

AcOMU
AcN
ADN

APCI

BCA
BSA
CBM
CcD
CE
COS

cv

DA
DP
DPX
DPX(N)
DSF
DTNB
EDTA

ELSD

ESI
FL
GFC

GH

Significado
Concentracion del compuesto X

GIcNAc, En la notacidn de secuencias de oligosacaridos de quitina y
quitosano

O-Acetyl Metilumbeliferona
Acetonitrilo
Acido desoxirribonucleico

Atmospheric Pressure Chemical lonization — lonizacidn Quimica a
Presion Atmosférica

Bicinchoninic acid - Acido bicinchoninico

Bovine serum albumin — Albuimina sérica bovina

Carbohydrate Binding Module — Médulo de unién a Carbohidratos
Catalytic Domain — Dominio Catalitico

Carbohydrate esterases — Esterasas de Carbohidratos

Chitosan Oligosaccharides - Oligosacaridos de quitosano.
Coeficiente de Variacion

GIcN, En la notacién de secuencias de oligosacaridos de quitosano
Degree of Acetylation — Grado de acetilacion

Degree of Polymerization — Grado de polimerizacion
Quitooligosacarido con un DP con valor X

Quitooligosacarido con un DP con valor X monodesacetilado
Differentia Scanning Fluorimetry — Flurimetria de Escaneo Diferencial
Acido 5,5"-ditiobis-(2-nitrobenzoico)

Acido Etilendiaminotetraacético

Evaporative Light Scattering Detector — Detector Evaporativo de
Dispersion de Luz

Electro Spray lonization — lonizacidon por electroespray
Full Length — Tamafio Completo (aplicado a secuencia de proteinas)
Gel Filtration Chromatography — Cromatografia de Filtracion en Gel

Glycosil Hydrolase — Glicosil Hidrolasa
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GlcN Glucosamina

GIcNAc N-acetil glucosamina

GT Glycosil Transferase - Glicosil Transeferasa

HABA 2-Hydroxy-4-aminobenzoic acid — Acido 2-Hidroxi-4-aminobenzoico

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography — Cromatografia Liquida
de interaccién Hidrofilica

HPLC High Performance Liquid chromatography — Cromatografia Liquida de
Alta Eficacia

HPSEC High Performance Size Exclusion Chromatography — Cromatografia de

Exclusion por Tamafio de Alto Rendimiento

IMAC lonic Metal Affinity Chromatography — Cromatografia de Afinidad por
I6n Metalico

LB Medio de cultivo Luria Bertani

M&M Michaelis & Menten

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight —
Desorcidn/lonizacidn por Laser asistido por matriz - Tiempo de vuelo

MCS Multiple Cloning Site — Sitio de Clonaje Multiple

MS Mass Spectrometry — Espectrometria de Masas

ms? MS/MS

MSD Mass Spectrum Detector — Detector de Espectrometria de Masas

MU Metilumbeliferona

Mw Molecular Weight — Peso Molecular

MWCO Molecular Weight Cut Off — Limite de exclusion por peso molecular

ODsoo Densidad éptica a 600nm

ON Over Night - durante una noche

PA Pattern of Acetylation — Patréon de acetilacion

paCosS Partially Acetylated Chitin Oligosaccharides - Oligosacédridos de Quitina
Parcialmente Acetilados

PB Phosphate Buffer — Tampédn fosfato

PBS Phosphate Buffer Saline — Tampdn fosfato salino

PCR Polymerase Chain Reaction — Reaccién en cadena de la polimerasa

PDB Protein Data Bank

PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride - fluoruro de fenilmetilsulfonilo
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QC-PCR Quick Change Polymerase Chain Reaction

RPM Revoluciones Por Minuto

RT Room Temperature - Temperatura ambiente, =252C

SDS Sodium Dodecyl Sulfate — Dodecilsulfato de Sodio

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis — Gel de
electrophoresis de Poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio

SIM Single lon Monitoring — Monitorizacién de lon Unico

TAE Tris Acético EDTA

TFA Trifluoroacetic Acid — Acido Trifluroacético

Tm Melting temperature

TSA Thermal Shift Assay — Ensayo de Desplazamiento Térmico

UHPLC Ultra High Performance Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida

de Muy Alta Eficacia

UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida de
Ultra Eficacia

uv Ultravioleta
Vo Velocidad inicial
Vo Volumen muerto (aplicado en la caracterizacion de columnas de

filtracion en gel)

Ve Volumen de elucién
VWD Variable Wavelength Detector — Detector de Longitud de Onda Variable
WT Wild Type — Version Salvaje
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7. Introduccion

7.1.Los enzimas

A pesar del rol basico de los enzimas en la fisiologia celular, su manifestacién objetiva no llegd
hasta el siglo XIX con el nacimiento de la bioquimica como ciencia. Su descubrimiento se inicia en
el afio 1833, en Francia, Anselme Payen y Jean-Francois Persoz describieron una sustancia que era
capaz de degradar el almiddn en los germinados de granos de cebada. Sin embargo, no es hasta
el afio 1877 que aparece la palabra “Enzima” para definir a estas moléculas, enunciada por
Frederick W. Kiihne descubridor de la tripsina (Kiihne, 1976). En el afio 1926 con el aislamiento y
la cristalizacién de la ureasa por James Sumner se aceptd que todos los enzimas eran proteinas al
ver que el cristal estaba formado Unicamente por sustancia proteica (Sumner, 1926). A pesar de
los resultados, esta idea tardd unos afios en ser ampliamente aceptada (Nelson, Lehninger, & Cox,
2008).

Los enzimas son los encargados de promover las conversiones que se realizan en el interior (y
exterior) celular y ademas son los responsables del control de su metabolismo, permitiendo que
reacciones no espontaneas se produzcan en condiciones biolégicamente viables (Alberts et al.,
2002) .Los enzimas son los responsables de reducir la energia de activacién de las reacciones
guimicas para que estas se puedan producir a temperaturas fisioldgicas (Figura 7.1- 1).

Estado de transicion, st

AG* no catalizada

T '\Gicetalizada

Sustrato

AG
parala
reaccion

Energia libre —

Producto

Progreso reaccion —

Figura 7.1- 1 Enzimas y energia de reaccion
Esquema del papel que llevan a cabo los enzimas en la reduccidn de la energia de activacion (AG%) en las
reacciones de conversion en las que participan. Adaptado de Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002.

Los enzimas son las proteinas mdas remarcables y especializadas. Como catalizadores presentan
una capacidad promotora que muchos catalizadores inorganicos no son capaces de alcanzar
(Nelson et al., 2008). Los enzimas aceleran reacciones por factores de un millén o incluso mas
(Berg et al., 2002).

Una de las caracteristicas fundamentales para la actividad catalitica de los enzimas, es que estos
proporcionan un ambiente determinado en el que se producen las reacciones, este ambiente es
el sitio activo. En esta zona del enzima, las cadenas laterales de los aminodcidos permiten
inmovilizar momentaneamente el sustrato y, al mismo tiempo, que la reaccion catalizada llegue a
término liberando al final el producto transformado. De ahi que la estructura tridimensional de

45



7.1 Los enzimas

estas proteinas juegue un papel tan importante tanto en la afinidad como en sus propiedades
cataliticas. Ademas de los propios aminodacidos otros elementos como cofactores metalicos y
otros tipos de moléculas pueden tener un papel muy relevante en la catdlisis.

El hecho de que los enzimas sean tan especificos y tan extraordinarios catalizadores se podria
explicar mediante tres principios bdsicos relacionados con las interacciones enzima-sustrato y la

presencia de grupos cataliticos especificos (Nelson et al., 2008):

a) Lareorganizacién de enlaces covalentes durante la reaccidn.
b) La presencia de interacciones con los sustratos.

c) La presencia de grupos funcionales clave y con un papel catalitico definido en el sitio
activo.

El uso por parte del ser humano de los enzimas se remonta a los origenes de la humanidad. Existen
ejemplos de la aplicacidn histérica de estas biomoléculas como pueden ser la produccién de
ciertos alimentos y bebidas, o como el curtido de pieles. Por supuesto, este uso era absolutamente
inconsciente. Se podria considerar que la primera evidencia de que los enzimas tenian una gran
importancia industrial la dieron los hermanos Hans y Eduard Buchner, los cuales describieron en
el afio 1897 la obtencién de etanol a partir de glucosa y extracto de levadura (Buchner, 1897;
Polaina & MacCabe, 2007). Este descubrimiento puso punto y final a la teoria vitalista propuesta
por Louis Pasteur en 1850, donde se postulaba que la capacidad de producir alcohol por las
levaduras era debido a la presencia de “fermentos” que no eran separables de la estructura de
levaduras vivas (Nelson et al., 2008).

Existen diferentes aspectos de los enzimas que han atraido la atencién de la ingenieria de procesos
hacia estos biocatalizadores:

a) Un alto grado de especificidad por sus sustratos
b) Una gran capacidad catalizadora

c) Capacidad de acelerar reacciones en condiciones de temperatura y pH muy suaves, y en
medio acuoso.

Al igual que muchos otros aspectos cientificos, tecnolégicos y sociales, el uso de enzimas sufrié
una impresionante evolucién a lo largo de la historia. En sus comienzos, el aporte de catalizacién
bioldgica a transformaciones controladas por el ser humano dependia del crecimiento espontaneo
de microrganismos o la adicion de preparaciones a partir de cuajos o extractos de origen
generalmente animal. Posteriormente, la posibilidad de aislar microrganismos mediante técnicas
de cultivo microbiolégico, permitié un mayor control sobre la naturaleza de los catalizadores
incorporados. Este control alcanzé un nivel superior con la capacidad de purificar los enzimas
presentes en estas cepas aisladas y con la aparicion de las técnicas de ADN recombinante. Esta
capacidad de aislamiento y purificacion permitié la busqueda de aquellos enzimas cuyas
propiedades se acercaban mas a las necesidades de la transformacidon o proceso en el que se
querian aplicar. Con la clonacién de los genes involucrados y el avance en el conocimiento
estructural y funcional de los enzimas se dio un paso mas en la carrera de estos biocatalizadores
como herramientas comunes en la produccion de compuestos. El nacimiento de la ingenieria
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enzimatica se convirtié en un hito de la biotecnologia, con la consecucidn de la capacidad de
modificar los enzimas para obtener de ellos propiedades que antes no tenian o mejorar las ya
presentes, se empezd a vislumbrar un futuro en los que los enzimas podrian ser adaptados a
cualquier situacién y objetivo. Este gran avance ha permitido la aplicacién de enzimas en procesos
gue necesitan actividades no presentes en la naturaleza o que estando presentes, no han sido
todavia descubiertas.

En la optimizacion de procesos productivos, generalmente, se busca alcanzar unas condiciones de
reaccion suaves con temperaturas lo mas préximas a la ambiente, este hecho permite una
reduccion considerable de los costes energéticos globales, sin embargo estas condiciones pueden
suponer una baja solubilidad de compuestos u otros inconvenientes. Paralelamente, el estudio de
microorganismos extremdfilos ha permitido identificar una gran cantidad de nuevas herramientas
enzimaticas capaces de actuar en condiciones que serian inviables para enzimas aislados de
organismos mesofilos. Asi se ha conseguido disponer de biocatalizadores capaces de actuar en un
amplio espectro de temperaturas y disolventes, lo cual facilita la disolucién de los sustratos y el
control de otras propiedades. Por ejemplo, una de los enzimas que supuso un gran salto en las
aplicaciones y eficiencia de la PCR fue la Taqg Polimerasa descubierta en la bacteria Thermus
aquaticus (Chien, Edgar, & Trela, 1976), que fue aislada en fuentes termales a mas de 752C (Brock
& Freeze, 1969). A su vez, se ha encontrado que los enzimas obtenidos de microorganismos
termdfilos desarrollan una mayor resistencia a sustancias desnaturalizantes, como pueden ser los
propios disolventes organicos (de Miguel Bouzas, Barros-Veldzquez, & Villa, 2006). Generalmente
las altas temperaturas en procesos quimicos favorecen la difusidon de los compuestos, se reduce
la viscosidad, permiten obtener unas tasas de reaccién mas elevadas y unos mejores rendimientos
(Haki, 2003). Algunos de los enzimas termdfilos que son utilizados en la industria son: amilasas,
proteasas, lipasas, xilanasas, pululanasas, etc.(de Miguel Bouzas et al., 2006).

La implicacién de los enzimas en la industria podria diferenciarse en dos vias, una en la que el
enzima ya es el producto final y otra en la que el enzima actua en algin paso de procesado del
producto. A su vez existe otra diferenciacién en cuanto a su produccién: los de bajo valor afiadido
y comercializados a granel, bulk enzymes, y aquellos que son un producto con un alto valor
anadido. Generalmente, estos Ultimos son aplicados en fines biomédicos, terapéuticos o
cientificos, como es el caso de las ya comentadas polimerasas. Estas proteinas necesitan cumplir
unos requisitos de pureza, actividad y trazabilidad muy elevados. Generalmente, su produccién
no puede realizarse a gran escala y los rendimientos obtenidos son muy bajos, por lo que su precio
en el mercado por kg puede llegar a ser hasta 8 6rdenes de magnitud superiores a aquellos
producidos a gran escala (Figura 7.1- 2)(Dwyer, 1984).
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Enzimas a Granel

Anticuerpos

2 \;—-"’Monoclonales

Concentracion de Partida, g/fL
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Precic de Venta, 5/Kg
Figura 7.1- 2 Relevancia econdmica de los enzimas
Grafico en el que se muestra el precio de los diferentes tipos de enzimas segun su mercado final y la
concentracidn en el medio de partida. Adaptado de Dwyer et al. (Dwyer, 1984).

Como ya se ha comentado, los enzimas no son solo el producto final de un proceso industrial, sino
gue también pueden formar parte de un proceso industrial por si mismos. Algunas de las
industrias que utilizan a los enzimas en alguno de los pasos de fabricacién de sus productos son:
la energética (obtencion de azlcares fermentables para la produccidn de etanol), la industria textil
(tratamientos del algoddn, desizing, efectos de lavado a la piedra...), la alimentaria (eliminaciéon
de 4cidos grasos trans, eliminacién de fosfolipidos de aceites vegetales), la quimica (aplicacion en
gran variedad de procesos sintéticos de compuestos organicos), etc. (Kirk, Borchert, & Fuglsang,
2002).

Sin embargo, no todos los enzimas son idéneos para su utilizacidon en procesos industriales. Por
ejemplo, algunos enzimas ademas del sustrato sobre el que actuar necesitan la adicion de
cofactores u otras sustancias (como iones metdlicos) al medio de reaccidn. Este tipo de
necesidades especiales de los enzimas encarecen en tal magnitud el proceso que incluso pueden
llegar a hacerlo inviable econdmicamente.

7.2. Ingenieria enzimatica

Desde que las teorias creacionistas empezaron a ser sobrepasadas por otras que eliminaban el
concepto estatico de los organismos invariables, como la teoria Transformista de Jean Baptiste
Lamarck (Lamarck, 1809) o la teoria evolucionista de Charles Darwin, plasmada en su obra El
origen de las especies por medio de la seleccién natural (On the origin of species by means of
natural selection, or the preservation of favoured races in the struggle for life) en el afio 1859
(Darwin, 1859), ya se empezaba a vislumbrar la presencia de una optimizacién natural de los
organismos. Este tipo de ideas culminaron con la aparicion de las Teorias Sintéticas Modernas en
las que se combinan conceptos Darwinistas como la evolucion mediante selecciéon natural con
elementos de la genética (los genes, la mutacion, teoria de poblaciones...). A partir de los pioneros
resultados en el clonaje de genes de los investigadores Herbert Boyer y Stanley Cohen a principios

48



7.2 Ingenieria enzimdtica

de los afios 70 (Cohen, Chang, Boyer, & Helling, 1973), la era de la modificacion y mejora de
enzimas vio la luz. Alcanzado el punto en el que se conoce que los enzimas estan codificados en
elementos basicos, los genes, y que estos pueden ser clonados y modificados mediante
mutaciones y su actividad podia ser evaluada, no tardaron en dibujarse teorias y procedimientos
para aplicar cambios concretos a los enzimas y optimizar su actividad mas alld de lo que la
seleccidn natural dictaba.

La aplicacidn de enzimas en procesos industriales y otros usos, suelen necesitar propiedades que
normalmente no se encuentran en organismos aislados de su medio natural. Sin la intervencion
humana los enzimas ya han sufrido un proceso exhaustivo de optimizacién: la seleccién natural.
Pero los ingenieros enzimaticos buscan proteinas con alta estabilidad en las condiciones en las
gue se va a dar el proceso de transformacion y una alta actividad catalitica para sustratos no
naturales (Schmidt-Dannert & Arnold, 1999).

Por algunos, la ingenieria de proteinas estd considerada como una subdisciplina dentro de la
ingenieria genética. La caracteristica definitoria de laingenieria enzimatica es que el producto final
es una proteina con una secuencia nueva (o modificada) y no un organismo vivo. Dado que las
proteinas no pueden reproducirse, muchas de las preocupaciones y prejuicios generados por los
microorganismos modificados genéticamente no son aplicables en la ingenieria de proteinas. En
este aspecto, las proteinas modificadas mediante ingenieria se parece mas a nuevos compuesto
quimicos de fuentes no bioldgicas pero que, por su misma naturaleza son facilmente
biodegradables (aunque haya que tener en cuenta otros aspectos de seguridad y toxicidad)
(Rubingh & Grayling, 2010).

Para obtener las propiedades deseadas de los enzimas hay dos procedimientos o filosofias de
actuacioén dentro del drea de la ingenieria enzimatica: el diseio racional y la evolucion dirigida.
Estas dos alternativas no son incompatibles ya que ambas pueden cooperar en estrategias
denominadas combinatorias o semiracionales. En los ultimos 40 aios se ha llegado al punto en el
qgue es posible desarrollar mediante ingenieria casi cualquier propiedad para la cual exista un
método adecuado de analisis o cribado (Rubingh & Grayling, 2010).

El disefio racional es, de los dos protocolos bdsicos de optimizacidon de enzimas, el primero en
aparecer (Chica, Doucet, & Pelletier, 2005), y fue aplicado para la modificacidn de la especificidad
de ciertos enzimas (Craik et al., 1985). Se fundamenta en la realizacion de mutantes concretos
bajo la hipdtesis de que esas mutaciones van a determinar una mejora de sus propiedades o una
nueva actividad. Sin embargo para realizar este tipo de estrategias se necesita un conocimiento
en profundidad de la estructura, del mecanismo catalitico, de su regulacion, de las similitudes con
otros enzimas emparentados... (Rubingh, 1997). En definitiva cuanto mayor sea el volumen de
informacidn sobre la proteina de partida mayores son las probabilidades de éxito. Hoy en dia, con
el uso de la bioinformatica y el incremento de la capacidad de calculo de las computadoras
utilizadas, se ha permitido la generacidon de hipétesis cada vez mas precisas (Pokala & Handel,
2001).
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Figura 7.2-3 Esquema de un protocolo de disefio racional de enzimas

Pasos generales de un protocolo de disefio racional de un enzima. Se parte de un gen de interés del que se
analizan sus propiedades bioquimicas, si no son aptas se realizan una serie de predicciones en base a la
informacién disponible que conducen a la creacién de un mutante bajo esas hipotesis. Esta nueva version es
testada para comprobar si cumple los requerimientos. Inspirado en Rubingh et al (Rubingh & Grayling, 2010).

Por lo general, este tipo de estrategias requieren un esfuerzo en la planificacidon elevado y los
resultados no siempre son los esperados. En los casos en los que la relacidn entre la estructura 'y
la funcién indican de manera obvia las modificaciones a realizar, los resultados son excepcionales.
Incluso dentro del disefio racional se pueden considerar procedimientos basados en el
acoplamiento de mdédulos enzimaticos sin alterar sus secuencias internas con el fin de combinar
sus propiedades y asi generar nuevas organizaciones estructurales. Sin embargo cuando la procura
de una nueva funcién no se extrae de manera trivial de la observacidon de la estructura los
resultados no siempre son satisfactorios. Esto se debe a que, a pesar del conocimiento acumulado,
hay una gran cantidad de pardmetros que todavia no son controlables, como pueden ser el
plegamiento de las proteinas, establecimiento de interacciones estabilizantes del sustrato,
problemas de expresion.

Mas alla de esta problematica los éxitos conseguidos utilizando el disefio racional se han
convertido en pasos de gigante a la hora de desenmascarar las posibilidades de la ingenieria
enzimatica. El poder obtener enzimas que han sido mejorados a partir de una hipdtesis de
modificacion sélida permiten el demostrar muchos principios que, de otro modo, no hubiese sido
posible.

La otra opcidn es la Evolucidn Dirigida. En este procedimiento no es necesario un conocimiento
profundo de la estructura proteina con la que se va a trabajar, sin embargo, aunque no es un
requisito si que puede facilitar el disefio de los experimentos. En la evolucion dirigida se trata de
reproducir lo que ocurre de modo espontdneo con la seleccidén natural en los organismos vivos en
el medio ambiente, pero en este caso en el laboratorio y con una escala temporal mucho mas
reducida.
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Figura 7.2-4 Esquema de un protocolo de evolucion dirigida

Pasos generales de un protocolo de evolucién dirigida. Se parte de un gen de interés del que se genera una
biblioteca de genes mutantes que son expresados para obtener una biblioteca de proteinas mutantes que son
cribadas o seleccionadas en base a alguna propiedad que presenten. Esto se puede continuar con mas rondas
de evolucidn o caracterizando el mutante obtenido. Adaptado de Tao et al. (Tao & Cornish, 2002).

La evolucién dirigida podria considerarse como una rama dentro de los estudios de genética
inversa, concepto enfrontado a los estudios de genética cldsica. La genética cldsica busca
mutantes a partir de observaciones fenotipicas dentro de las poblaciones naturales, para luego
determinar el gen que causa esta mutacién, de este modo se puede relacionar el gen modificado
con una funcion. En la genética inversa el procedimiento de estudio es exactamente el opuesto,
se generan mutaciones en un determinado gen y viendo el fenotipo generado se pueden obtener
las relaciones gen-funcidén. Algo similar ocurre en la obtencién de enzimas con nuevas
caracteristicas o propiedades a través de la evolucidn dirigida, como se muestra en la Figura 7.2-
5. La aproximacion clasica para la obtencién de nuevos enzimas se fundamenta en la busqueda en
nuevos organismos aislados, asi, la diversidad de estos enzimas es la naturalmente generada por
medio de la seleccidén natural como fuerza de cambio. En la evolucion dirigida, la diversidad se
crea artificialmente por métodos de ingenieria genética y la seleccién se obtiene mediante la
introduccion de una presién selectiva también artificial. Este proceso permitira obtener como
resultado mutantes cuyas propiedades son las adecuadas para llevar a cabo una actividad
concreta consecuencia de las fuerzas evolutivas introducidas por el investigador.

En todo proceso de evolucidén dirigida es necesario tener en cuenta cuatro elementos basicos:

a) Seleccidn de la proteina o familia de proteinas de partida.
b) Seleccién de un método de generacion de variabilidad.

¢) Disposicion de un método de seleccién o cribado robusto.
d) Tamafio de la biblioteca de mutantes

Los parametros realmente determinantes son los tres primeros, mientras que el tamano de la
biblioteca viene definido por los tres anteriores, aunque eso no le resta importancia.
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Figura 7.2- 5 Evolucidn dirigida vs Desarrollo cldsico de enzimas

Representacion esquematica de los pasos que dan en el desarrollo de enzimas en la actualidad en
comparacién con el desarrollo cldsico de enzimas para produccion industrial. Adaptado de Kirk et al. (Kirk et
al., 2002).

La seleccién de la proteina o familia de proteinas de partida es el primer elemento relevante y el
gue va a condicionar todos los demas. Si solo disponemos de un enzima y queremos mejorar sus
propiedades, las técnicas de generacién de variabilidad van a ser primordialmente aquellas que
introducen mutaciones en el gen. Por el contrario, si disponemos de un conjunto de enzimas
emparentados cuyas propiedades queremos combinar, los métodos de generacidn de variabilidad
serdn esencialmente aquellos que tienen como base la generacién de quimeras por
recombinacidn. Por otro lado, no todas los enzimas presentan el mismo tipo de actividad nivan a
ser optimizados hacia las mismas metas, de este modo, el enzima de partida también va a
dictaminar cual va a ser el ensayo de medicion de actividad que nos permitird identificar a los
mejores mutantes dentro de la poblacion.

El segundo elemento clave es la generacion de la variabilidad. En la naturaleza, la variabilidad se
genera debido a errores introducidos por las polimerasas en la etapa de replicacion del ADN.
Debido a que las polimerasas presentan tasas de error infimas (p.e 1 base por billéon de bases
replicadas (Rattray & Strathern, 2003), la aparicion de mutantes es esporadica, impedida ademas
por mecanismos de reparacion y correccion del ADN, de ahi que la evolucidn natural necesite una
escala temporal tan larga. Como ya se ha explicado, generalmente hay dos formas basicas de
generacion de la diversidad: por recombinacién y por mutacion. De cada una de estas dos
estrategias han surgido multiples protocolos para la obtencién de los mutantes o quimeras. La
seleccién de un protocolo u otro dentro de las diferentes variedades no es una decisidon simple,
este paso va a ser el que dicte cual es el tamafio de la biblioteca de mutantes a ser testeada. En la
mayoria de los casos las bibliotecas se encuentran entre 103-10° mutantes (Reetz, Kahakeaw, &
Lohmer, 2008), pero aun asi no se cubre el espacio de secuencia de una proteina. El espacio de
secuencia es el total de posibles combinaciones de aminoacidos para un determinado tamafio de
proteina. Por ejemplo, si se quisiese hacer una mutagénesis al azar cubriendo todo el espacio de
secuencia de una proteina de 300 aminodcidos de longitud, el niUmero total de mutantes seria de
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203% siendo este nimero mayor que el total de dtomos del universo (Morley & Kazlauskas, 2005),
por lo que es imposible de trabajar. Sin embargo, tampoco interesa cubrir todo el espacio de
secuencia, ya que solo aquellas proteinas con un alto grado de similitud con la original podran
presentar una actividad similar a la de partida.

El ultimo elemento determinante en la evolucién dirigida es el método que diferencie entre
mutantes mejorados y aquellos que no lo son. Hay dos tipos ensayos bdsicos: los de seleccién y
los de cribado. En la seleccion, solo aquellos microrganismos que han sido transformados con una
proteina de funcién mejorada son capaces de sobrevivir. Son los ensayos mas faciles de
interpretar, pero su aplicacion es muy reducida, un ejemplo de esto seria la resistencia a algun
tipo de compuesto toxico. El otro procedimiento es el cribado, screening en inglés, en el que se
utiliza algin ensayo en el que se puede medir la actividad del enzima y asignarles un valor y asi
poder seleccionar a los mejores. En este caso no se trata de supervivencia-no supervivencia, se
trata de tener una herramienta objetiva de selecciéon de los mutantes que superan un nivel de
actividad mayor que el umbral determinado por la proteina WT. Esta etapa también condiciona el
tamafio de la biblioteca ya que, por ejemplo, si los sustratos son dificiles de conseguir, el protocolo
de medicidn de la actividad es muy elaborado o no hay posibilidad de la automatizacién del
experimento el hipotético tamano de la libreria se reduce frente las condiciones opuestas
(sustrato accesible y barato, ensayo simple y alta capacidad de automatizacion).

Los protocolos de evolucion dirigida se podrian considerar que tienen una meta difusa. El objetivo
simple es la mejora de un enzima, pero esta mejora puede alcanzarse en un Unico paso o no. Si en
el primer experimento no se consigue la mejora deseada se puede repetir el proceso sobre la
proteina seleccionada como ganadora de la primera ronda de evolucion. De este modo se puede
entrar en una iteracion o combinacidn de procesos (como se muestra en la Figura 7.2-4) hasta que
se alcanza un valor considerado como suficiente por el investigador. Es muy probable que esta no
sea la proteina 6ptima, sobre todo si se recuerda lo mencionado sobre el espacio de secuencia de
una proteina, pero si relativizamos el éxito al esfuerzo invertido en el proceso, la consecucién del
enzima dptimo no tiene por qué ser necesaria (Nov, 2012).

De la mezcla del disefio racional y la evolucidn dirigida surgen las aproximaciones combinatorias
o semiracionales. En este tipo de procesos se buscan zonas concretas del enzima que tengan una
gran importancia catalitica o estructural y sobre ellas se realizan, generalmente, procedimientos
de mutagénesis de saturacion. Un grupo de mutantes de saturacidén es aquel en que se encuentran
los 20 aminodcidos sustituyendo el residuo de una determinada posicion. Como en el disefo
racional, aqui se necesita un conocimiento pormenorizado de la proteina para la determinacién
de zonas calientes (Hot Spots) pero en el apartado practico-experimental se observa una gran
similitud con la evolucién dirigida. Al saturar las posiciones relevantes se genera un numero
relativamente elevado de mutantes (no tanto como en la mutagénesis al azar) por lo que es
necesaria la construccién de bibliotecas y contintan siendo vigentes, por lo tanto, los tres ultimos
elementos vitales de la evolucidn dirigida el método de aleatorizacién, el método de seleccién y
el tamafo de las bibliotecas.

Los tres procesos sufren un desarrollo similar: primero la generacién de los genes mutantes
candidatos, su inclusion en un vector de expresién, posteriormente se transforman el
microrganismo de expresion con la libreria de genes mutantes, se obtienen las proteinas mutantes
y se realizan los ensayos pertinentes para la seleccién de los mejores mutantes (Kaur & Sharma,
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2006). Pero como ya se ha visto, mds alld de este esquema general se presentan otros parametros
gue aportan unas ventajas o desventajas como se resumen en la Tabla 7.2-1.

Disefio racional Evolucion dirigida Aproximacién semiracional
- n? reducido de mutantes. - Se explora la totalidad del - Combinacién de evolucion
- Conocimiento de los enzima. dirigida y disefio racional.
efectos concretos del - Reducida informacion del - n2 de mutantes
" mutante. enzima. intermedio.
= - Menor esfuerzo - Aplicacion directa de -Bibliotecas de tamafio
E experimental. iteraciones. medio
> - Diversidad protocolos de -Aplicacidn directa de
generacion de diversidad. iteraciones (generalmente).
- Diversidad protocolos de
generacion de diversidad.
- Necesidad de - Elevado n? de mutantes. - No se explora todo el
_g conocimientos previos. - Alto esfuerzo experimental | enzima.
g - No se exploran posiciones - Bibliotecas de gran - Conocimientos previos.
g fuera de zonas delimitadas. tamano. - Cierto esfuerzo
a ‘No se pueden aplicar experimental.
iteraciones directamente.

Tabla 7.2-1 Comparacion de métodos de ingenieria de proteinas
Cuadro resumen de las ventajas y desventajas de los procedimientos de optimizacidon enzimatica presentados:
Disefio racional, evolucion dirigida y aproximaciones semiracionales.

7.3. Presentacion de los enzimas

El objetivo general de esta tesis es la ingenieria enzimatica de dos familias de enzimas para
aplicaciones de biocatalisis. El trabajo involucra a dos enzimas de origen y actividad muy
diferenciadas. Por un lado la endo-1,3-1,4-B-Glucanasa, o liquenasa, de Bacillus licheniformis (EC
3.2.1.73) y por otro lado la quitin-oligosacarido desacetilasas de Vibrio cholerae (también conocida
como COD o VcCDA, EC 3.5.1.41). Primero se hara una breve presentacién de la B-glucanasa, de
la cual los resultados obtenidos seran presentados a modo de articulos ya publicados (Capitulo 2).
Por otro lado se presentard la desacetilasa la cual supone un mayor porcentaje del trabajo
realizado (Capitulo 1).

En ambos casos se han realizado procedimiento de ingenieria enzimatica, sin embargo el enfoque
utilizado ha variado de un caso al otro. Por un lado la B-Glucanasa ha sido sometida a un proceso
mejora semirracional y la desacetilasa mediante un proceso puramente racional.

7.4. LaClasificacion CAZy

La plataforma CAZy (http://www.cazy.org) es una base de datos curada, la cual clasifica
sistematicamente informacién sobre una gran variedad de enzimas que ensamblan, modifican y
rompen carbohidratos y glucoconjugados. A este conjunto de enzimas se les ha denominado
CAZymes haciendo referencia a “Carbohydrate Active Enzymes” o enzimas activos sobre
carbohidratos. El sistema de clasificacion que utiliza esta base de datos se fundamenta en la
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similitud de secuencia y la presencia de folds comunes dentro de sus estructuras. Este tipo de
clasificaciéon conlleva un mejor reflejo de los mecanismos enzimaticos, folds y caracteristicas
estructurales que aquellas clasificaciones basadas solo en la especificidad por sustratos (Vincent
Lombard, Golaconda Ramulu, Drula, Coutinho, & Henrissat, 2014; Nakamura, Nascimento, &
Polikarpov, 2017).

Dentro de esta base de datos podemos encontrar enzimas clasificados en cinco grandes clases:

1. Glicosil Hidrolasas (GHs): realizan la rotura o reorganizacién de los enlaces glicosidicos.
Incluye 145 familias.

2. Glicosiltransferasas (GTs): realizan la formacion de enlaces glicosidicos. Incluye 103
familias.

3. Polisacérido liasas (PLs): realizan la escision no hidrolitica de enlaces glicosidicos. Incluye
26 familias.

4. Esterasas de Carbohidratos (CEs): realizan la hidrélisis de ésteres de carbohidratos. Incluye
15 familias.

5. Actividades auxiliares (AAs): enzimas redox que actlan en conjunto con enzimas activos
en carbohidratos. Incluye 13 familias.

Adicionalmente, los mdédulos de unién a carbohidratos (CBMs), que no muestran actividades
cataliticas, estan clasificados juntos dentro de otro grupo. En la actualidad hay definidas 81
familias de CBMs.

7.5. Las glicosintasas

Las glicosintasas son glicosil-hidrolasas modificadas mediante ingenieria enzimatica para que
desarrollen una actividad opuesta a su actividad natural. Por lo tanto, estos enzimas no existen
naturalmente. Su descubrimiento se produjo simultdneamente en el aino 1998 por dos grupos
independientes de investigadores: el grupo de Withers trabajando sobre una exo-glicosidasa
(Mackenzie, Wang, Warren, & Withers, 1998) y el grupo de Planas, Laboratorio de Bioquimica del
Institut Quimic de Sarria, trabajando con una endo-glicosidasa (Malet & Planas, 1998). Desde su
descubrimiento esta tecnologia se ha aplicado a multiples enzimas de diferente naturaleza
(Planas, Faijes, & Codera, 2015; Shaikh & Withers, 2008).

Las glicosil-hidrolasas son los enzimas encargados del catabolismo de carbohidratos. Hay dos tipos
basicos de estos enzimas en funcion del mecanismo catalitico: aquellas en las que la configuracidn
del carbono anomérico del producto mantiene su configuracién de partida, las denominadas
retaining glycoside hydrolases; y aquellas en las que se invierte, conocidas como inverting
glycoside hydrolases (Zechel & Withers, 2000). Estos dos mecanismos se ilustran en la Figura 7.5-
1. En las glicosidasas con inversion de configuracién hay dos grupos carboxilo cataliticos que
actian como acido general y base general. La reaccidon se produce por medio de un unico
desplazamiento que involucra un estado de transicidon con la creacion de un ion oxocarbenio
(Figura 7.5-1a). En las glicosidasas con retencién de configuracién la reaccién se produce mediante
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un doble desplazamiento (Koshland, 1953), en el que en una primera fase, denominada
glicosilacién, se crea un intermediario enzima-sustrato mediante el ataque del carboxilo
nucleofilico al sustrato con asistencia protdnica del otro residuo carboxilico que actua de acido
general, y en una segunda etapa, desglicosilacion, la base conjugada del 4cido general aumenta la
nucleofilia de una molécula de agua que ataca el intermediario glicosil-enzima resultando en la
liberacion del producto de reaccion (Figura 7.5-1b). Existe un tercer tipo siendo una variante de
este ultimo, consistente en “catalisis asistida por sustrato” que tiene lugar en algunas [-N-
acetilhexosaminidasas (Figura 7.5-1c).
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Figura 7.5-1 Mecanismos cataliticos de las glicosidasas

Mecanismos generales para glicosidasas del tipo inverting (A) y del tipo retaining (B) y una modificacion del
mecanismo de las retaining usado por B-N-Acetilhexosaminidasas (P). Adaptado de Planas et al. (Planas et al.,
2015).

Las glicosintasas, propiamente dichas, son glicosil-hidrolasas con retencién de configuracion en
las que el residuo que actia como nucledfilo ha sido sustituido por uno inerte. Esto imposibilita la
reaccion hidrolitica, pero son capaces de catalizar significativamente la formacién de enlaces
glicosidicos a partir de sustratos activados. En la actualidad el termino glicosintasa ha sido
incorrectamente aplicado a otro tipo de glicosidasas como las inverting (Honda & Kitaoka, 2006)
o las B-N-Acetilhexosaminidasas (Ohnuma et al., 2012). Estos nuevos enzimas con capacidad de
formacion de enlaces glicosidicos podrian denominarse “glycosynthase like” ya que,
generalmente, en estos no se ha eliminado por completo la actividad hidrolitica del enzima
original, algo que si ocurre con las glicosintasas originales (Planas et al., 2015).
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7.5.1. Mecanismo catalitico de las glicosintasas

El mecanismo catalitico de las glicosidasas ha sido ampliamente estudiado. Las glicosidasas con
retencién de configuracion ademads de catalizar la reaccion de hidrélisis del enlace glicosidico
pueden catalizar la formacion de los mismos en su versidn salvaje. En funcion del sustrato
utilizados existen dos rutas basicas mediantes los cuales el enzima WT puede crear estos enlaces.
Uno es el control termodinamico en el cual, sustratos no activados y los productos de
transglicosilacion se encuentran en equilibrio (Figura 7.5-2). Otra ruta mas eficiente se ha
denominado transglicosilacion por control cinético, esta aproximacién se sirve de sustratos
activados, como pueden ser fluoruros de glicosilo, arilglicésidos, etc. Al disponer de un mejor
grupo saliente se forma el intermediario de una forma mas rapida por lo que se produce una
acumulacién del mismo. De este modo, se busca una captura mas rapida del intermediario
activado glicosil-enzima por el aceptor glicosidico que por la molécula de agua. Sin embargo estos
dos métodos no aportan un gran rendimiento a la reaccidn, ya que los productos de este ultimo
mecanismo también son susceptibles de ser hidrolizados. Combinando estas estrategias con la
ingenieria de los medios de reaccion se ha llegado hasta rendimientos del 50% (Faijes et al., 2003).
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Figura 7.5-2 Mecanismos glicosidasa WT vs glicosintasa

a) Mecanismo de doble desplazamiento de una glicosidasa con retencion de configuracion, en la rama inferior
del esquema se muestra la reaccion de transglicosilacion con un aceptor glicosidico. b) Mecanismo de
transglicosilacion de una glicosintasa por mutacidn del residuo nucledfilico. Adaptado de Faijes et al. (Faijes
etal., 2003).

Sin embargo, con la aparicion de los mutantes glicosintasa de las glicosidasas se modifica el
mecanismo de reaccion. En las glicosintasas se ha sustituido el residuo nucleofilico por uno que
no tenga esta propiedad, de este modo se previene que la reaccion hidrolitica se produzca, no es
posible que se forme el intermediario glicosil-enzima. En este caso el sustrato es un fluoruro de
glicosilo con una configuracién del carbono anémerico opuesta a la del sustrato natural (por
ejemplo, un fluoruro de glicosilo en a para una B-glucosidasa), que imita la configuracion que

57



7.5 Las glicosintasas

adquiere el sustrato al formar el intermediario glicosil-enzima (Figura 7.5-2 a y b). Al eliminar el
residuo que actia como nucledfilo (generalmente glutamato) y sustituirlo con un menos
voluminoso (como serina, alanina o glicina por ejemplo) se crea una cavidad de mayor tamafio
gue permite la entrada del nuevo sustrato sin impedimento en el sitio activo (Faijes & Planas,
2007).

Los rendimientos de la transglicosilacion mediada por glicosintasas son muy elevados puesto que
el producto de reaccidn ya no es hidrolizado por el enzima. El el Laboratorio de Bioquimica del IQS
se ha desarrollado esta tecnologia en los ultimos 20 afios. Asi, se ha conseguido aplicar a diversos
enzimas para su uso como biocatalizadores. Para una revisidn reciente ver Planas et al. 2015
(Planas et al., 2015).

7.5.2. La B-Glucanasa de Bacillus licheniformis

La endo-1,3-1,4-B-Glucanasa, o liquenasa, de Bacillus licheniformis (EC 3.2.1.73) es una de las
glicosidasas modelo al ser la primera glicosintasa derivada de una endo-glicosidasa, y objeto de
un amplio estudio en el Laboratorio de Bioquimica dell IQS. Segun la clasificacién de la base de
datos CAZy (Carbohydrate Acting Enzymes) este enzima pertenece a la familia GH16 de glicosil
hidrolasas, caracterizadas por presentar una estructura jellyroll 8-sandwich y ser glicosidasas con
retencion de configuracidn en las que tanto el acido/base general y el nucledfilo son glutamatos.
En este enzima en concreto, se corresponden con E138 (4cido/base) y E134 (nucledfilo) (Juncosa,
Pons, Dot, Querol, & Planas, 1994).

La funcién natural de este enzima es la hidrdlisis de beta-glucanos lineales con enlaces 8-1,3 y B-
1,4 como los presentes en los B-glucanos de cereales o los liquenanos. Presenta una especificidad
estricta en el lugar de corte para enlaces glicosidicos B-1,4 en unidades 3-O-sustituidas en el
polisacarido sustrato (Planas, 2000).

Figura 7.5-3 8-Glucanasa
Estructura cristalografica de la endo-1,3-1,4-B-Glucanasa de Bacillus licheniformis (PDB: 1GBG) (Hahn, Pons,
Planas, Querol, & Heinemann, 1995).
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Esta B-glucanasa de Bacillus licheniformis al ser una endo-glicosidasa, presenta un sitio activo
extendido como se puede observar en la Figura 7.5-3. El sitio activo esta divido en 6 subsitios: 4
hacia el extremo no reductor desde el punto de corte (lado del dador) y 2 hacia el extremo
reductor, por lo tanto, en el lado del aceptor como se representa en la Figura 7.5-4 (Faijes et al.,
2003). Esta caracteristica le permite aceptar polisacaridos mas largos y complejos (Faijes & Planas,

2007).
geee’e’es
\ANNAANNAD

S LN || I | -1 o+l

Figura 7.5-4 Subsitios 8-glucanasa
Esquema de los subsitios presentes en el sitio activo de la endo-1,3-1,4-B-Glucanasa de Bacillus licheniformis.

De este enzima se han obtenido multiples versiones glicosintasa sustituyendo el residuo
nucleofilico por otros aminoacidos: E134A, E134S, E134G, E134C; siendo el mas activo hasta la
fecha el mutante de serina (Pérez, Faijes, & Planas, 2011).

7.5.3. Los B-Glucanos naturales y artificiales

Los B-Glucanos naturales son polisacdridos sintetizados por plantas, algas, levaduras, hongos y
bacterias. Estdn compuestos de unidades de D-glucosa unidas por enlaces -1,3 y B-1,4 (Figura
7.5-5). Su principal funcion es estructural aunque también actian como elementos de respuesta
a dafios. Oligosacaridos derivados de este tipo de compuestos presentan actividades biolégicas
en otros organismos como inmunomoduladores e incluso antitumorales (Pérez, Faijes, & Planas,
2011). Su sintesis in vivo es realizada por glicosil-transferasas, pero estos enzimas presentan una
gran dificultad en su purificacién debido a que son generalmente transmembrana, de ahi que la
aparicion de las glicosintasas fuese un gran avance para obtener [B-glucanos de gran pureza.

CH,OH
~ _ O_ O--t--
OH

OH

B-1,3 B-1,4

Figura 7.5-5 8-glucano
Estructura del $-1,3-1,4-glucano compuesto de unidades de D-glucosa unidas por enlaces 3-1,3 y 3-1,4.

La capacidad de este tipo de polimeros para formar hidrogeles los convierten en un biomaterial
de gran interés debido a su biocompatibilidad. Sin embargo, los B-glucanos de origen natural no
son facilmente aplicables a procesos biomédicos debido a la heterogeneidad entre lotes y a la
posible presencia de contaminantes o patégenos (Shaikh & Withers, 2008). Otra forma de abordar
su obtencidn seria a través de la sintesis quimica de los mismos, pero el control de la estero y
regio-especificidad en la formacion del enlace glicosidico necesita unos requerimientos que son
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dificilmente escalables (Hanson, Best, Bryan, & Wong, 2004). Con la aparicion de la tecnologia de
las glicosintasas los problemas de los dos métodos de obtencidn anteriores parecen resueltos. Los
glucanos obtenidos mediante sintesis enzimatica presentan una gran pureza ademas de una alta
homogeneidad. Por otro lado, controlando el nimero de unidades de que estd compuesto el
sustrato y la actividad del enzima se pueden llegar a obtener polimeros de alto peso molecular
que muestran una microestructura determinada. Otro aspecto interesante es que este tipo de
sintesis presenta rendimientos superiores al 80% (Pérez et al., 2011).

Sin embargo la sintesis enzimatica presenta un problema, y es que una vez que el polimero alcanza
un determinado peso molecular se hace insoluble y precipita (35-70 kDa), de este modo deja de
ser accesible para el enzima y no puede continuar su crecimiento.

En el Laboratorio de Bioquimica del 1QS se planted esta aplicacion de las glicosintasas para la
sintesis enzimatica de polisacaridos (naturales, funcionalizados, y artificiales) con estructuras
definidas y homogéneas (Faijes, Imai, Bulone, & Planas 2004). En la actualidad se estan
desarrollando nuevas aplicaciones (Codera, Gilbert, Faijes, & Planas, 2015). Uno de los objetivos
del presente trabajo es el establecimiento de técnicas que permitan la ingenieria de glicosintasas
mediante procedimientos de evolucién dirigida asi como la aplicacién de los mismos. El fin dltimo
es la obtencidn de glicosintasas mas eficientes las cuales puedan sintetizar polimeros de mayor
MW.
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7.6. Quitinay quitosanos

7.6.1. Historia de la quitina y el quitosano

La quitina fue aislada por primera vez en el afio 1811 por el profesor francés Henri Braconnot a
partir de extractos de hongos (Braconnot, 1811), esto sitla su descubrimiento 30 afios antes del
aislamiento de la celulosa por el también francés Anselme Payen (Payen, 1838). La observacion
de Braconnot se basaba en la resistencia de cierta fraccidon a soluciones alcalinas, él denominé a
este compuesto “fungina”. No fue hasta el afio 1923 que el polimero de N-acetilglucosamina fue
oficialmente bautizado como Quitina. A pesar de no conocer su composicion exacta Odier obtuvo
quitina pura a partir del caparazon desmineralizado de cangrejos (A. Odier, 1823). El nombre de
quitina proviene del griego xttwv (chiton) que significa “tunica o cobertura” (Campbell, 1823).

Finalmente, en el afio 1929, el investigador aleman Albert Hofmann describié la estructura
guimica de la quitina (Karrer & Hofmann, 1929).

A B

Figura 7.6- 1 Descubridores de la quitina y quitosano
A) Retrato de Henri Braconnot (1780-1855) descubridor de la quitina en el afio 1811 B) Fotografia de Charles
Marie Benjamin Rouget (1824-1904) descubridor del quitosano en el afio 1859.

El quitosano fue descubierto unos afios mas tarde que la quitina, concretamente fue en el afo
1859 por el trabajo del profesor C. Rouget (Rouget, 1859). Se describid a partir del experimento
de hervir quitina en hidroxido de potasio concentrado, causando la desacetilacion parcial de la
misma. Pero, al igual que la quitina, no recibid su nombre formal hasta varios afios después de su
descubrimiento, en el afio 1894 Hoppe-Seyler dieron el nombre oficial de quitosano a este nuevo
compuesto (Hoppe-Seyler, 1894). Como se ha mencionado su aislamiento fue a partir de la
desacetilacidén quimica de la quitina, sin embargo no se describid su obtencién desde un productor
natural de quitosano hasta el afio 1954 por el Dr. Kreger. Se extrajo quitosano natural de las
paredes celulares del hongo Phycomyces blakesleanus (Kreger, 1954). Hoy en dia se conoce que
otros hongos como son los zigomicetes, o en algas verdes como chlorella son productores de
quitosano. A pesar de estos origenes naturales identificados, la mayoria del quitosano utilizado
industrialmente se obtiene a través de la desacetilaciéon alcalina de quitina extraida de diversas
fuentes (Zikakis, 2012).
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Transcurridos mas de 200 afios desde el descubrimiento de la quitina, la atencidn que han atraido
estas dos familias de compuestos ha sido continua, pero es partir de mediados del siglo XX cuando
realmente se comienza a acumular informacion sobre la quitina, el quitosano y sus aplicaciones
(zikakis, 2012).

7.6.2. Quitina y Quitosanos: estructura y propiedades

La quitina es un polisacarido que estd ampliamente extendido en varios reinos, de hecho se
considera el segundo polimero natural mas abundante de la naturaleza justo después de la
celulosa. Su funcién principal es la de actuar como un componente estructural de diferentes
tejidos: exoesqueletos de artrépodos (insectos y crustaceos), en los endoesqueletos de moluscos
(calamar, sepia, pulpo, etc). paredes celulares de hongos y diatomeas (Kurita, 2001; Varki &
Sharon, 2009).

CHs
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HO
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Figura 7.6-2 Estructura quitina
Estructura de la quitina definida como un homopolisacarido lineal compuesto por monémeros de N-acetil-D-
glucosamina unidos por enlaces B(12>4).

Quimicamente la quitina estd definida como un polisacdrido lineal compuesto por mondmeros de
N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces B(1->4). La quitina aparece en la naturaleza a modo
de macrofibrillas, en funciéon de la organizacién de los polimeros dentro de estos haces
encontramos 3 tipos de quitina:

a) a quitina: Estd compuesta de cadenas antiparalelas y se encuentra principalmente en
crustdceos.

b) B quitina: Estd compuesta por cadenas paralelas y se encuentra principalmente en el
esqueleto de calamares.

¢) vy quitina: Estd compuesta por una mezcla de cadenas paralelas y antiparalelas. Se
encuentra en algunos hongos.

El aspecto de la quitina es el de un sdlido no elastico de color blanco (Kumar, 2000) y de las tres
isoformas, la ay B son las dos mas frecuentes, pero siendo la primera la mas abundante (Rinaudo,
2006). La quitina es muy poco soluble en los disolventes comunes. En cuanto a su reactividad
guimica la quitina es considerablemente inerte a pesar del alto contenido de nitrégeno de la
misma. Sin embargo, se ha demostrado que la B quitina es ligeramente mas reactiva. Este hecho
puede ser debido a la organizacién de las cadenas en las microfibras que ademas es un aspecto a
tener en cuenta en cuanto a su utilizacion para posteriores transformaciones (Kurita, Tomita, Ishii,
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Nishimura, & Shimoda, 1993). El procesado de la quitina principalmente a través de reacciones
despolimerizacion y de-N-acetilacién genera una serie derivados que incluyen el quitosano y los
oligosacaridos de quitina y quitosano. Estos polimeros de menor grado de polimerizacion son de
remarcable importancia a nivel de funciones bioldgicas.

OH
o NH,
o HO

NH
z OH

L —In

Figura 8.6-3 Estructura quitosano
Estructura del quitosano definido como un heteropolisacédrido lineal compuesto por monédmeros de N-
acetil-D-glucosamina y glucosamina unidos por enlaces B(1->4).

Independientemente del procesado, cuando la quitina es parcialmente desacetilada se le llama
guitosano. Esta desacetilacidn hace que el nuevo polimero se mds soluble y adquiera otra nuevas
propiedades que la quitina no tenia originalmente. El proceso natural de desacetilacion de la
quitina no es muy comun, de hecho sélo algunos hongos de los filum Zygomycota, Basidiomycota
y Ascomycota han sido descritos como capaces de sintetizar polimeros de quitosano. Las funciones
de los quitosanos son muy diversas dependiendo de sus grado de polimerizacién (DP), grado de
acetilacion (DA) y patron de acetilacion (PA).

DP: es el numero de unidades monoméricas que conforman una macromolécula,
polimero u oligdmero. En el caso de los quitosanos se considera que son oligdmeros
aquellos que poseen de mas de 100 unidades. Ademds se ha visto que pequefas
variaciones en este parametro afectan enormemente a sus funciones bioldgicas.

DA: es la abundancia relativa de mondmeros acetilados en un polimero u oligdmero.
Variaciones en este parametro afectan tanto a sus propiedades fisico-quimicas
(solubilidad, carga, reactividad) como bioldgicas.

PA: es la distribucion de residuos acetilados en un polimero u oligdmero en el que también
existe la presencia de residuos no acetilados. En funcidn de su distribucidon pueden ser de
distribucién aleatoria (random), de bloque o regular. Esta distribucion de GIcNAc y GlcN
en los oligdmeros de quitosano definen sus actividades bioldgicas.
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DP DA PA
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Figura 7.6-4 Esquema de DP, DA y PA
Esquema explicativo de los factores clave que describen los oligdmeros de quitosano: grado de
polimerizacion DP, grado de acetilacion DAy patrén de acetilacién PA.

Como propiedades quimicas de los quitosanos destacan: a) son poliminas lineales, b) presencia de
grupos amino reactivos, c) presencia de grupos hidroxilo reactivos y d) capacidad de quelar gran
cantidad de iones metdlicos de transicion. Si citamos las propiedades biolégicas del quitosano
como material en cuanto a su interaccién con los organismos podemos encontrar: a) son
polimeros naturales biocompatibles, b) son biodegradables y c) son seguros y no téxicos. Como
policationes tienen la capacidad de interaccionar con biomoléculas polianidnicas como pueden
ser el ADN, proteinas y las fosfolipidos de las membranas bioldgicas. Todo este conjunto de
caracteristicas (que los diferencian de otros polimeros naturales como la celulosa, agar, pectinas,
etc con un componente mas acido) han atraido la atencidn de la industria para su aplicacién en
areas tan distantes como la medicina y la agricultura. Comparados con los polimeros, los
oligdmeros de quitosano presentan una mayor solubilidad y una menor viscosidad, este par de
propiedades hacen que los oligdmeros presenten un abanico de aplicaciones diferentes o
adicionales a las de los polimeros.

7.6.3. Quitina y quitosanos: Aplicaciones

Los polimeros de quitosano exhiben una variedad de interesantes propiedades fisico-quimicas y
biolégicas que los hacen diferenciarse drdsticamente de la quitina. Estos compuestos se
consideran unos excelentes productos de partida para un gran nimero de aplicaciones en areas
tan distantes como la agricultura, cosmética, tratamiento de aguas, medicina y la industria
alimentaria entre otros (Azuma, Ifuku, Osaki, Okamoto, & Minami, 2014; Croisier & Jérome, 2013;
Kumar, 2000; Pestov & Bratskaya, 2016; Philibert, Lee, & Fabien, 2016; Rinaudo, 2006).
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Area Aplicaciones

Proteccion contra patégenos
Estimulacion del crecimiento vegetal
Agricultura Recubrimiento de semillas
Proteccién contra heladas
Liberacién controlada de fertilizantes y nutrientes
Floculante para el clarificado de aguas
Eliminacién de metales
Sustituto de polimeros sintéticos
Desodorizante
Fibra no digerible
Captura de grasas
Conservante
Industria alimentaria y de bebidas Espesante y estabilizador de salsas
Film protector para frutas
Fungistatico
Antibacteriano
Humectante para piel
Tratamiento para el acné
Suplementos capilares
Reductores de electricidad estatica en cabello
Bases de maquillaje
Tratamientos orales ( dentifrico, gomas de mascar)
Regulador del sistema inmune
Antitumoral
Hemostatico
Anticoagulante
Promotor de cicatrizacion
Bacteriostatico
Drug-delivery: terapias quimicas y génicas
Biomaterial

Tratamiento de Aguas y residuos

Industria cosmética

Medicina y farmacia

Tabla 7.6-2 Principales aplicaciones de los quitosanos
Tabla en la que se indican las principales aplicaciones de los polimeros y oligdmeros de quitosano dentro de
varias areas de produccion. Adatado de Rinaudo et al (Rinaudo, 2006)

A pesar de que los polimeros de quitosano por si mismos ya son interesantes a nivel industrial, los
oligdmeros (COS, Chitin Oligosaccharidesy paCOS, Partially Acetylated Chitosan Oligosaccharides)
también han demostrado ser tanto o mas relevantes debido a sus aplicaciones actuales y
potenciales dentro de diferentes areas de produccion industrial.

Dentro de sus aplicaciones dentro de la industria médico-farmacéutica destacan por sus
aplicaciones:

Actividad anti-inflamatoria: los paCOS han demostrado ser capaces de inhibir la
respuesta inflamatoria inducida por lipopolisacéridos siendo de ayuda en el caso de que
la respuesta inmune a una infeccién o condicidn no patoldgica sea excesiva. Este tipo de
patologias estan relacionadas con choques sépticos, enfermedad inflamatoria intestinal,
arterioesclerosis, patologias vasculares, etc (Yoon, Moon, Park, Im, & Kim, 2007; Yousef,
Pichyangkura, Soodvilai, Chatsudthipong, & Muanprasat, 2012). Ademas los paCOS
también inhiben la activacidén de basodfilos, neutrofilos y linfocitos (M. J. Chung, Park, &
Park, 2012).

Actividad inmuno-estimulante: Los paCOS han mostrado prometedores resultados a la
hora de promover las funciones del sistema inmune innato y adaptativo, algo de especial
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ayuda en situaciones de inmunodepresion o en personas de avanzada edad (Feng, Zhao,
& Yu, 2004; Zhang, Liu, Peng, Han, & Yang, 2014).

Drug delivery/ tratamiento génico: Se ha visto que los paCOS son capaces de incrementar
la eficiencia de la entrega de ADN/farmaco a las dianas celulares o tisulares debido a su
capacidad de promover la permeacién a través de diferentes barreras fisiolégicas (Ahmed
& Aljaeid, 2016; MacLaughlin et al., 1998; Mansouri et al., 2004).

Actividad anti-microbiana: Se ha observado que los paCOS son capaces de desarrollar
actividades bactericidas o bacteriostaticas contra bacterias tanto gram positivas como
gram negativas. Se ha visto que en funcién del DP y DA de las moléculas los efectos de las
mismas variaban (Y. Chung et al., 2004; Hosseinnejad & Jafari, 2016; Xia, Liu, Zhang, &
Chen, 2011).

Actividad anti-tumoral: Varias lineas de investigacién han demostrado que los paCOS son
capaces de interrumpir la progresion de las células cancerosas en multiples etapas de
desarrollo: crecimiento, invasiéon y en metdstasis. Diferentes estudios han demostrado
que estos oligémeros pueden inducir muerte celular en un gran ndmero de tumores de
diferente origen: cancer de higado (Shen, Chen, Chan, Jeng, & Wang, 2009), leucemia (A.
Liu, Song, Cao, Liu, & Jia, 2008), cancer de prostata (Park, Chung, Choi, & Park, 2011), etc.

Actividad de prevencion de obesidad y control del colesterol: Existen evidencias de que
tratamientos con quitosanos son efectivos en la reduccion de lipidos en plasma
conduciendo a una reduccidn de peso a través de mecanismo de saciado y de promocidn
de la motilidad intestinal (Barroso, Contreras, Bagchi, & Preuss, 2001; Pokhis, Bitterlich,
Cornelli, & Cassano, 2015; Trivedi et al., 2016).

Actividad anti-diabética: Se ha comprobado que la administracién de paCOS es capaz de
reducir la presencia de glucosa en sangre (Kondo, Nakatani, Hayashi, & Ito, 1996; H.-W.
Lee, Park, Choi, Yi, & Shin, 2003)

Promocidn de cicatrizado y regeneracidn: Se ha visto que los paCOS son capaces de
promover la regeneracion de piel y nervios después de producirse lesiones que los
afecten. Los quitosanos son capaces de actuar como andlogos de la matriz celular creando
un ambiente propicio para esta regeneracion. Se han aplicado en vendajes (Ueno et al.,
1999) y en otros tipos de aplicaciones relacionadas (Patrulea, Ostafe, Borchard, & Jordan,
2015; Ueno, 2001).

Otros efectos: Control de la presidn arterial, efectos antioxidantes, etc.

Ademas los oligdmeros de quitosano también presentan aplicaciones muy interesantes dentro del
sector de la agricultura:

Actividad anti-microbiana y anti-flingica y anti-virica: diversos estudios utilizando estos
tipos de compuestos han demostrado que son capaces de detener el crecimiento fungico
y bacteriano, algo de especial interés a la hora de controlar el efecto de especie
fitopatdgenas en cultivos de produccion (Ben-Shalom, Ardi, Pinto, Aki, & Fallik, 2003;
Kendra & Hadwiger, 1984; Kulikov, Chirkov, II'ina, Lopatin, & Varlamov, 2006).
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Promocidn del sistema inmune de plantas: ademas de las actividades especificas contra
infecciones tipicas de plantas, los paCOS pueden promover la respuesta inmune innata de
los organismos vegetales (Hadwiger, 2013; Katiyar, Hemantaranjan, Singh, & Bhanu,
2014).

Promotores del crecimiento vegetal: Se ha demostrado que los oligdmeros de quitosano
también son capaces de promover el crecimiento en diferentes etapas desde la
germinacion de semillas hasta en el desarrollo de los frutos (Chamnanmanoontham,
Pongprayoon, Pichayangkura, Roytrakul, & Chadchawan, 2014; Mondal et al., 2012; Nge,
Nwe, Chandrkrachang, & Stevens, 2006).

Algunas propiedades ya mencionadas como su capacidad anti-microbiana también son
interesantes para la industria alimentaria y de bebidas. Sin embargo, también existen otras
aplicaciones especificas de esta area (Agullé, Rodriguez, Ramos, & Albertengo, 2003; Y.-J. Jeon,
Shahidi, & Kim, 2000):

Aditivos: desde estabilizadores de color hasta agentes emulsificantes, los oligémeros de
quitosano presenta diferentes acciones como aditivos alimentarios.

Accién como fibra dietética y saciantes: Estas propiedades los sitlan en el campo de la
nutraceutica siendo utilizados ampliamente como complementos alimentarios.

Astringentes: esta propiedad permite modular las propiedades organolépticas de los
alimentos producidos utilizando quitosanos.

El estudio de estos compuestos estan abriendo las puertas a aplicaciones cada vez mas variadas
en campos muy distantes y otras muchas puertas serdn abiertas en aplicaciones que a dia de hoy
no somos capaces de vislumbrar.

Solo existe una limitacion al despegue cuantitativo en produccién y aplicaciones de esta familia
de moléculas y se debe a que los mecanismos especificos de sus bioactividades no se han podido
estudiar con precisidn. Este handicap es debido al método de produccién quimica actual, donde
no se consiguen producciones homogéneas de quitosanos quimicamente definidos. Es decir, la
desacetilacién quimica de oligdmeros de quitina resulta en productos que son heterogéneos en
DP, DA o PA. Esto impide la realizacién de estudios precisos que relacionen un compuesto en
concreto con su bioactividad (El Gueddari, Schaaf, Kohlhoff, Gorzelanny, & Moerschbacher, 2007;
Hosseinnejad & Jafari, 2016; Jung & Park, 2014).

7.6.4. Produccion industrial de quitosanos

La quitina, principalmente, es un recurso natural que surge como un subproducto de la actividad
de la industria pesquera y de procesado de gambas y cangrejos. También se extrae de otros
origenes como puede ser el endoesqueleto de calamares, pero estos tienen un contenido inferior
de quitina (15% vs 23%) (Madhavan & Nair, 1962). Comercialmente la quitina y los quitosanos son
dos compuestos de gran relevancia debido a su alto contenido de nitrégeno (entre el 6 y el 8%)
comparado con las celulosas sintéticas (Kumar Dutta, Dutta, & Tripathi, 2004).
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En el afio 2010 se estimd que la capacidad global de produccién del mercado de quitosanos se
encontraba en torno a las 13,7 mil toneladas métricas y se estimaba que para el afio 2015
superaria las 20, a pesar de que no se han encontrado datos que constaten esta evolucion en la
produccién, estudios del tamafio de mercado reflejan un crecimiento considerable de mismo
(Global Market Insights, 2016). El precio del kg de quitosano varia mucho en funcién de las
propiedades finales del mismoy, por consiguiente de lo extenso y detallado que sea el proceso de
fabricacion. Por lo general se estima que su valor oscila desde los 15 USD/kg hasta mas de 25000
USD/kg (Roberts, 2008). Hoy en dia la produccién a gran escala de quitosanos se centra en los
siguientes paises: India, Japon, Polonia, Noruega y Australia.

El proceso general de extraccion implica el uso de condiciones muy exigentes quimica vy
térmicamente debido a lo intrincado de las relaciones de la quitina con otros componentes de los
tejidos en los que se encuentra. Su extraccion desde la materia prima y su transformacion a
quitosano incluye cuatro etapas basicas: Desproteinizacién, Desmineralizacién, Decoloracion y
Desacetilacion (Dhillon, Kaur, Brar, & Verma, 2013; Kumar, 2000).

El proceso de produccién comienza por lo general con la acumulacidon en el exterior de las cdscaras
de crustaceos. Esto permite que alcancen un nivel elevado de desecado (sobre todo en paises con
un alta tasa de exposicidn solar, p.e. India). La siguiente etapa es la reduccion del tamafio de
particula para que todo el procesado quimico sea mas rapido y eficiente.

La eliminacion de proteinas se realiza principalmente con un tratamiento con NaOH, en algunos
casos se pueden utilizar enzimas proteoliticos también para este proceso (Skjak-Braek,
Anthonsen, & Sandford, 1989).

En la desmineralizacidn se eliminan depdsitos de fosfato calcico o carbonato célcico mediante el
tratamiento con disoluciones de HCI. Tras el lavado y secado del producto se procede con los
tratamientos de decoloracion. Mediante el uso de permanganato potasico 0,02% y a 609C, se
consigue la eliminacién de melaninas y carotenoides. En algunos casos se aplican lejia o perdéxido
de hidrégeno como tratamientos alternativos o complementarios (Kumar, 2000). Este proceso ya
rinde como producto la quitina pura.

Tras el lavado y secado de la quitina se procede con su desacetilacién quimica para la obtencién
de los polimeros de quitosano. Este proceso se lleva normalmente a cabo mediante la eliminacién
de los grupos acetamido mediante la aplicacion de condiciones alcalinas severas (Horton &
Lineback, 1965). Por lo general los pardmetros usados en este tratamiento implican altas
temperaturas (aproximadamente 902C a 1209C) y el uso de bases, ya sea NaOH o KOH, en una
concentracion del 40-50% para conseguir un DA superior al 30%, para DA inferior se suele
incrementar la temperatura (mas de 1002C) (H.K. No, Lee, & Meyers, 2000; H Kyoon No & Meyers,
1997).
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Figura 7.6-5 Produccion industrial de quitosano
Esquema general de produccion industrial de quitosano a partir de cascaras de crustdceos a través de la
obtencion de quitina pura y su posterior desacetilacion quimica (Kumar Dutta et al., 2004).

Para la produccién de oligémeros de quitosano el protocolo quimico mas comun es la hidrdlisis
de polimeros. Esta rotura del enlace glicosidico idealmente puede realizarse por tres procesos:
agentes quimicos, enzimaticos o por impactos de alta energia (Lodhi et al., 2014). Aunque por
normal general a nivel industrial suelen implicar el uso de acidos (Einbu, Grasdalen, & Varum,
2007) siendo el mds frecuente el HCl. La duraciéon del tratamiento, su temperatura y la
concentracién del acido puede afectar al tamafio del producto resultante. Las condiciones mas
frecuentes incluyen 35% de HCl a 802C durante 1-2 horas (Muanprasat & Chatsudthipong, 2016).

Para la produccion de 1 kg de quitosano con un DA del 30% desde cdscaras de crustdceos, son
necesarios 6,3 kg de HCl y 1,8 kg de NaOH. Si ademds tenemos en cuenta las necesidades de agua
(0,5 m3de agua de procesado y 0,9 m? para el agua de control de temperatura), los requerimientos
energéticos para alcanzar las condiciones térmicas para que se den las reacciones quimicas
necesarias, etc. empezamos a ser conscientes de la magnitud de generacidn de desechos quimicos
de este proceso industrial (Kumar, 2000). Como alternativa se han propuesto e investigado
propuestas biotecnolégicas para la produccion de quitosanos, las cuales reducirian el impacto
ecoldgico de todo este proceso.

Sin embargo una de las grandes desventajas de los procesos quimicos de generacién de polimeros
y oligémeros de quitosano es que no se obtiene como resultado final un Unico producto con un
patrén de acetilacién definido, ni un grado de polimerizacién concreto, ni tampoco un grado de
acetilacion homogéneo. En un porcentaje considerable de aplicaciones esta limitaciéon no es un
problema, como puede ser el caso de aplicaciones en la agricultura o el uso de polimeros para la
creacién de materiales protectores o bioactivos. Por otro lado el poder obtener oligdmeros con
estos parametros perfectamente definidos permite explorar las relaciones estructura — biofuncién
de los diferentes productos. Para obtener este control solo existe un método que se vislumbra
como factible, y este es la produccién biotecnoldgica.

Otra gran desventaja de la produccién de quitosanos a través de los procesos quimicos a escala
industrial, es la dependencia de recursos naturales como son las pesquerias de crustaceos y
cefalépodos. Por otro lado la reproducibilidad lote a lote utilizando como materia prima
materiales de diferentes origenes, en algunos casos poco controlados en su conservacion y
transporte, ha demostrado estar considerablemente comprometida.
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Existen referencias de sintesis quemo-enzimatica de quitosanos (Y. J. Jeon, Park, & Kim, 2001;
Pantaleone, Yalpani, & Scollar, 1992), pero en la actualidad se estdn empezando a implementar la
produccién de quitosanos a través de microorganismos en los que se han realizado
procedimientos de ingenieria metabdlica para que pueden transformar una fuente de carbono
asequible en un producto final que sea un oligdmero o polimero de quitosano con unas
caracteristicas definidas (Naqvi & Moerschbacher, 2015). Sin embargo estas estrategias son
todavia un reto debido al nimero de enzimas involucrados y el objetivo ideal de poder conseguir
productos a medida utilizando la combinacidn de genes necesaria.

7.6.5. Proyecto Nano3Bio

Con el objetivo de crear una alternativa a la produccidn industrial de quitosanos y cuyos productos
sean de alta especificidad y valor afiadido nacio el proyecto Europeo Nano3Bio.

El objetivo del consorcio de participantes es el conseguir establecer, a través de la ingenieria
genética, metabdlica y enzimatica, métodos biotecnoldgicos de produccién de oligdmeros y
polimeros de quitosanos parcialmente desacetilados pero completamente definidos.

Las labores de los socios participantes en este proyecto van desde el descubrimiento de enzimas
y genes relacionados con la sintesis y transformacién de sustrato quitinosos, pasando por el
redisefio de los biocatalizadores mediante la ingenieria enzimatica para conseguir nuevas
actividades o mejoras sobre actividades previas, hasta la ingenieria metabdlica por la cual los
genes que codificana estas nuevas actividades son incorporadas en el material genético de
microorganismos para crear “factorias celulares bacterianas” (“bacterial cell factories”). Dentro
de los objetivos del proyecto también se incluyen el encontrar nuevas aplicaciones para estos
quitosanos producidos biotecnoldgicamente asi como el estudio del impacto ecoldégico de su
produccion.

Los principales enzimas estudiados dentro de estos procesos incluyen: quitinsintasas,
quitindesacetilasas, quitinasas y quitosanasas.

Los procesos biotecnoldgicos presentan grandes ventajas sobre los procedimientos de sintesis
guimica, en especial dentro del mundo de los carbohidratos. Las ventajas mas claras son:

Obtencién de productos con un PA definido

Obtencidén de productos con un DA definido

Obtencidén de productos con un DP definido

Es una produccion independiente de recursos naturales
Condiciones mas suaves y menos contaminantes en su produccion
Reproducibilidad lote a lote

Sin embargo a dia de hoy aun presentan ciertas desventajas:

Complejidad a la hora del escalado del proceso
Limitacién en el nimero de enzimas disponibles
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Los sistemas de produccidon son mas complejos (bioreactores, etc)

7.6.6. Familia CE4

Las esterasas de carbohidratos (CEs) son enzimas que catalizan la de-O- o de-N-acetilacién de
azucares con este tipo de sustituciones. Los sustratos usados por estos enzimas son muy diversos,
esta heterogeneidad esta reflejada en el elevado nimero de familias de CEs en las base de datos
CAZy. Hasta la fecha (Mayo 2017) se pueden encontrar 16 familias diferentes (V Lombard et al.,
2010; Vincent Lombard et al., 2014). Sin embargo, la familia 10 ha sido anulada dado que la
mayoria de los miembros eran esterasas activas en sustratos que no eran carbohidratos, de tal
modo que solo existen 15 familias de CEs efectivas (Nakamura et al., 2017).

En estos grupos podemos encontrar enzimas ordenados por preferencia de sustrato: quitina
desacetilasas, peptidoglucano desacetilasas, acetilxilano esterasas, acetil esterasas, feruloilo
esterasas, acetil pectina estersasas, pectina metilesterasas, glucuronoilo esteresas y enzimas que
catalizan la N-desacetilacion derivados de aminoazucares de bajo peso molecular (Peter Biely,
2012).

El rango de aplicaciones biolégicas y biotecnoldgicas de las CEs es muy diverso. Mediante su accién
catalitica estas esterasas pueden acelerar el proceso de degradacién de polimeros facilitando el
acceso de hidrolasas (Christov & Prior, 1993) obteniendo de tal modo monosacaridos mas
facilmente incorporables a procesos de fermentacidn. Esta capacidad es cada vez mas relevante
debido al escenario energético actual en el que el aprovechamiento de la biomasa para la
produccién de combustibles renovables se ha convertido en una de las prioridades estratégicas a
nivel mundial, ademas de la produccién de otro tipo de materiales y productos quimicos de
manera sostenible (Gupta & Verma, 2015). Por otro lado familias como las CE1, CE4, CE7, CE11y
CE14 contienen enzimas que se han considerado posibles dianas terapéuticas y ademas de poseer
miembros relevantes para otros aplicaciones biomédicas (Nakamura et al., 2017).

La familia CE4 estd compuesta principalmente por quitina desacetilasas (EC 3.5.1.41) vy
quitooligosacarido desacetilasas (EC 3.5.1.-) pero también algunas peptidoglucano desacetilasas
(EC 3.1.1.-) y acetil xilano esterasas (EC 3.1.1.72). Todos estos enzimas comparten la regién
conservada llamada Dominio Desacetilasa, Dominio CE4 o Dominio de Homologia NodB. Esto se
debe a la gran conservacién de este dominio y a que NodB es uno de los primeros enzimas
estudiados de esta familia, de ahi que se haya convertido en uno de los referentes (Kafetzopoulos,
Thireos, Vournakis, & Bouriotis, 1993). Este tipo de desacetilasas han sido descritos en bacterias,
hongos e insectos (Ghormade, Kulkarni, Doiphode, Rajamohanan, & Deshpande, 2010; Zhao, Park,
& Muzzarelli, 2010).

Estos enzimas tienen un mecanismo catalitico dependiente de un cation divalente que transcurre
a través de un intermediario oxianién tetraédrico creado por una molécula de agua activada por
la base general. Este oxianidén esta estabilizado por el ion metalico y otros residuos del centro
activo. Luego el nitrégeno del intermediario se protona debido a la accién del acido general, de
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este modo se genera una amina libre liberado acetato al medio como subproducto (Andrés,
Albesa-Jové, et al., 2014).

Como la actividad de estos enzimas se lleva a cabo en polisacaridos u oligosacaridos lineales (con
alguna excepcion) los patrones de accion enzimatica dentro de la cadena (actividad endo-
desacetilasa) pueden ser distribuidos en tres tipos (Delmer, 1999; Fraser-Reid, Tatsuta, & Thiem,
2012):

a) Cadena multiple: Solo un evento catalitico después del encuentro enzima-sustrato tras lo
que se produce la liberacion de los dos elementos.

b) Ataque multiple: Puede existir mas de un encuentro y mas de un evento catalitico,
siempre hay liberacidn de los elementos entre cada evento de transformacion.

c¢) Cadenasimple: Procesividad, no hay disociacidn del enzima por lo que se pueden suceder
varios eventos cataliticos antes de que el enzima se disocie.

7.6.6.1. Dominio de homologia NodB y motivos caracteristicos

Los miembros de la familia CE4 comparten el dominio NodB que es la estructura primaria que
define a estos enzimas. Esta secuencia presenta un tamafio de 150 aminoacidos
aproximadamente. Por lo general esta region se define por cinco motivos conservados Ilamados
Motivo 1 hasta el Motivo 5 (Ghormade et al., 2010; Zhao et al., 2010). Cada motivo esta definido
por una secuencia corta donde se incluyen ciertos aminodcidos de especial relevancia (D. E. Blair,
Schiittelkopf, MacRae, & van Aalten, 2005; Imagawa et al., 2008; Zhao et al., 2010).

a) Motivo 1: TFDD, incluye un Asp que es parte del complejo con el metal catalitico y el otro
es la base general.

b) Motivo 2:H(S/T)XXHP, las dos His forman parte del sistema de unién del metal, mientras
que la Ser/Thr son aceptores de puente de hidrégeno para estabilizar la estructura de la
region.

c) Motivo 3: RPPY, forma uno de los laterales del surco donde se situa el centro activo,
forman interacciones estabilizadoras de esta zona de la estructura.

d) Motivo 4: DXXD(W/Y), forma el otro lateral del surco del centro activo incluyendo un
aminodcido hidrofébico expuesto al solvente y un Asp enterrado en la estructura.

e) Motivo 5: I(V/I)LXHD, contiene una Leu que es parte un parche hidrofébico encargado de
acomodar el grupo metilo del acetato y una His que es el acido general del mecanismo
catalitico.

7.6.6.2. Roles de las desacetilasas de quitina en la naturaleza

Dado que la familia CE4 contiene enzimas que actlan en un gran numero de sustratos diferentes,
es obvio que las funciones que desarrollan en los diferentes organismos que las producen también
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son muy diversas. Muchos de los productos resultantes de la desacetilacién catalitica realizada
por estos enzimas poseen propiedades fisioldgicas muy interesantes incluyendo el ser mediadores
de la relacion huésped-patégeno, evasién de sistema inmune, elementos estructurales, ser
moléculas sefializadoras y otras. Ademas de las desacetilasas de quitina, también otras que actldan
sobre otros sustratos como el péptidoglucano, tienen esta funcion de evadir enzimas hidroliticos
de sus huéspedes, como puede ser el caso de Bacillus cereus (Psylinakis et al., 2005)

Dado que la mayoria de los sustratos utilizados por los miembros de la familia CE4 son
componentes estructurales de diferentes estructuras y tejidos, sus derivados desacetilados
también contindan aportando esta funcion de soporte.

En algunos casos, ademas de este rol estructural heredado, la modificacién de paredes celulares
quitinosas se convierte también en un mecanismo de defensa. Por ejemplo, hongos que actdan
como patdgenos de organismos vegetales desacetilan la capa externa de quitina de su pared
celular para conseguir evadir la bateria de enzimas quitinoliticos que expresa la planta como
mecanismo inmune inherente para prevenir este tipo de invasiones. Este es el caso de hongos
como Colletotrichum lindemutianum (Hekmat, Tokuyasu, & Withers, 2003; Tsigos & Bouriotis,
1995) o Mucor rouxii (Y Araki & Ito, 1975) entre otros.

Enlazada con la funcién de evadir los mecanismos de defensa de las plantas, las desacetilasas
también albergan otra funcién de evasion: los oligdmeros producidos de la hidrélisis de quitina
son moléculas para las cuales las plantas tiene receptores actuando elicitores de respuestas
inmunes contra infecciones, algunas desacetilasas son capaces de desacetilar estas cadenas cortas
para que dejen de convertirse en moléculas sensibles por la planta. Este puede ser el caso de
Pestalotiopsis sp. (Eddine, Gueddari, Rauchhaus, Moerschbacher, & Holger, 2002; T. Liu et al.,
2012) la cual también posee la capacidad de modificar los polimeros de su pared celular (Sdnchez-
Vallet, Mesters, & Thomma, 2015).

Otras CDAs estan relacionadas con la biosintesis de moléculas sefial como los factores Nod. Estos
compuestos son lipooligosacaridos que son secretados por bacterias simbidticas con el fin de
modificar el desarrollo de ciertos tejidos de las plantas induciendo la formacion de nédulos en las
raices de las mismas. Este es el caso de Sinorhizobium meliloti que establece nddulos de fijacion
de nitrégeno en las raices de plantas (géneros Medicago, Melilotus and Trigonella (Roche et al.,
1996)). En su caso los factores Nod son producidos por los genes que se encuentran dentro del
operon NodABC, el cual es inducido por flavonoides liberados por las plantas. NodC es una
quitinaoligomerosintasa, NodA una aciltransferasa y NodB una quitina desacetilasa (Ardourel,
1994; Atkinson, Palcic, Hindsgaul, & Long, 1994; Roche et al., 1996; Spaink et al., 1994).

Las desacetilasas también estan involucradas en la incorporaciéon de C y N al metabolismo. La
quitina es un polimero que se produce en cantidades descomunales en el océano debido a estar
presente en los tejidos externos del zooplankton. Bacterias del medio marino disponen de
complejos sistemas de transduccion de sefiales y rutas de degradacién para incluir este tipo de
polimeros dentro de sus rutas metabdlicas. Estos mecanismos son tan efectivos que a pesar de
que las 10 toneladas de quitina que se producen en la biosfera anualmente, practicamente no
se acumula nada en los sedimentos del medio marino. En este rol tienen especial relevancia las
bacterias del género Vibrio (Keyhani & Roseman, 1999; Meibom et al., 2004; Zobell & Rittenberg,
1937). También las desacetilasas de xilano son de especial relevancia al promover el acceso de
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enzimas hidroliticos a materiales que de otro modo no seria accesibles facilitando a través de su
transformacion la incorporacion de sustratos a rutas metabdlicas. Este es el caso de las
desacetilasas de Streptomyces lividans (P. Biely et al., 1996; Peter Biely, 1985; Dupont, Daigneault,
& Shareck, 1996) o Clostridium thermocellum (Fernandes et al., 1999; Lamed & Bayer, 1988).

Algunas desacetilasas tienen la funcion de promover la infeccion o promover sucesos que la
faciliten. Este es el caso de Pochonia chlamydiosporia, es hongo un capaz de infectar huevos del
nematodo Meloidogyne javanica donde se describio la desacetilacion de la quitina presente en la
cascara de sus huevos, por lo que sus desacetilasa parece actuar como un factor de virulencia
(Aranda-Martinez et al., 2016; Lopez-Llorca, Olivares-Bernabeu, Salinas, Jansson, & Kolattukudy,
2002; Zare & Gams, 2001).

7.6.7. Quitina desacetilasas

Las desacetilasas de quitina (CDAs) son enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar el grupo
acetamido de los monémeros de N-acetil-D-glucosamina en polimeros y oligdmeros de quitina (Li,
Wang, Wang, & Roseman, 2007).

OH
/o*; CDA o o OH
0 -OH HO O
C NHA
NHAc/D Acetato x N3 il ¥

Figura 7.6-6 Reaccion de desacetilacion mediante CDA
Esquema de reaccion en el que se cataliza la desacetilacidon de quitina mediante la accidon de una desacetilasa
resultando en la produccién de quitosano con la liberacidn de acetato. Adaptado de Li et al. (Li et al., 2007)

Debido a que la quitina es uno de los polimeros naturales mas abundantes, en consecuencia las
CDAs estan presentes en una gran variedad de organismos realizando multiples funciones. Estan
presentes en hongos donde estan involucradas tanto en la biosintesis de la pared celular como en
otros procesos como son la esporulacién, el catabolismo de oligosacaridos de quitina y otro tipo
de funciones clave en la biologia de estos organismos (Caufrier, Martinou, Dupont, & Bouriotis,
2003).

Multiples CDAs han sido caracterizadas a lo largo de los afios demostrando que son capaces de
cubrir un rango muy extenso de condiciones éptimas para el global de sus actividades. Su peso
molecular varia desde apenas 12 kDa has los 150 kDa. Muchas de las CDAs de hongos suelen estar
glicosiladas. Sus puntos isoeléctricos varian desde los 2,6 hasta los 4,8. El rango de pH dptimo varia
desde los 4,5 hasta un valor de 12, otra caracteristica destacable es que existen desacetilasas
asombrosamente termoestables encontrdndose sus éptimos de actividad desde los 302C hasta los
602C, aunque alguna de ellas pueden someterse a 902C durante ciertos periodos de tiempo
conservando un porcentaje considerable de su actividad. Por lo general las CDAs son secretadas
al medio extracelular o periplasmico.

La mayoria de las quitinadesacetilasas presentan una alta especificidad para polimeros u
oligdmeros de quitina y quitosano, sin embargo el DP preferido puede variar segln el enzima. En
cuanto a su mecanismo de reaccién las CDAs presentan tres patrones de accién basicos ya
descritos: Cadena multiple (solo un evento catalitico por encuentro, CDA de V. cholerae (Andrés,
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Albesa-Jové, et al.,, 2014)), ataque multiple (varios encuentros que implican varios eventos,
Pestilotiopsis sp. (Cord-Landwehr, Melcher, Kolkenbrock, & Moerschbacher, 2016)) o cadena
simple (un Unico encuentro con varios eventos sin disociacién, C. lindemutianum (Hekmat et al.,
2003)). Esto conlleva que se generen productos definidos o no, por ejemplo los enzimas que tienen
un mecanismo de cadena multiple, por lo general producen quitosanos monodesacetilados
definidos. Con el fin de producir oligdmeros de quitosanos definidos, este tipo de enzimas con
este mecanismos son las mds interesantes a la hora de estudiar los elementos que dictan cual es
el patrén de acetilacién del producto de la catélisis.

Las quitina desacetilasas son unos elementos clave en la estrategias de sintesis biotecnoldgica de
paCos, esto se debe a que son los encargadas de desacetilar las cadenas que las quitina sintasas
generan. Ademas los enzimas con un mecanismo de cadena multiple o sus combinaciones son los
que permitirdn generar productos completamente definidos.

7.7. Quitin-oligosacarido desacetilasa de Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es el agente causante de la enfermedad conocida como célera. Referencias
histdricas a patologias, cuya identidad mas plausible sea esta misma, se remontan a tiempos de
Hipdcrates o incluso previos. Sin embargo, su historia moderna se inicia en el afio 1887 cuando un
brote en la India se extendid rapidamente a través de fronteras y se definié como la primera
pandemia de célera. En el siguiente siglo otras 6 pandemias tuvieron lugar afectando a la mayoria
de paises del hemisferio sur ademas de Europa y Norte América (Barua, 1992).

Los agentes etioldgicos del célera y muchas otras enfermedades (Anthrax, tubercolosis, difteria,
etc) fueron descubiertos durante el siglo XIX debido a los avances tecnoldgicos que se produjeron
en esa época (Reidl & Klose, 2002). De hecho fue Roberto Koch en el afio 1883 quien identificé
que el célera esta producido por una bacteria que mas tarde fue bautizada como Vibrio cholerae
(Koch, 1884).

Vibrio cholerae es un bacilo curvo gram negativo de metabolismo anaerobio facultativo. Son unas
bacterias con capacidad motil muy elevada debido a la presencia de flagelacién polar (Figura 7.7-
1). Puede ser aislada de medios acuaticos y de estuario aunque también es un patdgeno
facultativo del ser humano. En el medio acuatico es capaz de unirse a las superficies de plantas,
algas verdes filamentosas, copépodos, crustaceos e insectos (Colwell, 1996).

La quitin-oligosacarido desacetilasa de Vibrio cholera (también conocida como COD o VcCDA) ha
atraido la atencion de muchos investigadores debido a sus cascadas de degradacion de quitina en
el ambiente acuatico marino. Se han identificado este tipo de enzimas un considerable nimero
de especies del género Vibrio: V. algynolyticus (K Ohishi, Murase, Ohta, & Etoh, 2000; Kazuo Ohishi
et al., 1997), V. parahaemolyticus (K Kadokura et al., 2007; Kazunari Kadokura et al., 2007), V.
cholerae (Li et al., 2007) y otros.
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Figura 7.7-1 Vibrio cholerae
Imagen de microscopia electrénica de transmision de una célula de Vibrio cholerae. Autor Tom Kirn, Ron
Taylor, Louisa Howard - Dartmouth Electron Microscope Facility.

En presencia de quitina se produce la transduccién de una serie de sefiales que regulan la
expresion génica de proteinas relacionadas con la unién celular a este sustrato y su degradacion
(Keyhani & Roseman, 1999; Li & Roseman, 2004). Vibrio cholerae excreta quitinasas las cuales son
las encargadas de reducir el tamafio de este sustrato polimérico a dimeros de N-acetil-D-
glucosamina, los cuales son rapidamente desacetilados por la VcCDA en la segunda posicion desde
el extremo no reductor. El producto resultante (GIcNAc-GIcN) tiene dos destinos principales
(Hirano et al., 2009; Meibom et al., 2004):

a) Serincorporado a rutas metabdlicas como fuente de Cy N.

b) Actuar como molécula sefial para inducir la expresion de otros enzimas relacionados con
la transformacién y metabolizacién de la quitina.

Algunos autores han hipotetizado que el producto generado por este enzima podria ser un
precursor de moléculas de sefializacion similares a los factores Nod del genero Rhizobium
(Chambon et al., 2015; Li et al., 2007).

7.7.1. Estructura de VcCDA

VcCDA es una proteina extracelular multidominio la cual puede ser encontrada en varias formas
oligoméricas. Desde su extremo N terminal presenta el dominio desacetilasa tipico de las enzimas
CE4 seguido de dos dominios de unién a quitina (Figura 7.7-2). Su secuencia estd compuesta de
431 amino acidos cuyo peso molecular total del mondmero es de 47,8 kDa con un punto
isoeléctrico de 5,41 segun Expasy-Protparam (Gasteiger et al., 2005). En su secuencia original la
VcCDA cuenta con un péptido sefal de 26 aminoacidos.

La VcCDA fue el primer enzima de la familia CE4 cristalizado en complejo productivo con sus
sustratos. Este hito dentro de la investigacién en la familia de las desacetilasas de quitina fue
llevado a cabo por la colaboracién del Laboratorio de Bioquimica del Institut Quimic de Sarriay el
grupo del Dr. Marcelo Guerin (Unidad de Biofisica de la Universidad del Pais Vasco — CSIC,
actualmente en el CICBiogune, Derio). Gracias a la resolucién de los complejos enzima-sustrato se
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consiguié definir su mecanismo catalitico y la generacidn de hipdtesis generales sobre los
elementos que dictan la especificidad por sustrato y el patron de desacetilacidn de los diferentes
enzimas de la familia CE4 (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014).

—[ CE 4 DOMAIN ]{ﬁCBMEQ]{%CBME]-
Fam 12 Fam12

Figura 7.7-2 Mddulos en la secuencia de VcCDA

Representacion esquematica de los modulos presentes dentro de la secuencia del enzima VcCDA. De
extremo N terminal a C terminal se encuentra el dominio CE4 (26-338) y 2 CBMs de la familia 12 (336-382 y
385-431).

El dominio catalitico que abarca desde los residuos 26 al 338 presenta el fold tipico de las
desacetilasas de la familia CE4, es un (B/a)7 barrel fold (Figura 7.7-3). El nicleo de esta estructura
estd formado por un cilindro central definido por hojas B rodeado por hélices a, formado un
estructura B-barrel distorsionado (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014). Estas estructuras secundarias
estan conectadas entre si por una serie de loops que acabaran definiendo el surco donde se unira
el sustrato.

Figura 7.7-3 Fold de VcCDA

A) Representacion esquematica mostrando la estructura general cristalizada de VcCDA como un homodimero.
Un mondmero esta representado en naranja mientras que los otros dominios que lo componen estan
coloreados en el otro mondmero: el dominio desacetilasa en rojo y amarillo y los CBMs en azul y verde B)
Diagrama topoldgico del mondmero VcCDA. La parte superior muestra el dominio desacetilasa mientras que
la parte inferior se corresponde con los dos CBMs.

Dentro del centro activo del enzima se sitda un cation divalente identificado como Zn*2. Este metal
tiene un papel clave en el desarrollo catalitico del enzima. Este metal esta retenido debido a sus
interacciones complejantes con una serie de residuos del centro activo. Esto se conoce como el
motivo HHD de unidn a metal, en VcCDA son los residuos His97, His101 y Asp40.
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LOOP 2
Figura 7.7-4 Loops de VcCDA

Representacidn de los loops que decoran la periferia del surco activo de VcCDA. Identidad de los loops: loop
1del71a79,elloop2de91all131,elloop 3 del 182 al 206, el loop 4 del 234 al 249, el loop 5 del 261 al 288
y el loop 6 del 300 al 306

Como se ha descrito, el surco catalitico de VcCDA estd definido por una serie de 6 loops. Como se
explicard en detalle en el apartado en el que se define el Subsite Capping Model, estas estructuras
son relevantes a diferentes niveles: establece interacciones con el sustrato y pueden definir la
especificidad por sustrato. Algunos de estos loops se encuentran estabilizados por puentes
disulfuros dentro de la propia secuencia del loop. Para identificarlos se les ha numerado del 1 al 6
(Figura 7.7-4):

Loop 1: Residuos del Gly71 al Arg79
Loop 2: Residuos del His97 al Asp131
Loop 3: Residuos del Asp182 al Ser206
Loop 4: Residuos del Ala234 al Glu249
Loop 5: Residuos del Leu261 al Asp288
Loop 6: Residuos del Glu300 al Met306

La presencia de estos loops decorando el centro activo se mantiene en todos los miembros de la
familia CE4 pero su secuencia y propiedades cambiaran de un enzima a otro.

7.7.2. Mecanismo catalitico de VcCDA

La cristalizacién de este enzima con varios sustratos oligoméricos permitid descifrar el detalle del
mecanismo catalitico llevado a cabo por esta desacetilasa. Se trata de un mecanismo de accién
acido/base en el que se producen dos etapas sucesivas.

En una primera etapa una molécula de agua, que estaba siendo coordinada por el metal catalitico
Zn*?, es activada por accidn de la base general, Asp39. Al activarse el agua se forma un oxianidn
tetraédrico como intermedio. La carga negativa que se ha generado en el atomo de oxigeno del
carbonilo es, a su vez, estabilizada por el &tomo de Zn*?y por el N del backbone de la Tyr169.

En una segunda etapa el nitrégeno del GIcNAc se protona debido a la accidn del acido general
(His295), lo cual conlleva a la rotura del enlace C-N. Este suceso supone la generacién de una
amina libre en el producto monodesacetilado y la liberacién de acetato al medio de reaccion.
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Figura 7.7-5 Mecanismo Catalitico de la VcCDA

Representacion del mecanismo acido/base llevado a cabo por la quitina desacetilasa de Vibrio cholerae. Se
puedo observar las dos etapas de la reaccidon: en la primera la activacion del agua por la base general (D39)
conlleva a la formacién de un oxianidn tetraédrico intermediario, en la segunda etapa se protona el N del
sustrato produciendo la rotura del enlace C-N con la liberacién de acetato.

Este enzima es capaz de desacetilar Unicamente el segundo residuo desde el extremo no reductor
(Figura 7.7-6). Una vez se produce esta reaccion el producto no es reconocido como sustrato y no
se realiza ninguna desacetilacidon posterior en ninguna otra posicion de la cadena oligomérica. De
tal modo que en DP2 (AA), se desacetila el extremo reductor (AD), en DP3 (AAA) el residuo central
(ADA), y en DP4 (AAAA) el producto resultante es ADAA. En este tipo de nomenclatura del patrén
de acetilacién de paCOS A identifica un GIcNAc y D GIcN

VcCDA
GlcNAc-GlcNAc-(GIcNAC),, GlcNAc-GIcNH,-(GIcNAc),,

Figura 7.7-6 PA en los productos de reaccion de VcCDA
Patrén de acetilacion de los productos resultantes tras la reacciéon de desacetilacién utilizando VcCDA como
catalizador. Se desacetila la segunda unidad desde el extremo no reductor.

7.7.3. Caracterizacion bioquimica de la VcCDA

Para su caracterizacion la VcCDA fue expresada heterologamente en E. coli mediante su clonacion
en un vector pET22b+, el cual es un vector de expresion regulada mediante el sistema PET. En este
vector se ha incluido un Strep-Tag Il en su extremo C-terminal para su purificacion mediante
cromatografia de afinidad.

En su purificacion se observd la presencia de cinco fracciones oligoméricas, siendo el monémero
la que desarrollaba una mayor actividad desacetilasa utilizando como sustrato el andlogo 4-
Acetilmetilumbeliferona (AcOMU). Ademas se comprobd el peso molecular de cada fraccidon
oligomérica por HPSEC y de la supuesta fraccion monomérica mediante MALDI-TOF MS (Figura
7.7-7).
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Figura 7.7-7 Andlisis de las fracciones de GFC en la purificacion de VcCDA
Cromatograma resultante de la GFC preparativa de VcCDA expresada en E. coli después de ser purificada
mediante la cromatografia de afinidad (Strep-Trap). — Absorbancia a 280nm, -+ actividad enzimatica usando
AcOMU como sustrato. Grafico superior izquierda: peso molecular de cada una de las fracciones estimada por
HPSEC; Grafico superior derecha: Andlisis por MALDI-TOF MS de la fraccién 5 (monomeérica).

Se comprobd el rango de condiciones dptimas para que este enzima desarrollase su actividad
desacetilasa. Se realizé un estudio con diferentes tampones para comprobar cudl era el pH 6ptimo
utilizando dos sustrato: AcOMU y el quitooligosacaridos DP2. En ambos casos se observé que el

pH éptimo se encuentra entre 8 y 9 independientemente del tampdn y sustrato utilizado (Figura
7.7-8).

Figura 7.7-8 Determinacion del pH éptimo de VcCDA
Dependencia de la actividad enzimatica de VcCDA en funcion del pH usando los sustratos AcOMU (A) y DP2 4

mM (B).

100 ™. m Fosfato 1004 T
."'I i". 4 Hepes / * \‘\
804 &, '-.II ® Tris P \
s .- L "".I g 80+ . m .
T 60- < / \
k: ., E \
= » S 607 o
S 404 S
< N \ < ,-"I I"'.
04 jn \.\ 40+ / m Fosfato . b
. \ a Hepes
/ § ® Tris
o= ]
6 8 10 12 4 6 8 10 12
pH pH

Se caracterizaron los parametros cinéticos para varios sustratos desde DP2 a DP4, dado que este

enzima es inactivo con GIcNAc. Previamente se habia descrito que DP2 era el sustrato natural de
este enzima (Li et al., 2007).
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Figura 7.7-9 Caracterizacion cinética de VcCDA

Caracterizaciéon de los parametros cinéticos utilizando la fraccion monomérica de VcCDA y los
quitooligosacaridos DP2 a DP4 realizandose los ensayos en tampdn fosfato 50 mM pH8,5 NaCl 300 mM y a
una temperatura de 372C.

Una vez obtenidas las cinéticas se observd que no todos los sustratos seguian el mismo tipo de
cinética enzimatica. Mientras DP3 y DP4 seguian un mecanismo descrito por la ecuacién de
Michaelis-Menten (Ecuacién 1) mientras que DP2 mostraba un comportamiento alostérico el cual

se ajustaba a la ecuacion de Hill (Ecuacidn 2).

VO/ _ keae - [S]
[E] ™ Ky +[S]

Ecuacion 1 Ecuacion de Michaelis-Menten

Vo/ _ kcat : [S]h
[ET™ (k)™ + [S]"

Ecuacion 2 Ecuacion de Hill / alostérica sigmoidal

El valor del coeficiente h de Hill para DP2 muestra un valor préximo a 2 (Tabla 7.7-1), lo que
aproximadamente indica que son necesarias dos moléculas de sustrato para que se lleva a cabo
la catalisis. Esto se manifiesta en una especie de fase lag a concentraciones bajas de sustrato
cuando se representa vo/[E] frente a [S] (Figura 7.7-9).
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Kea K indice de Hill Kea
Sustrato (s-1t) (mMM) (h) (M_tll- t“f) % Keat
(GIcNAc); 4,38 £0,08 0,69 +£0,02 1,92 6,3 10° 100
(GIcNACc)s 0,58 £0,02 0,40+0,03 - 1,5-10° 13
(GIcNAc)s  0,18+0,01 0,72 +0,08 - 2,5 102 4

Tabla 7.7-1 Pardmetros cinéticos de la caracterizacion de VcCDA

Parametros cinéticos ket Y Km obtenidos en la caracterizacién de VcCDA. En el caso del sustrato DP2 se
observa un comportamiento cooperativo por lo que se utiliza la ecuacion de Hill para fendmenos de
alosterismo.

En funcién de los resultados obtenidos en la caracterizacidon del enzima se observa que la actividad
del mismo se reduce a medida que se incremente el DP del sustrato. En funcién de kc.t DP3 es 7,5
veces menos activo mientras que DP4 es 24,3 veces menos activo.

7.8. Subsite Capping Model: Definicion de la preferencia de sustrato

El subsite capping model es una hipdtesis propuesta en el grupo de trabajo que permite
interpretar porque los miembros de la familia CE4 pueden tener especificidades por sustrato tan
diferentes y ademas ser capaces de generar patrones de desacetilacidn tan diferentes y definidos
en cada una de ellas.

El enunciado de esta hipdtesis se fundamenta en varios pilares:

a) Los complejos enzima-sustrato cristalizados con VcCDA.

b) Modelos bioinformaticos para explicar la actividad de VcCDA en sustrato mayores que
DP3.

¢) Comparacién de loops con otras CE4 de patrén de desacetilacion o estructura conocida.

En los siguientes apartados se introducird el concepto de “Subsite Capping Model” asi como los
fundamentos cientificos los cuales lo gestaron.

7.8.1. Las estructuras de VcCDA en complejo con sustrato

Durante los ensayos de cristalogénesis en los que se resolvio la estructura de VcCDA se realizaron
ensayos de soaking utilizando como sustratos DP2, DP3 y DP4. De todas las condiciones ensayadas
solo se consiguieron cristales de la proteina apo, y en complejo productivo con DP2 y DP3. Por el
contrario, no fue posible conseguir un cristal con el tetrdmero dentro del sitio activo.
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Figura 7.8-1 Estructuras de VcCDA Apo y en complejo con sustratos
Estructuras del enzima VcCDA en su forma apo, en complejo con DP2 y en complejo con DP3 donde se observa
el movimiento del loop 4 tras la unidn del sustrato.

En ausencia de sustrato el enzima muestra un surco activo abierto. Cuando se utilizé el sustrato
DP2 este surco abierto se transforma debido al movimiento del /oop 4 el cual adopta una
conformacioén cerrada sobre el surco. Este mecanismo se conoce como “induced fit” cuyo sentido
general se traduce en la modulacién dinamica de parte de la estructura de un enzima por causa
de unidn a un sustrato. Esta modificacidon permite crear el ambiente propicio para que la catdlisis
se lleve a cabo.

Ademas esta estructura en complejo con DP2 permite empezar a definir los subsitios del sitio
activo de la VcCDA (Figura 7.8-1). La nomenclatura de subsitios es un procedimiento generalmente
aceptado para el establecimiento de la situacién de mondmeros en el caso de enzimas activas
sobre polimeros u oligémeros. Esta nomenclatura fue establecida por G.J. Davies et al en 1997
para hidrolasas (Davies, Wilson, & Henrissat, 1997). Dado que esta nomenclatura no era aplicable
a enzimas que no producian la hidrolisis del sustrato, fue adaptada por Tokuyasu et al para su
aplicacion en desacetilasas (Tokuyasu, Mitsutomi, Yamaguchi, Hayashi, & Mori, 2000). El subsitio
0 es aquel en el que se sitda el residuo que es desacetilado, hacia el extremo no reductor se
numeran con signo negativo y hacia el extremo reductor con signo positivo.

En el caso de VcCDA el sustrato se introduce en el sitio activo tal que el segundo mondémero desde
el extremo no reductor se situa en el subsitio 0 en el cual se produce la desacetilacién. Aqui ya
cabe mencionar que los potenciales subsitios negativos -2 y -3 estan fisicamente bloqueados por
los loops 1,2y6.

Cuando se analizod la estructura del enzima en complejo con DP3 destaca que en este caso el loop
4 no adopta una conformacién completamente cerrada. Para acomodar un sustrato mas largo su
conformaciéon es semicerrada de tal modo que el trisacdrido es capaz de incorporarse a los
subsitios -1, 0y +1.

En la Figura 7.8-2 se observa en detalle las diferentes conformaciones del loop 4 en las tres
estructuras descritas. Ademas se destaca la presencia de triptéfanos (W238 y W194) los cuales
son capaces de establecer interacciones de stacking con las piranosas del sustrato. Es de especial
relevancia el W238 para la dindmica de cerrado en el mecanismo de induced fit tras la unién de
sustrato.
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Complejo
DP3

Figura 7.8-2 Conformaciones del loop 4 en los complejos con DP2 y DP3
Imagen de las diferentes conformaciones que adopta el loop 4 cuando se observa la estructura de la
proteina apo (azul), en complejo con DP2 (amarillo) y en complejo con DP3 (rojo).

7.8.2. El mecanismo del Loop 5: El modelo VcCDA - DP4

Una de las incognitas que abrieron los experimentos anteriores es por qué no se consiguié un
cristal del complejo con DP4 a pesar de que hay evidencias bioquimicas de que el enzima es activo
cuando se utiliza el tetrdmero como sustrato.

Analizando los subsitios definidos con la estructura en complejo con DP2 (Figura 7.8-1) se observa
que el subsitio +2, necesario para la acomodacién de DP4, se encuentra bloqueado por el loop 5
y la conformacidn semicerrada del /oop 4 no es capaz de generar el espacio suficiente para que
este compuesto mas largo se introduzca en el sitio activo. Estas observaciones llevaron a plantear
la hipdtesis de que el loop 5, al igual que el 4, es dindmico y seria capaz de modificar su
conformacion espacial para crear subsitios positivos, permitiendo la catdlisis de sustratos mas
largos.

Es probable que las condiciones restrictivas del ordenamiento cristalografico de la estructura de
la proteina no hayan permitido el movimiento del loop 5, de tal modo que la cristalizacién en
complejo con DP4 resultase infructuosa.

Para aportar soporte a la teoria del loop 5 dinamico se realizé un modelo bioinformatico en el que
se forzé el desplazamiento de este loop de tal modo que los subsitios positivos estuviesen
accesibles para el sustrato. Tras realizar un docking con DP4, se observé como este se acomodaba
en un modo energéticamente estable dentro del sitio activo (Figura 7.8-3).

Enla Figura 7.8-3 se observa como los subsitios negativos siguen estando bloqueados por los loops
1y 6 principalmente. El sustrato ocupa los subsitios -1, 0, +1 y +2. Este acoplamiento implica que
el PA del producto seria el esperado para VcCDA: el segundo residuo desde el extremo no reductor
es el Unico desacetilado.
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Figura 7.8-3 Modelo del loop 5 dindmico
Modelo bioinformatico demostrando el posible comportamiento dinamico de DP5 para permitir la
acomodacioén de sustratos mas largos que DP3.

El resultado de esta simulacion respalda positivamente la hipdtesis de que el loop 5 es capaz y
estaria obligado a moverse para la acomodacién de sustratos cuyo DP sea mayor que 3, de tal
modo que los subsitios positivos que antes estaban estéricamente ocupados por la conformacién
gue mostraban en el cristal estarian accesibles para los sustratos en cuestién.

Ademads explica el hecho de que DP2 sea el sustrato de preferencia. Es el Unico oligdmero cuyos
subsitios estan directamente disponibles permitiendo el cierre completo del loop 4. Sustratos
como DP3 o DP4 impiden que el loop 4 se cierre completamente (lo cual podria generar que el
ambiente del sitio catalitico no sea el ideal) o exigen que otros loops adopten una configuracién
especifica para llegar a acomodar el sustrato.

7.8.3. “Subsite Capping Model” en otras CE4

Una vez identificado la importancia de los loops dentro de la estructura de la VcCDA se contempld
la posibilidad de que este fendmeno no fuese aislado y que podria ser extrapolable a otras
desacetilasas.

Se realizdé un alineamiento de secuencias de CE4 cuya estructura cristalografica habia sido
obtenida (con la excepcidon de NodB). Este proceso fue curado utilizando la estructura como
referencia para poder situar correctamente la secuencia aminoacidica de los 6 loops.

Una vez realizado el alineamiento se destacd que estas proteinas presentaban un nicleo comun
muy conservado, pero los loops eran muy variables tanto en el contenido de su secuencia como
en la extension de la misma (Figura 7.8-4). Es destacable el hecho de que los loops presentes en
la secuencia de VcCDA son generalmente los mds extensos de las proteinas analizadas. Este hecho
podria relacionarse con el riguroso control que existe en este enzima en el producto final tras la
desacetilacion.
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Figura 7.8-4 Alineamiento de secuencia de CE4s

Alineamiento de secuencia de la secuencia polipeptidica de los enzimas CE4 relevantes de los cuales se ha
obtenido la estructura 3D (excepto en el caso de NodB). Se destaca la variabilidad en secuencia y extension
de los diferentes loops.

Una vez identificadas las diferencias existentes a nivel de secuencia, el siguiente paso fue realizar
un andlisis de la diversidad estructural de estos elementos en las CDAs de las cuales se habia
obtenido su patron de desacetilacidn y estructura (Figura 7.8-5).

En base a la tabla mostrada en la Figura 7.8-5 se observa que la diferentes CE4s estudiadas
presentan loops con estructuras tridimensionales muy diferenciadas. Este hecho era de esperar
debido a la gran diversidad en secuencias que se habria encontrado. Unificando estos resultados
con el hecho de que el resto de la estructura de estas proteinas estd muy conservada y que, sin
embargo, los PA de sus productos son diferentes, se propone que estos /loops variables son los
posibles determinantes de la preferencia de sustrato y el modo de desacetilacién.
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Figura 7.8-5 Estructura de loops y patron de desacetilacion

Estructuras correspondientes a cada uno de los loops 1 a 6 identificados en diferentes desacetilasas de la
familia CE4 cuyo patrén de desacetilacidon ha sido previamente determinado. Circulo Azul: GlcNAc, circulo
blanco: GlcN, Cuadrado azul: MurNAc, cuadrado blanco: MurN.
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7.8.4. Definicion de la hipotesis del “Subsite Capping Model”

El “Subsite Capping Model” es una hipdtesis que intenta integrar las conclusiones extraidas de las
tres experiencias anteriores de tal modo que permita interpretar la preferencia de sustrato por
miembros de la familia CE4 asi como el PA de sus productos. Los aspectos clave que integra son:

a) La presencia de subsitios potenciales que se encuentran bloqueados por la estructura de
los loops que rodean el sitio activo.

b) Los loops no son estructuras rigidas e inmoviles, son dinamicos.

c) El desplazamiento de los loops permite la exposicién de subsitios necesarios para la
acomodacidn de ciertos sustratos.

d) Diferentes desacetilasas muestran loops muy diversos en secuencia, tamafio y estructura
decorando los sitios activos.

Estos cuatro puntos se convierten en el enunciado del “Subsite Capping Model”:

El patron de desacetilacion y la preferencia de sustrato de los enzimas de la familia CE4 estdn
regidos por las limitaciones impuestas por unos loops especificos y los fendmenos de
remodelacion dindmica de los mismos.
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Subsitios negativos Subsitios Positivos

Subsitios  Subsitios
negativos  positivos

Figura 7.8-6 Esquema del Subsite Capping Model

Representacion grafica de la situacidn de los loops que definen el sitio activo de los miembros de la familia
CE4 en base a la hipotesis del Subsite Capping Model. Las esferas azules hacen referencia a tetrasacarido

Generalizando el caso de VcCDA, se observa que los subsitios negativos, o del extremo no reductor
del sustrato, estan definidos por los loops 1, 2 y 6, mientras que los subsitios positivos, o del
extremo reductor del sustrato, estan definidos por los loops 3, 4 y 5 (Figura 7.8-6). En la situacion
particular de VcCDA los loops 4 y 5 son méviles permitiendo la acomodacion de sustratos largos.
Por el otro lado, los loops que definen los subsitios negativos presentan una extensa red de
interacciones las cuales bloquean muy eficientemente esta regién impidiendo que no se obtenga
ningun otro PA en los productos de desacetilacién.

Situando esta teoria como la piedra angular de la definicidon de sustrato y productos en CE4s, se
podria llegar a generar una base sélida de ingenieria de desacetilasas en las que modular el
resultado final de la catalisis fuese tan sencillo como intercambiar loops predefinidos. Sin
embargo, para llegar a esta situacidn utdpica, es necesario un gran esfuerzo en la demostracién
de la universalidad y aplicabilidad de esta teoria.
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8. Objetivos

A continuacidn se detallaran los objetivos planteados para esta tesis en funcién de las dos familias

de enzimas estudiadas: las desacetilasas de quitinas y las glicosintasas.

- Objetivos Capitulo 1: quitina desacetilasas

1.

Desarrollo y validacion de una metodologia analitica HPLC-MS especifica para la
monitorizacion de la actividad de desacetilasas de oligosacaridos de quitina.

Caracterizacién de la VcCDA: pardmetros cinéticos, dependencia de metales.

Estudio de los mddulos funcionales de la VcCDA: obtencion y caracterizacién del dominio
catalitico aislado.

Demostracion experimental de la hipdtesis del Subsite Capping Model utilizando como
referencia la VcCDA.

Disefio racional de mutantes de la VcCDA utilizando como base el marco del Subsite
Capping Model con el fin de alterar la especificidad por sustrato para que desarrollen una
mayor actividad con sustratos mayores que DP3.

Caracterizacidén y aplicacién de los mutantes obtenidos.

- Objetivos Capitulo 2: glicosintasas

1.

Desarrollo y validacion de una metodologia de cribado HTS para bibliotecas de
glicosintasas mutantes en procesos de evolucién dirigida.

Aplicacidn del método HTS desarrollado en el cribado de una biblioteca de saturacién del
residuo nucledfilo en la 1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus licheniformis.

Caracterizacion bioquimica de todos los mutantes que surjan de este cribado.

Realizar estudios mecanisticos con los nuevos mutantes con el fin de incrementar el
conocimiento sobre la reaccién glicosintasa.
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9. Presentacion de los resultados

Los resultados correspondientes a los objetivos de la tesis se desarrollan en dos capitulos.

El capitulo 1 presenta los resultados sobre ingenieria de desacetilasas de quitina que se presentan
en esta tesis en formato convencional como memoria cientifica. Estos resultados todavia no se
han publicado y se encuentran en proceso de redaccién para la publicaciéon de tres articulos
(titulos preliminares):

- Revisidn bibliografica: Substrate recognition and specificity by chitin deacetylases.

- Articulo: An HPLC-MS method for kinetic characterization of chitin oligosaccharide
deacetylases.

- Articulo: Loop topology and dynamics define the specificity and deacetylation pattern of
Vibrio cholerae chitin deacetylase.

El capitulo 2 presenta los resultados sobre glicosintasas. Estos ya han sido publicados y se
presentan en esta tesis en forma de articulos:

- Articulo 1: Eduardo Andrés, Hugo Aragunde, Antoni Planas. 2014. Screening glycosynthase
libraries with a fluoride chemosensor assay independent of enzyme specificity. Identification
of a transitional hydrolase to synthase mutant. Biochemical Journal. 458(2), 355-363.

- Articulo 2: Hugo Aragunde, Estela Castilla, Xevi Biarnés, Magda Faijes, Antoni Planas. 2014.
A transitional hydrolase to glyconsynthase mutant by Glu to Asp substitution at the catalytic
nucleophile in a retaining glycosynthase. Carbohydrate Research, 389, 85-92.

En el apartado de conclusiones se resumen los logros realizados en esta tesis. Por ultimo se
recogen todos los protocolos utilizados en el desarrollo de los trabajos experimentales que
condujeron a obtener los resultados presentados.
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10. Capitulo 1. Desacetilasas de quitina

En los siguientes apartados se detallaran los resultados obtenidos dentro del campo de las
desacetilasas de quitina. En concreto se desarrollaran 5 apartados que incluyen:

El desarrollo de un método analitico HPLC-MS para la caracterizacién cinética de
desacetilasas.

e La caracterizacién del VcCDA completa y dominio catalitico aislado.

e La demostracién experimental del Subsite Capping Model y el planteamiento de
estrategias para alcanzar este fin.

e Estrategias de disefio racional de los loops de la VcCDA con el fin de alterar su especificidad
por sustrato y la caracterizacién de los mutantes obtenidos.

e Discusion global y perspectivas del trabajo realizado.
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10.1. Un método HPLC-MS para la caracterizacion cinética de desacetilasas de
oligosacaridos de quitina.

10.1.1. Necesidad de un método analitico de oligosacaridos de quitosano

Las desacetilasas de quitina se han propuesto como una bateria de interesantes herramientas
para la produccion de quitosanos con DP, DA y sobre todo PA definido (Ghormade et al., 2010;
Naqvi & Moerschbacher, 2015). Sin embargo, para poder ser capaces de adaptar estos enzimas a
las necesidades existentes, u optimizarlas en algln aspecto, necesitamos métodos analiticos que
permitan medir inequivocamente su rendimiento catalitico.

El estudio de la actividad desacetilasa no es un area de la bioquimica que hay surgido
recientemente y en las décadas pasadas se han publicado multiples métodos que permiten medir
la actividad desacetilasa. Estos métodos se basan en diferentes propiedades fisico-quimicas de
estos heterooligdmeros, algunos de estos métodos utilizaban espectroscopia de infrarrojos
(Sannan, Kurita, Ogura, & lwakura, 1978), espectrofotometria-UV (Tan, Khor, Tan, & Wong, 1998),
RMN (Hirai, Odani, & Nakajima, 1991), titulacién potenciométrica (Jiang, Chen, & Zhong, 2003),
etc. Sin embargo estos métodos presentaban una gran problematica: describir Gnicamente el DA
como un parametro general en una mezcla de moléculas de quitosano las cuales variaban en DP
o PA. Este tipo de métodos poseen una baja aplicabilidad cuando se trata de seguir la progresién
de la sintesis de quitosanos mediada por CDAs. En la bibliografia también podemos encontrar
métodos que son capaces de superar esta limitacidn y que han sido aplicados en la caracterizacion
de desacetilasas de quitosano, sin embargo estas metodologias tienen en comun el limite principal
de la solubilidad de los sustratos. La quitina es un polimero insoluble en las condiciones
generalmente utilizadas en los ensayos de caracterizacion enzimatica. De tal modo que se
generalizé la aplicacién de glicol-quitina como sustrato, siendo este un derivado cuya solubilidad
se ve generalmente mejorada en medios acuosos (Yoshio Araki & Ito, 1975). Cuando se trata de
sustratos oligoméricos, estos son relativamente solubles hasta un DP de 10.

Se pueden identificar dos grupos generales de métodos para la monitorizacién de la actividad de
CDAs que utilizan oligdmeros como sustrato:

a) Meétodos directos: Aquellos que no necesitan ningln tipo de reacciéon quimica o
enzimatica posterior a la desacetilacion mediada por la CDA.

b) Métodos indirectos: Aquellos que necesitan reacciones posteriores con los productos
formados para estimar la actividad de la desacetilasa.

Estos dos métodos tienen cada uno una subdivisién posterior, aquellos cuya capacidad de
deteccion se basa en la medicion del quitosano producido (generalmente a través de la produccién
de aminas libres) y aquellos que miden la acumulacién de acetato.

Los métodos directos estdan fundamentados en los cambios de propiedades que se producen en
la transformacion de quitina a quitosanos. Uno de los métodos mas directos es la medicidn de los
cambios de absorbancia a 216 nm, debido a la diferencia en los coeficientes de extincion entre el
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grupo funcional carbonilo en los quitooligosacaridos utilizados como sustrato y el acetato liberado
con el producto (Hekmat et al., 2003; Souza, Plumbridge, & Calcagno, 1997). A pesar de la simpleza
de este método, se considera que su sensibilidad es muy baja. Los métodos radiométricos también
estdn muy extendidos a la hora de estimar la actividad de CDAs utilizando como sustrato [3H]-
acetilglicol-quitina (Yoshio Araki & Ito, 1975; Kauss & Bauch, 1988). Al contrario que el método
espectrofotométrico, este método destaca por su sensibilidad pero presenta otros inconvenientes
como la necesidad de marcar isotépicamente los sustratos y el hecho de que por lo general
cualquier método que implique el uso de radiometria se convierten en tediosos y aparatosos para
aplicar rutinariamente y a gran escala.

Siguiendo la evolucidn légica de los procesos analiticos, los métodos directos de deteccion se han
extendido con la aplicacién de técnicas cromatograficas (u otro tipo de separacion de moléculas)
para poder segregar diferentes oligdmeros en funcion de su DP cuando se trata de mezclas
complejas de reaccion. Existen varios modos de deteccidn utilizados para la monitorizacion de la
formacion de productos: Métodos HPLC-UV (Tang, Nisole, Dupont, Pelletier, & Waldron, 2011),
indice de refraccién (Muraki, Yaku, & Kojima, 1993), MS (Hekmat et al., 2003; Tang et al., 2011).
Sin embargo, todos estos métodos no han sido capaces de desempefiar la tarea en cuestion con
el rendimiento HTS necesario para evaluar un gran nimero de muestras, como podria ser
necesario para la caracterizacién enzimatica detallada de un nimero significante de desacetilasas.

Los métodos indirectos necesitan reacciones posteriores, ya sean quimicas o enzimaticas, para
poder transformar la presencia de producto en una sefial medible. Los métodos indirectos que
utilizan el quitosano como sustrato suelen utilizar las aminas libres generadas durante la
desacetilacion para generar productos medibles por espectrofotometria (ya sea colorimétrica o
fluorimétrica). Existen tres reacciones quimicas bdasicas para generar productos cromogénicos:
aquellas que usan indol (Dische & Borenfreund, 1950; K Kadokura et al., 2007; Tokuyasu, Ohnishi-
Kameyama, & Hayashi, 1996), hidracina de 3-metil-2-benzotiazolona (MBTH) (Kashyap & Garg,
2014; Pacheco, Trombotto, David, & Shirai, 2013), o aquellas que usan ninhidrina (Benson & Hare,
1975; Gohel et al., 2006; Leane, Nankervis, Smith, & lllum, 2004). Los métodos indirectos que
generan productos fluorescentes a partir de las reacciones con quitosanos usan normalmente
fluorescamina como reactivo de revelado (D. Blair, Hekmat, & Schiittelkopf, 2006).

Ademas de los métodos indirectos basados en reacciones puramente quimicas, también existen
métodos que utilizan ensayos enzimaticos acoplados. Estos ensayos enzimaticos por lo general
estan centrados en la medicién de la acumulacién de acetato. Estos métodos suelen encontrarse
comercialmente disponibles en forma de kits de reactivos. Los enzimas en este tipo de kits varian
de una casa comercial a otra pero traduciran la concentracién de acetato en la conversion de NAD*
en NADH (kit acet, Megazyme; R-Biofarm) (Cord-Landwehr et al., 2016) o NADH en NAD* (kit acetk,
Megazyme). Estas conversiones son directamente medibles a través del uso de espectrometria.

Se ha reportado la aplicacién de métodos indirectos colorimétricos en los que se ha incorporado
una etapa de separacidon de moléculas, ya bien sea por HPLC o electroforesis. Este es el caso del
marcaje de productos para incrementar la sensibilidad del método analitico. Para este marcaje se
ha utilizado 1-fenil-3-metil-5-pirazolona (PMP) (Tsigos, Zydowicz, Martinou, Domard, & Bouriotis,
1999) o cristal violeta (Hattori, Anraku, & Kato, 2010).
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Las desventajas comunes a los métodos indirectos incluyen, entre otros aspectos, la complejidad
a la hora de utilizar multiples reactivos por cada ensayo y la interacciéon con otros compuestos
presentes en la matriz de reaccidon (aminas libres, acetato no proveniente de la desacetilacion,
otros contaminantes, etc).

Por otro lado, también se han desarrollado métodos para estimar la actividad de CDAs utilizando
sustratos artificiales como puede ser el acetato de metilumbeliferona (Shao & Wiegel, 1995) o la
p-nitroacetanilida (J. Liu et al., 2016). El fundamento de estos ensayos es que tras la hidrdlisis del
acetato la molécula resultante es capaz de ser excitada por una longitud de onda determinada y
emitir fluorescencia eficientemente. Sin embargo a pesar de lo sensible y rapidez de aplicacién de
estas técnicas, no se esta midiendo la eficiencia catalitica de la CDA en cuestidn con un sustrato
significativo. Esto se debe a que estos sustratos son altamente inespecificos ya que pueden ser
alterados por cualquier esterasa, incluyendo proteasas, lipasas, etc.

Independientemente de las ventajas e inconvenientes mencionadas de todas estas técnicas,
ninguna de las descritas hasta este punto es capaz de medir la acumulacion directa del producto
de desacetilacidon con el rendimiento y sensibilidad necesaria para la caracterizacion rapida de un
numero considerable de desacetilasas naturales o mutantes. Esto pone de manifiesto la necesidad
de un método analitico que sea capaz de medir la actividad de desacetilasas en un modo préximo
al HTS.

En este apartado se describe la optimizacién y validacién de un método analitico directo para la
medida de la formacion de oligosacdridos de quitosanos resultantes de la actividad de CDAs
utilizando un sistema HPLC-MS integrando una etapa de cromatografia liquida de interaccidn
hidrofilica (HILIC) y deteccion por espectrometria de masas. HILIC es un modo de separacion
utilizada en técnicas de HPLC disefiados de tal modo que permite la separacion de moléculas
polares (Alpert, 1990), como es el caso de los quitosanos y quitinas. En el desarrollo y validacion
de toda esta metodologia se ha utilizado la VcCDA como enzima de referencia.

Los protocolos que se describen en esta seccion incluyen una metodologia general para la
caracterizacién enzimatica que permite el muestreo automatico de los ensayos cinéticos
permitiendo desacoplar las etapas de muestreo de las de medida. Esta propiedad permite
incrementar sensiblemente la capacidad de analisis por operario. El uso de un sistema HPLC-MS
presenta la ventaja de acoplar el rendimiento de plataformas robdticas en el muestro, inyectores
automaticos en la seccién de cromatografia y la selectividad de los detectores MS. Como resultado
se obtiene un método rapido, versatil y fidedigno para la cuantificacidn directa de oligdmeros de
quitosano.

10.1.2. Produccion de patrones de-N-acetilados

Una vez identificada la necesidad de un método analitico adaptado a los requerimientos de los
experimentos a realizar una vez se empezase con las etapas de ingenieria enzimatica, y una vez
establecido el sistema cromatografico y de deteccion disponible para su desarrollo, la siguiente
etapa es la produccidn de patrones representativos de la actividad desacetilasa de VcCDA.
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Experiencias previas en el analisis de diferentes oligosacaridos de quitosano muestran que los
factores de respuesta (relacidn sefial/concentracion) en espectrometria de masas con ionizacién
por electrospray son muy dependientes del grado de desacetilacién y también del patréon de

desacetilacon.

Los hechos descritos ejemplifican la necesidad de que los patrones utilizados resulten de la
actividad desacetilasa del enzima a caracterizar. En este ensayo necesitamos los productos de
desacetilacion de la VcCDA los cuales estaran desacetilados en la segunda posicion desde el

extremo no reductor.
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Figura 10.1-1 Sustratos y patrones utilizados en la validacion del método HPLC-MS

Estructuras de los oligosacaridos de quitina DP2, DP3 and DP4 y sus respectivos homodlogos de quitosano
después de haber sido desacetilados por la accién de VcCDA. Este enzima desacetila la segunda posicion desde
el extremo no reductor. La hidrélisis de un acetato supone una pérdida en masa de 42 Da.

El protocolo general de produccion de los patrones se establecio en tres etapas (Figura 10.1-2): a)
reaccion enzimatica de desacetilacion; b) desproteinizacién; c) purificacion de productos por

cromatografia de intercambio iénico.
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Reaccién enzimatica:

VcCDA+Sustrato
NSRS
° . Andlisis de fracciones:
HPLC-MS
Eliminacidonde enzima® AR

Columna Strep-Trap

b

=

{:

L = . ElucionNH;
Purificacion DPX(N): *

Cromatografiade Liofilizacion
intercambio catidnico

Figura 10.1-2 Protocolo produccion de patrones DPX(N)
Esquema general en el que se muestran las diferentes etapas y procedimientos en la produccién de patrones
monodesacetilados por VcCDA.

Se prepararon tres cdcteles de reaccidn, uno para cada sustrato (DP2, DP3 y DP4) y se mezclaron
con una cantidad determinada de enzima VcCDA monomérica purificada. La evolucion de la
reaccion fue monitorizada utilizando un método preliminar de deteccién mediante MS. Cuando
se observd el consumo total del sustrato o la ausencia de evolucién de la reaccidn se continud con
las etapas de purificacion de los productos. Este fendmeno se conseguia antes de las 48 horas de
reaccion

El enzima utilizado se purificd utilizando la cola Strep-Tag Il introducida en su gen para su
expresion heterdloga en E. coli y purificacion mediante cromatografia de afinidad. Dado que el
enzima utilizado en la reaccién enzimatica dispone de este marcaje se utiliz6 como oportunidad
para eliminar el enzima. El uso de una columna Strep-Trap de 1 ml (GE-Healthcare) probd ser un
método eficiente para eliminar el enzima de la mezcla de reaccion.

La siguiente etapa de purificacion conduce a la obtencion de los productos monodesacetilados
puros a través de un protocolo de cromatografia de intercambio catidnico. Para este proceso se
utilizé la resina Dowex 50wx8. Esta resina consiste en una matriz de estireno-divinilbenzeno con
acidos sulfénicos como grupos funcionales para la inmovilizacién de cationes. Una vez
desproteinizada la mezcla de reaccidn, esta se incuba con la resina previamente acondicionada.

Tras el lavado y elucidn progresiva de los productos unidos mediante el uso de un gradiente de
NHs, las diferentes fracciones fueron analizadas por el método preliminar de deteccién mediante
MS. Como norma general, el compuesto monodesacetilado eluye a partir del 3% (v/v) de
contenido en NH3, mientas que las fracciones previas mostraban trazas del producto de partida.

Aquellas fracciones que fueron identificadas como puras, se unieron en un Unico volumen y
liofilizadas para su conservacién. Tras este procedimiento se estimd la eficiencia del protocolo
completo, cuyo rendimiento se acercaba al 50% de la masa tedrica esperada en funcién de la
cantidad de sustrato utilizada (Tabla 10.1-1).
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mg en DPX(N) mg tedricos mg Rendimiento
Sustrato MW .. .
reaccion MW DPX(n) purificados (%)
DP2 424,4 10,34 382,4 9,32 4,25 45,6
DP3 627,6 6,11 585,6 5,70 3,85 67,5
DP4 830,8 10,32 788,7 9,80 4,69 47,9

Tabla 10.1-1 Tabla de resultados de la purificacion de patrones
Tabla con las cantidades de quitooligosacaridos de partida asi como las masas tedricas y reales del producto
de desacetilacidn y su rendimiento.

Una pequeiia fraccidon ya purificada fue disuelta en n-propanol:H,O 1:1 y se analizé por
espectrometria de masas con ionizacién por electrospray en modo positivo. La eleccidn de este
modo se debe a que los quitosanos monodesacetilados presentan aminas primarias que son
facilmente protonables utilizando dcido féormico como aditivo en los eluyentes empleados. Esta
protonacion aumenta la sensibilidad a la hora de detectar iones en la etapa de MS.

Al analizar el espectro del producto purificado de la desacetilacion de DP2, se observa que solo
estan presentes los iones correspondiente a [DP2(N)+H]* a 383,3 Da, y los iones (minoritarios)

correspondientes a los aductos de sales o a iones moleculares (Figura 10.1-3).

383.3
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i NH,
80- Mo N g%ﬁw
S 60 O‘Q
g 097
3 ] Mol V- 305
S 40-
T <t
7 < <~
20 % B R
] < i l
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300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 m/z
Figura 10.1-3 Espectro iénico del patrén DP2(N)
Espectro del escaneo de iones para el producto DP2(N) después de la desacetilacién por VcCDA y su purificacion.
m/z = 383,3 [DP2(N)+H]*; m/z = 405,3 [DP2(N)+Na] *; m/z = 765,4 [2-DP2(N)+H]*; m/z = 787,4 [2-DP2(N)+Na]*.

En el caso del producto de la transformacién de DP3 por la VcCDA solo aparecen los iones
esperables: m/z= 586,4 que se corresponde con la masa protonada del producto
monodesacetilado; m/z=293,8 representa el ion doblemente cargado y m/z=608,3 es el resultado
del aducto del producto monodesacetilado con un ion de Na* (Figura 10.1-4).
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Figura 10.1-4 Espectro ionico del patron DP3(N)

Espectro del escaneo de iones para el producto DP3(N) después de la desacetilacién por VcCDA y su purificacion.
m/z = 293,8 [DP3(N)+2H]*/2; m/z = 586,4 [DP3(N)+H]*; m/z = 608,3 [DP3(N)+Na]*.

Las observaciones realizadas en los otros productos son equivalentes a lo que se observa en el
espectro del producto DP4(N). m/z = 789,4 que se corresponde con la masa del producto

monodesacetilado protonado; m/z

395,3,8 representa el tetrdmero doblemente cargado vy

m/z=806,4 es el resultado del aducto del producto monodesacetilado con un ion de Na*.
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Figura 10.1-5 Espectro ionico del patrén DP4(N)

Espectro del escaneo de iones para el producto DP4(N) después de la desacetilacién por VcCDA'y su purificacion.
m/z = 395,3 [DP4(N)+2H]%/2; m/z = 789,4 [DP4(N)+H]*; m/z = 806,4 [DP4(N)+Na]*.

Estos tres analisis de las masas presentes en los sélidos purificados indican un grado de pureza
muy elevado. Este hecho permitié confirmar que los productos obtenidos eran aptos para su uso
como patrones en la validacion del método y como referencia en los ensayos de cuantificacidn

posteriores.
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10.1.3. Desarrollo del método analitico

Obtenidos los productos que van a ser utilizados como estdndares de referencia en todo el
proceso de desarrollo es necesario identificar las etapas que van a componer el método analitico
general (Figura 10.1-6).

[ Reaccién enzimatica ]

r

[ Muestreo temporal ]

r

[ Parada de reaccion ]

r

[ Anélisis HPLC-MS ]

r

[ Evaluacion de datos ]

Figura 10.1-6 Mapa de todo el proceso analitico
Esquema en el que se muestran las diferentes etapas de todo el proceso analitico desde la reaccién enzimatica
hasta la evaluacién de los resultados.

Las muestras son generadas a partir de una reaccion de desacetilacion catalizada por un enzima.
Debido a que la caracterizacion tipica de los pardmetros ket Yy Km a través de la ecuacion de
Michaelis y Menten puede suponer un nimero tan elevado como varios cientos de muestras, se
definié que la plataforma estandarizada mas eficiente para la escala de trabajo era las microplacas
de 96 pocillos.

Con el objetivo de conseguir imagenes instantdneas en el progreso de la desacetilacion en
intervalos muy cortos de tiempo y medir, en paralelo, varias condiciones (concentracién de
enzima, concentracién de sustrato, pH, etc.) es necesaria la capacidad de poder detener la
reaccidn en cualquier punto que se considere oportuno. Este requisito seria conseguido mediante
el retirado de alicuotas del volumen de reaccion y deteniendo su progreso mediante su adicion
sobre un volumen de una disolucién que tendria la propiedad de bloquear cualquier progreso de
la reaccidn enzimatica sin comprometer la estabilidad de los compuestos presentes en ella. La
capacidad de desenlazar la generacion de muestras y la medida de las mismas en un ensayo off-
line como el aqui definido, incrementa muy significativamente la capacidad analitica en niumero
de muestras estudiadas por unidad de tiempo. Ademds incrementa la rentabilidad de los
equipamientos utilizados, ya que la etapa analitica puede desplazarse en el tiempo permitiendo
el andlisis de muestras durante horarios nocturnos sin la presencia de operarios.

El uso de microplacas y la disposicién de un tampén de parada valido, permitieron el desarrollo
de un proceso completamente automatizado. Por consiguiente, todos los pasos involucrados en
la generacion de muestras (manipulacion de liquidos, incubaciones, mezclado, etc.) son llevados
a término por una plataforma robética. En nuestra aplicacién el modelo de la plataforma robética
se trata de la plataforma Bravo de Agilent, con los médulos necesarios para el control de
temperatura e incubacién de microplacas. Ademas el utilizar como contenedores de muestras

108



10.1 Un método HPLC-MS para la caracterizacion cinética de desacetilasas de oligosacdridos de quitina.

microplacas de 96 permite su traslado directo a la seccién de cromatografia, ya que este formato
también es un estandar generalizado en la mayoria de inyectores automaticos en cromatdgrafos
de HPLC. Este factor, por otro lado, condiciona el volumen maximo de la reaccidén enzimatica. En
cualquier caso se ha definido que 100 pL es un volumen idéneo para permitir un muestreo
eficiente a la vez que lo suficientemente miniaturizado como para no suponer un gasto excesivo
ni de enzima ni de sustrato.

Como se ha mencionado previamente, se generara un gran nimero de muestras en cada una de
las caracterizaciones enzimaticas (en una caracterizacion tipica: 12 concentraciones diferentes de
sustrato, 8 puntos temporales por cada una, al menos dos réplicas de cada y una bateria de
diferentes sustrato a los que aplicar todo este proceso). Este aspecto condiciona el apartado de la
separaciéon cromatografica de los compuestos, es decir, es necesario un método que sea lo
suficientemente rdpido, simple, eficiente y robusto para afrontar el volumen potencial de
muestras a analizar.

Experiencias previas en el laboratorio indican la existencia de una tendencia hacia la reduccién en
la sefial de abundancia de iones en la monitorizaciéon de productos durante periodos largos de
tiempo utilizando un detector MS. Este fendmeno nos obliga a intercalar series completas de
patrones cada cierto numero de muestras inyectadas. De este modo, podemos evitar esta
problematica a través de definir precisamente el estado del detector durante un periodo de
tiempo. Asi, las muestras que se encuentran inyectadas entre dos series de patrones son
interpoladas en la curva patrén resultante de la combinacion de estas dos.

En resumen, los aspectos clave del método de muestreo y cromatografico a desarrollar se
concretan en:

a) Uso de microplacas para la automatizaciéon y transversalidad.

b) Uso de un tampdn de parada para desacoplar la reaccidn del andlisis de muestras.

¢) Un método cromatografico rapido y resolutivo que evite el uso de gradientes para
gestionar el elevado niumero de muestras.

d) Intercalado de series completas de patrones para definir el estado del detector.

Una vez establecidas las bases sobre las que se construird el método analitico y estando en
disposicidon de unos patrones obtenidos por la actividad desacetilasas de VcCDA, el siguiente paso
es la definicion de la composicion quimica del tampdn encargado de detener la reaccién
enzimatica. La formulacidn utilizada en esta solucion también sera la que se utilice en la disolucidn
de los patrones utilizados en las secuencias analiticas de muestras de caracterizacion.

Siguiendo la ténica general de este desarrollo, el tampdn de parada debe ser lo mas simple posible
para aportar robustez, pero ademas, debe cumplir tres requisitos:

a) Lareaccion enzimatica debe ser parada inmediatamente.

b) Asegurar la estabilidad de las moléculas disueltas en él. La composicién de esta solucién
tiene como fin el mantener los sustratos y productos inalterados durante un periodo
temporal lo suficientemente largo como para que se pueda realizar el analisis sin que se
produzca ningun tipo de degradacidn.
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¢) Compatibilidad con los contenedores utilizados. Este ultimo requisito implica que las
disoluciones que utilicen disolventes orgdnicos no deben ser capaces de disolver o
solubilizar compuestos de los plasticos que forman las microplacas u otros contenedores.

Con el objetivo de identificar el tampdn de parada dptimo, se ensayaron varias condiciones: acido
férmico, acetonitrilo, etanol, isopropanol, n-propanol, etc. Estos disolventes fueron testeados en
una serie de concentraciones (diluyendo en agua) y ratios muestra/tampon.

El ensayo fue realizado a través de la toma de muestras de reacciones enzimaticas y procediendo
con su dilucidn en la solucidn de parada hasta un volumen final de 100 pL. Como control se utilizd
el mismo ratio de dilucion pero en el mismo tampdn de reaccién. Las muestras paradas fueron
inyectadas en el sistema HPLC-MS para comprobar si se observaba alguna evolucién en las
reacciones supuestamente paradas.
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Figura 10.1-7 Comprobacion del tampédn de parada
Grafico en el que se muestra la evolucion de la reaccion tras la adicidn de las muestras sobre varios tampones
para obtener la parada de la reaccion. IPA: 2-propanol, ProOH: 1-Propanol, EtOH: Etanol.

En la Figura 10.1-7 se demuestra como el tampdn de parada 1-propanol:H,0 1:1 es capaz de
detener una reaccién desacetilasa previamente iniciada. Ademas se observa como el isopropanol
y el etanol interfieren de algin modo en la sefial ya que no se encuentran al mismo nivel de partida
gue la muestra de la reacciéon en tampdn.

Como resultado final se encontrd que una dilucion 1:9 de la muestra (10 pL de muestra de cinética
en 90 pL) en una solucidén que continente n-propanol al 50% en H,O asegura la detencién
inmediata de la transformacién del sustrato, a la vez que demostré cumplir con los otros
requisitos: estabilidad de los compuestos por un periodo de tiempo dado y el ser compatible con
todos los sistemas de manipulacién y almacenamiento de liquidos.

Una vez definida la formulacion del tampdn de parada, la siguiente etapa del desarrollo incluye el
establecer los parametros de separacién cromatografica y de deteccion.

Debido a la naturaleza polar de los oligémeros de quitosano y en base a informacion previa
disponible (Cord-Landwehr et al., 2017; Hamer et al., 2015), se decidid utilizar una metodologia
HILIC de separacidén utilizando una columna cuya matriz esta funcionalizada con grupos amida. La
columna escogida es XBridge BEH Amide del fabricante Waters.
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Las tecnologias HILIC de separacién cromatogréfica estdn especialmente indicadas para la
separacion de moléculas pequefias y polares. En cromatografia de fase normal, la fase estacionaria
es mas polar que la fase movil y la retencidn de los compuestos se incrementa a medida que la
polaridad del de la fase mévil se reduce. Por el contrario, en la cromatografia de fase reversa
ocurre la situacidon opuesta. La cromatografia liquida de interaccién hidrofilica se considera en
algunos casos una modalidad de la cromatografia de fase normal. Al igual que la fase normal, la
cromatografia HILIC utiliza una fase estacionaria polar (silica, amina, ciano, amida...) pero el
disolvente se asemeja mas a los utilizados en cromatografia de fase reversa (Buszewski & Noga,
2012).

Para el estudio de las condiciones cromatograficas los productos puros de quitooligosacaridos
monodesacetilados fueron disueltos a diferentes concentraciones en el tampdn de parada (n-
propanol:H,0 1:1). Esta disolucién fue utilizada en varios facetas del desarrollo del método: tanto
para el estudio de la separacién cromatografica como para la construccion de las curvas patrén
en el anadlisis real de muestras.

Los parametros de cromatografia liquida HPLC estudiados (utilizando un equipo Agilent 1260) y
optimizados incluyen: fase moévil, aditivos de la fase movil, temperatura de columna, flujo,
volumen de inyeccién, mecanismo de lavado, orden de secuencia, etc.

Para comprobar la capacidad resolutiva del método se utilizaron como referencias los principales
compuestos que se van a encontrar en las reacciones enzimaticas: el quitooligosacarido (sustrato)
y su homodlogo monodesacetilado (el producto). Sus disoluciones fueron inyectadas para todas las
condiciones ensayadas. Para la deteccién de los compuestos se utiliza Unicamente el catién
monoprotonado mediante el modo Single lon Monitoring (SIM+). En este modo se dedica una
canal de detecciéon a la obtencién de la abundancia de los iones de una o varias masas
determinadas a lo largo del cromatograma, en oposicién a los modos de escaneo que detecta
todos los iones en un rango de m/z definido.

Las condiciones dptimas fueron seleccionadas mediante el estudio de los efectos en la resolucién
conseguiday la abundancia de iones observada en el cromatograma (prestando especial atencién
al producto monodesacetilado). Después del estudio en profundidad las condiciones finales se
resumen en la Tabla 10.1-2.

Parametro Valor
Volumen de inyeccién 5uL
Modo de elucién isocrdtico
Fase movil Actonitrilo:H>0 65:35
Aditivo Acido férmico 1%
Flujo 0,4 mL/min
Temperatura de columna 602C

Tabla 10.1-2 Condiciones optimizadas HPLC
Condiciones finales de la seccidn de cromatografia liquida HPLC para la separaciéon y deteccién de
quitooligosacaridos y los productos resultantes de su desacetilacion mediante el enzima VcCDA.
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Los parametros indicados en la tabla superior cumplen los requisitos establecidos a la vez que no
generan presiones elevadas en la columna asegurando la integridad de todo el sistema vy
permitiendo que su vida util no se vea reducida por un uso negligente.

En la Figura 10.1-8 se muestran los cromatogramas obtenidos utilizando el método HPLC puesto
apunto. En los diferentes apartados de esta figura se demuestra claramente la ventaja de utilizar
un detector MS frente a otros sistemas de deteccion como podria ser absorbancia o fluorescencia.
Este tipo de dispositivos permiten la monitorizacion de varios iones en canales independientes.
Esta aplicacidon permite separar en la deteccion compuestos que no son perfectamente separados
en la etapa cromatografica. Mientras la diferencia de masa entre los dos iones sea superior al
margen de error establecido por el equipo, la deteccion individual por SIM es posible y de gran
ayuda. El aprovechamiento de esta opcién de deteccién permite llevar a buen término

separaciones como la de DP3/DP3(N) y DP4/DP4(N).

Con estos resultados también se ha establecido que, independientemente del DP de los tres
oligosacaridos estudiados, métodos cromatograficos con una duracién igual o inferior a 3 minutos
son suficientes para la segregacion de moléculas completamente acetiladas de moléculas
monodesacetiladas. Este aspecto permite conseguir la eficiencia necesaria para el analisis de un

numero elevado de muestras.
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Figura 10.1-8 Cromatogramas obtenidos por el método HPLC establecido
Cromatogramas representativos del método de HPLC optimizados para la separacion de quitooligosacéridos y
sus homdlogos de quitosano una vez desacetilados por VcCDA. Monitorizacién por MS SIM+ m/z seleccionados
fueron M+H*. A) DP2 y DP2(N) m/z 425 y 383 respectivamente; B) DP3 y DP3(N) m/z 628 y 586 respectivamente

y C) DP4 y DP4(N) m/z 831 y 789 respectivamente.

(S

Tiempo (min)

Una vez determinadas las condiciones cromatograficas, los parametros relacionados con el
modulo de deteccion fueron ajustados para obtener la mayor sensibilidad posible (ratio
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abundancia/concentracion) del método analitico completo. Desde la cdmara de ionizacion (ESI+)
hasta los parametros de deteccidn, los aspectos optimizados incluyen: gas de secado, flujo del gas,
temperatura del gas, voltaje del capilar, voltaje del cono, tiempos de trabajo por canal (dwell
time), valores de fragmentador, etc.

El equipamiento utilizado se trata de un MSD del fabricante Agilent, especificamente el modelo
G6120B acoplado a la seccidn de cromatografia liquida HPLC 1260. Se trata de un detector de
cuadrupolo simple con capacidad para ionizacidn por electrospray o APCI (Atmospheric Pressure
Chemical lonization). El rango de masas detectables abarca desde 1-3000Da.

Las condiciones finales se indican en la Tabla 10.1-3.

Después de haber definido todos los parametros necesarios para el gobierno del hardware y
software en este protocolo analitico, incluyendo la descripcion de las etapas de muestreo, se
continud con la descripcién funcional del método en términos de linealidad, variabilidad y otros.

Parametro Valor

Fuente de ionizacion Electroespray

Modo Positivo

Voltaje del capilar 4 kv

Gas de desolvatacion Nitrégeno

Flujo del gas de desolvatacién 12 L/min

Temperatura 300°C

Fragmentor 80

Dwell time 20% para DPX y 80% para DPX(N)
SIM m/z=[M+H]*:

Método de deteccidn gg;gm ;:Z Z ng g;;
DP4(N): 789 // DP4:831

Tabla 10.1-3 Condiciones optimizadas deteccion MS
Condiciones finales del mddulo espectrémetro de masas Agilent G6120B para la deteccion de
quitooligosacaridos y los productos resultantes de su desacetilacién mediante el enzima VcCDA.

Se cred, por dilucidon seriada partiendo desde 1 mM, una recta patrén que parte como
concentracién mas alta desde el valor de 100 uM hasta 0,14 uM para cada uno de los
oligosacaridos de quitosano producidos como patrones: DP2(N) - AD, DP3(N) - ADA y DP4(N) —
ADAA. Para cada uno de estos compuestos se realizaron 7 inyecciones repetidas de la serie
completa de patrones para evaluar la repetibilidad del método (Tabla 10.1-4).
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Compuesto Concentracion de n cv
la muestra (%)

100 pM 7 1,48

DP2(N) 33,3 uM 7 1,75
0,41 uM 7 5,91

100 um 7 0,96

DP3(N) 33,3 uM 7 1,20
0,05 uM 7 1,82

100 uMm 7 0,66

DP4(N) 33,3 M 7 1,16
0,14 uM 7 5,88

Tabla 10.1-4 Validacion del método analitico para el di-, triy tetrasacdrido monodesacetilado

Tabla en la que se muestran los coeficientes de variacion del método analitico para tres concentraciones de
cada uno de los oligosacéridos de quitosano estudiados. Se obtienen los parametros por inyeccidn repetida
de una recta patrén desde 100 uM a 0,12 uM

En la Tabla 10.1-4 se representan los valores de tres muestras pertenecientes a las rectas patron
estudiadas: Un valor de alta concentracidon (100 uM), uno de media (33,3 uM) y otro de
concentracién baja (0,14 uM). En esta misma tabla se observa que el coeficiente de variacion (CV)
se encuentra siempre por debajo del valor de 5,91%. Ademas como norma general el CV se reduce
significativamente a medida que la concentracion de la muestra se incrementa hasta valores tan
bajos como 0,66%. Estos valores se aceptaron como lo suficientemente bajos como para que el
método fuese aplicable en una situacidn real.

Es necesario comentar, como ya se habia indicado previamente, que los coeficientes de variacién
finales serdan mas altos que los aqui indicados. Esto se debe a que cuando el equipo se mantienen
en funcionamiento continuo con muestras inyectadas en una larga sucesion, el sistema sufre una
deriva inevitable (pero controlable) en los valores de abundancia de las muestras. Esto implica
gue una misma serie de patrones inyectada repetidas veces a lo largo de un periodo de tiempo
equivalente a varias horas, mostrara valores diferentes.

10.1.4. Validacidn del sistema analitico global

Para poder evaluar la validez de todo el proceso para la monitorizacion de las reacciones de
desacetilacién, se prepararon tres reacciones enzimaticas, una para cada sustrato: disacarido
(DP2), trisacédrido (DP3) y tetrasacarido (DP4).

La concentracién de sustrato usado fue de 2 mM disuelto en tampdn Tris 50 mM pH 8,5 y NaCl
300 mM. El volumen final de la reaccién fue de 150 pL (no se usan los 100 uL mencionados en el
desarrollo del método porque en esta etapa de validacidon era posible la necesidad de mas
muestreos que los utilizados en un cinética comun de caracterizacion). La concentracion de VcCDA
utilizada en la reaccidn fue de 0,75 uM. La reaccidn se llevd a cabo a una temperatura de 372C.

Para la monitorizacidon de la desacetilacién, alicuotas de 10 uL fueron tomadas del céctel de
reaccion y paradas mediante su dilucién en 90 plL del tampdn de parada (n-propano:H,0 1:1). Esta
monitorizacion se mantuvo durante un periodo de tiempo equivalente a 40 horas.
Consecuentemente, todas las muestras generadas y patrones fueron analizados con el método
descrito en el apartado anterior. Las concentraciones de producto fueron calculadas utilizando el
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factor de respuesta calculada con unas nuevas rectas patrén tanto para el sustrato acetilado como
para el producto.

En la caracterizacion previamente publicada de la VcCDA, se reportd la preferencia de sustratos
de este enzima (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014). Como se introdujo en la presentacion de este
enzima, cuando el DP del sustrato incrementa, la eficiencia catalitica del mismo se ve reducida.
De este modo, de los sustratos ensayados, DP2 es el mas activo mientras DP4 el menos eficiente
al ser catalizada su reaccion de desacetilacion.

De acuerdo a lo descrito, en el conjunto de graficos mostrados en la Figura 10.1-9, se observa
como cuando se utiliza el disacarido como sustrato este es consumido significativamente mas
rapido que el trimero o el tetramero, siendo este ultimo el ultimo en ser agotado. Ademas, esta
experiencia nos permite identificar la validez del método, no solo para la cuantificacion del
producto formado, si no que se observa el consumo del sustrato. Es de gran relevancia observar
la conversién completa de sustrato en producto.
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Figura 10.1-9 Evolucion de las reacciones de desacetilacion

Gréficos obtenidos mediante la monitorizacién de reacciones desacetilasa usando el método de HPLC/MS
desarrollado para la separacién de quitooligosacaridos y sus homodlogos de quitosano una vez desacetilados
por VcCDA. Monitorizacion de la reaccidon desacetilasa para: A) DP2; B) DP3 y C) DP4.

Como ya se indicé anteriormente, el aspecto que va a afectar a la repetibilidad del método es el
hecho de que realizar largas secuencias de inyecciones durante varias horas hardn que la deriva
qgue sufre el detector sea significativa. Para validar todo este proceso vy, a la vez, para limitar y
reducir el efecto de esta deriva se limitd el nUmero de muestras inyectadas entre serie de patrones
a un numero entre 40 y 50. Este intervalo se estableci6 como norma general: no mas de 50
muestras serdn inyectadas entre una serie de patrones y otra, y cualquier nimero de muestras
estard precedida y seguida de una inyeccion de los patrones. Por ejemplo, al analizar una
microplaca de 96 muestras se inyectara una serie de patrones al principio, otra una vez se haya
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inyectado las 48 muestras de la primera mitad y otra serie una vez se haya inyectado la segunda
mitad de las muestras.

En este estudio un total de 6 series de patrones con concentraciones entre 0,05 uM y 225 uM
fueron inyectadas en el HPLC/MS con 50 muestras intercaladas entre una y otra tanda. La
repetibilidad fue determinada como el coeficiente de variacién de las dreas de los picos del
producto monodesacetilado a tres niveles de concentracion diferentes (225, 50 and 1 uM). Como
era de esperar, el coeficiente de variacidn se incrementd considerablemente con respecto al
calculado en el experimento previo en el que las series de patrones eran inyectadas una detrds de
otra (Tabla 10.1-4). Los valores que se encontraron varian desde el 2,1% hasta el 11,2%, cuando
los valores del otro experimento variaban desde el 0,66% hasta el 5,88%. Teniendo en cuenta que
existe esta fluctuacion direccional en la deteccién y que es controlable, se aceptaron estos valores
como lo suficientemente bueno como para que el ensayo sea util en la caracterizacion de
desacetilasas.

Compuesto Concentracién de Abundancia cv Factor de
la muestra promedio (%) Respuesta
225 uM 6 14605372,5 2,09 64912,8
DP2(N) 50 uM 6 3639605,4 2,48 72792,1
1uM 6 76531,5 6,82 76531,5
225 uM 6 25428643,2 6,65 113016,2
DP3(N) 50 uM 6 6545449,0 6,07 131507,3
1uM 6 115775,9 8,72 115950,5
225 uM 6 4252702,7 8,08 18900,9
DP4(N) 50 uM 6 970259,7 9,00 19405,2
1uM 6 17106,6 11,22 17106,6

Tabla 10.1-5 Validacion del método analitico global para el di-, tri y tetrasacdrido monodesacetilado
intercalando muestras reales

Tabla en la que se muestran los coeficientes de variacién, abundancia promedio y factor de respuesta para el
método analitico global en tres concentraciones de cada uno de los oligosacaridos de quitosano estudiados.
Se obtienen los parametros por inyeccion repetida de las series de patrones intercalando 45 muestras de
promedio entre una serie y otra.

Continuando con la descripcion del método otro pardmetro a evaluar es la linealidad del método.
En este caso se define la linealidad como el intervalo de concentraciones con un factor de
respuesta (area del pico/concentracion) que se encuentre dentro del rango +15% del promedio
de factores de respuesta de todos los patrones analizados. Para los tres compuestos analizados el
rango lineal abarca desde 1 uM hasta 225 uM, siendo esta la mayor concentracion ensayada. El
limite de deteccidn se encuentra entre los valores de 0,05 uM y 1 uM, pero de modo operativo se
utilizara el 1 uM como limite de deteccidn.
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Figura 10.1-10 Recta patron y factores de respuesta para DP2(N)

Grafico en el que se muestra la recta patrén resultante de la inyecciéon de 6 series de patrones
correspondientes a diferentes concentraciones de DP2(N) entre las que se han intercalado 50 muestras entre
unay otra, ecuacion f(x)=65048x+164206. En el gréfico insertado se muestran los factores de respuesta.
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Figura 10.1-11 Recta patron y factores de respuesta para DP3(N)

Grafico en el que se muestra la recta patron resultante de la inyeccion de 6 series de patrones
correspondientes a diferentes concentraciones de DP3(N) entre las que se han intercalado 50 muestras entre
una y otra, ecuacion f(x)=1141658x+293101. En el gréfico insertado se muestran los factores de respuesta.
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Figura 10.1-12 Recta patron y factores de respuesta para DP4(N)

Grafico en el que se muestra la recta patrén resultante de la inyeccion de 6 series de patrones
correspondientes a diferentes concentraciones de DP4(N) entre las que se han intercalado 50 muestras entre
unay otra, ecuacion f(x)=18902x+10362. En el grafico insertado se muestran los factores de respuesta.

En la Figura 10.1-13 se ha representado la evoluciéon de los factores de respuesta de los patrones
utilizado en el experimento anterior, pero en este grafico se hace énfasis en la deriva que sufren
este valor desde la primera inyeccion hasta la Ultima cuando se trata de una secuencia analitica
en la que se han intercalado 50 muestras de promedio entre una tanda de patrones y otra. Como
se observa en el grafico hay una tendencia clara hacia la reduccidon de las sefiales a medida que la
secuencia progresa. Esta reduccion se encuentra entre el 4,6% para DP2(N) hasta 13,7% en el caso
de DP3(N). Como ya se habia descrito, este fenémeno obliga a utilizar el par de curvas patrén que
delimitan un grupo de muestras para poder calcular su concentracion.
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Figura 10.1-13 Evolucidn de los factores de respuesta frente al tiempo

Evolucidn de los factores de respuesta durante el tiempo correspondiente a una secuencia analitica. Entre 40
y 50 muestras fueron inyectadas entre cada grupo de patrones. La variacién en porcentaje desde el factor de
respuesta del primer set hasta el Ultimo obtuvo un valor de: AFR DP2(N)=4,64%; AFR DP3(N)=13,67% y AFR
DP4(N)=12,81%.
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Con todas las pruebas mostradas hasta ahora se concluye que, a pesar de las limitaciones
identificadas, el método es valido para la caracterizacién de la actividad desacetilasa a través de
la monitorizacién del ién monoprotonado del producto de la actividad enzimatica de VcCDA.

10.1.5. Aplicaciones del método HPLC-MS

Una vez estudiado y validado el método se realizaron una serie de experimentos para demostrar
las potenciales aplicaciones en un caso real de estudio de las propiedades de un enzima.

El primer ensayo llevado a cabo fue la determinacidn de las actividades especificas del enzima
VcCDA para los sustratos DP2 y DP4. Se utilizé un lote de enzima puro recién purificado, de esta
se probaron tres concentraciones diferentes (0,10 uM — 0,16 uM — 0,21 uM) y una Unica
concentracién saturante de sustrato (2 mM) con el objetivo de construir una curva patrén de
enzima. La concentracién saturante de sustrato para un enzima es aquella que se encuentra
significativamente por encima de la Ky particular para ese sustrato, siendo 0,69 + 0,02 mMy 0,72
+ 0,08 mM los valores de este parametro para DP2 y DP4 respectivamente (Andrés, Albesa-Jové,
et al,, 2014).

Las reacciones de desacetilaciéon (incluyendo manipulacién, incubaciones y muestreo) fueron
realizadas en la plataforma robdtica Bravo (Agilent). Las velocidades iniciales de la reaccién fueron
calculadas utilizando la region lineal de la representacién gréfica de la concentracién de producto
vs tiempo (Figura 10.1-14).
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Figura 10.1-14 Curvas patron de enzima para los sustratos DP2 y DP4
Velocidad inicial de formacién de producto (vo (UM s?)) vs concentracion de enzima ([E] (uM)) a una
concentracion 2 mM de los sustratos DP2 y DP4. DP2: f(x)=2,48x-0,02 R2=0,99; DP4: f(x)=0,22x-0,01 R2=0,99

En la figura superior se representan las velocidades de aparicion de producto frente a la
concentracién de enzima para los dos compuestos utilizados como sustrato. Los resultados
obtenidos muestran como el enzima es del orden de 10 veces mas activa para el dimero que para
el tetrdmero.
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Este método sera el utilizado en todos los estudios cinéticos de los enzimas WT y mutantes
purificados que se desarrolan en este trabajo.

Se realizd otro ensayo para demostrar la aplicabilidad de este método en unas condiciones
diferentes: la monitorizacién de una actividad desacetilasa utilizando el extracto de lisis clarificado
de un cultivo de E. coli en el que se ha sobreexpresado la desacetilasa de Vibrio cholerae. Un
indculo de E. coli BL21 DE3 transformada con el plasmido pET22b con el gen de VcCDA clonado
dentro de su secuencia fue incubado en medio de autoinduccién para que se produjese la
expresion controlada del enzima. El cultivo fue centrifugado, resuspendido en tampdn Tris 50 mM
pH 8,5 y NaCl 300 mM vy lisado con un disruptor celular en presencia de un inhibidor de proteasas
(PMSF). Los restos celulares insolubles fueron eliminados por centrifugacidn. Se prepararon tres
mezclas de reaccion diferentes y dos réplicas de cada una, usando tres volimenes diferentes de
lisado: 50, 25 y 10 pL. Los volumenes finales de reaccién eran de 100 pL en todos los casos y
usando DP4 a una concentracién de 2 mM.

La Figura 10.1-15 muestra los resultados de incremento de la concentracion de producto con el
tiempo de reaccidn. En ese grafico se observa como a mayor cantidad de extracto introducido en
la reaccidn mayor es la tasa de formacién de producto. De las actividades enzimaticas obtenidas
(pendiente de la recta [producto] vs tiempo) puede determinarse la concentracién de enzima en
el extracto celular utilizando el enzima purificado como patrén (Figura 10.1-14).
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Figura 10.1-15 Monitorizacion de actividad desacetilasa usando extractos de E. coli
Caracterizacion cinética de un extracto clarificado de E. coli BL21 en el que se ha sobreexpresado el enzima

VcCDA. Se representan tres reacciones diferentes incluyendo diferentes cantidades de lisado (10-25-50ul) en
un volumen final de 100pl. El sustrato usado fue DP4 a una concentracion 2 mM.

10.1.6. Conclusiones

En el presente capitulo de la memoria se ha conseguido desarrollar y aplicar con éxito una técnica
para la monitorizacién de la desacetilacién de oligosacaridos de quitina mediada por el enzima
VcCDA a través de la medicién directa de los productos formados a través del uso de un método
HPLC-MS.
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Este método ha sido aplicado para la caracterizacion de la desacetilasa de oligosacdridos de
quitina de Vibrio cholerae, gracias a lo cual ha demostrado ser una metodologia aplicable tanto
para enzimas purificados como para extractos provenientes directamente de lisado celular
clarificado. Se han utilizado tres sustratos diferentes para la validacién de este método: DP2, DP3
y DP4.

Las ventajas de la técnica global aqui presentada incluyen desde aspectos de preparacion de
muestra hasta las etapas analiticas, en comparacion con otros métodos (radiométricos,
colorimétricos, fluorimétricos, etc.), y pueden resumirse en:

a) No es necesaria la utilizacidn de reacciones quimicas de revelado o ensayos enzimaticos
acoplados para generar productos cuantificables.

b) Robustez, la medicion directa de los oligosacaridos de quitosano facilita la simpleza del
método sin interacciones de compuestos presentes en la muestra que podrian afectar a
la sensibilidad de métodos indirectos.

c) Alta eficacia a la hora de analizar un gran volumen de muestras debido a la capacidad de
parar la reaccion, lo cual permite segregar las etapas de preparacidon de muestras y las de
analisis.

d) Es una metodologia completamente automatizada en la que se utiliza una plataforma
robdtica tanto para incubaciones como el manejo de voliumenes y muestreo.

e) Es posible su aplicacidon a un amplio rango de productos y enzimas, siempre y cuando sea
posible obtener patrones lo suficientemente puros.
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10.2. Caracterizacion de VcCDA: Proteina Completa y Dominio Catalitico

10.2.1. Vector de expresion de la VcCDA FL

Para conseguir la expresion del enzima VcCDA es necesaria su clonacién dentro de un vector de
expresion de proteinas en E. coli. El plasmido debera presentar los elementos génicos necesarios
para regular o inducir su produccién. El gen codificante por la proteina completa VcCDA FL (full
length) se clond anteriormente en el laboratorio en un vector pET22b (Figura 10.2-1).

F1 ori
StrepTag M13 origin

y pET220 VcCDA FL

f640 bp

ColE1 origin

Figura 10.2-1 Mapa pET22b VcCDA FL

Mapa de la secuencia del plasmido de expresidon pET22b en el que se ha clonado la secuencia de la proteina
VcCDA completa incluyendo la secuencia de la Strep-Tag Il en el extremo C terminal para su purificaciéon por
cromatografia de afinidad.

El vector pET22b es un plasmido de expresidn de la proteina clonada cuya regulacidn esta basada
en el promotor del bacteriéfago T7. Cuando se transfieren estos plasmisdos a cepas que continen
una copia cromosémica de la polimerasa de T7 bajo el control del operador lac en presencia del
inductor la polimerasa es producida, esta reconoce su promotor de T7 y se consigue la expresion
del gen de la proteina clonada en el vector. Generalmente el inductor utilizado es el analogo IPTG.
Sin embargo la expresion de la proteina se puede conseguir por otros tipos de inductores como
puede ser la formulacidon de medios de autoinduccidn de la expresidn de proteinas (Studier, 2005).

El plasmido original pET22b incluye una cola His-Tag para la purificacidon del enzima expresado
mediante cromatografia de afinidad por I6n metalico (IMAC). Dado que las desacetilasas de
quitina incluyen cationes metdlicos cataliticos dentro de su sitio activo, esta técnica de purificacion
puede influir negativamente en la actividad del enzima. Por ese motivo se evitd el His-Tag e
incluyé una Strep-Tag Il en el extremo C terminal del enzima. Este oligopéptido adicional afnadido
a la secuencia del enzima no solo permite su purificacién utilizando una técnica de cromatografia
de afinidad sin la necesidad de la presencia de iones metalicos sino que ademas este tipo de
protocolo de purificacién permite obtener mayores grados de pureza. Es probable que dentro del
pool de proteinas de E. coli algunas presenten una zona rica en histidinas que se unan a una
columna IMAC (His-trap por ejemplo), sin embargo la secuencia aminoacidica correspondiente al
Strep-Tag Il es muy poco frecuente dentro de la naturaleza (WSHPQFEK).
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10.2.2. Expresion y purificacion de la VcCDA FL

La expresidn de este enzima en el sistema descrito ya habia sido llevada a término con éxito en
trabajos previos realizados en el laboratorio (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014). Para la expresion
de esta proteina se utilizdé un protocolo de autoinduccidn de proteinas por su conveniencia y los
altos rendimientos.

En la formulacion de los medios de autoinduccidn se puede utilizar una base de medio LB en el
gue se afiaden una serie de aditivos como sales y azUcares. Principalmente se incluyen tres fuentes
de carbono: glucosa, glicerol y lactosa. En las primeras etapas de crecimiento celular el uso de
glucosa como principal fuente de carbono permite que la expresidon proteica esté inhibida y todo
el metabolismo celular esté volcado en la multiplicacién. Cuando este azlcar es agotado se pasa
a utilizar las otras fuentes de carbono. Dado que la lactosa es un inductor del sistema pET se inicia
la expresion de la proteina (Studier, 2005). Este tipo de medios permite que la expresion de
proteina se realice de un modo desatendido sin la necesidad de realizar cambios de medio,
ademas se consiguen densidades Opticas muy altas incrementando el rendimiento que se
obtendria por otras técnicas.

El protocolo de expresidon de esta proteina se inicia con un cultivo de un volumen determinado en
matraz de Erlenmeyer. Este cultivo es incubado a 252C durante 48 horas. Tras esta etapa, el cultivo
es centrifugado y lisado mediante el uso de un sonicador. Se separan los restos celulares insolubles
resultantes de la lisis mediante centrifugacion y filtracion.

La primera etapa de purificacién es una cromatografia de afinidad utilizando cromatografia de
afinidad con columnas Strep-Trap (GE-healthcare). El fundamento de este proceso se basa en la
afinidad biotina-estreptavidina, este complejo presenta una de las interacciones no covalentes
mas fuertes conocidas. La strep-tag es una secuencia de 8 aminoacidos la cual fue seleccionada
para unirse especificamente a la estreptotactina la cual es una versidon optimizada de la
estreptoavidina (Ostermeier, Harrenga, Ermler, & Michel, 1997; Schmidt & Skerra, 2007; Skerra &
Schmidt, 2000). En la Figura 10.2-2 se ejemplifican los pasos de esta técnica. En este tipo de
cromatografia se hace que el lisado celular clarificado atraviese la columna, en esta fase la
proteina recombinante con la secuencia de la Strep-Tag Il se queda retenida a través de la afinidad
de esta sefial por la estreptotactina. El resto de proteinas no unidas son lavadas mediante el uso
del tampdn en el que se encuentra el lisado. Una vez lavada la columna se realiza la elucion de la
proteina mediante una solucién de destiobiotina. Este compuesto tiene mayor afinidad por la
strep-tactina que la proteina recombinante, consiguiendo que esta eluya de la columna.
Finalmente la columna se regenera con Acido 2-Hidroxi-4-aminobenzoico (HABA). Este compuesto
tiene el objetivo de desplazar la destiobiotina, sin embargo tienen menos afinidad que ésta por la
fase estacionaria pero su gran exceso consigue desplazar la destiobitina. Con un segundo lavado
con un exceso de tampodn se consigue eliminar el HABA y dejar la columna lista para la siguiente
etapa de carga y elucién.
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Figura 10.2-2 Proceso purificacion afinidad Strep-Tag Il

Esquema del protocolo de una cromatografia de afinidad Strep-Trap: 1. La proteina con la Strp-Tagll es
retenida por su afinidad con la Strep-tactina, 2. Las proteinas de E. coli son lavadas con tampdn, 3. La

destibiotina desplaza el enzima recombinante y la proteina de interés eluida, 4. EIl HABA desplaza la
destibiotina para regenerar la columna, 5. El haba es eliminado por lavado y la columna regenerada.

Cuando se aplica esta técnica en la purificacién de la VcCDA FL se realizan varias etapas de carga
y elucién de la proteina, es decir, el proceso previamente descrito es aplicado varias veces en serie
sobre la misma columna dividiendo el lisado del cultivo en varios volimenes. Como se muestra en

la Figura 10.2-3 se aplicaron tres ciclos de carga y elucion de la columna con todas las etapas de
lavado y regeneracién correspondientes.
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Figura 10.2-3 Cromatograma de purificacion Strep-Trap de la VcCDA FL

|
U\l

200 mL
Cromatograma resultante de la purificacion por cromatografia de afinidad de la VcCDA en la que se realizaron

tres cargas de columna. Los nimero indican las etapas de un ciclo de carga/elucién: 1. Carga, 2. Lavado, 3.
Elucidn, 4. Lavado, 5. Regeneracidon con HABA y 6. Lavado.

La desacetilasa con la que se realiza este trabajo se expresa en forma de varias fracciones
oligoméricas, de las cuales la fraccién monomérica es la que presentan una mayor actividad Figura
7.7-7 (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014). Para obtener las diferentes poblaciones oligoméricas por

separado se realiza una cromatografia de gel filtraciéon preparativa. Para este proceso se utiliza
una columna Superdex 200 (16/600).

Todas las fracciones de proteina pura eluidas de la columna de afinidad se combinan en un Unico

volumen y se concentra hasta un maximo de 2 mL de volumen para ser cargadas en la columna
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de gel filtracion. La elucion se realiza a un flujo de 1 mL/min y utilizando el tampdn fosfato 50 mM
pH 8,5 y NaCl 300 mM, el mismo tampdn que se usaba en las etapas previas.

mAu

[
1400 I

1200

1000 4 | ' .
| | | |
800 - |
\J | |
600 - / l

400 - / | | / I'.
7
200 l,r"\ / \\/" II'\

Figura 10.2-4 Cromatograma de GFC de la VcCDA FL

Cromatograma obtenido en la cromatografia de gel filtracién usando una columna Superdex 200 (16/600). Se
muestran cinco fracciones multiméricas dentro de las cuales F5 se corresponde con el monémero.

En la Figura 10.2-4 se muestra el cromatograma obtenido para la VcCDA FL donde la fraccién
monomeérica eluye en un volumen de 80 mL aproximadamente (fraccion F5). Se ha observado a lo
largo de todo el trabajo aqui presentando que la cantidad de relativa de fraccion monomérica
comparada con las otras fracciones correspondientes a oligdmeros de la proteina varia entre los
lotes purificados. Los pardmetros que afectan a este fenédmeno no estan claros. Utilizando la
ecuacioén de calibrado de la columna el valor obtenido para este enzima es de 39,3 kDa, mientras
que el Mw tedrico es de 46,9 kDa. Esta variacion puede deberse a la organizacion tridimensional
del enzima que lo haga migrar de un modo particular.

Utilizando muestras de las diferentes etapas de purificacion se realizé un gel de electroforesis SDS-
PAGE para comprobar la pureza del enzima. En la Figura 10.2-5 se observa que la fraccion F5
presenta una Unica banda que se corresponde aproximadamente con el tamafo tedrico de la
proteina. Las restantes fracciones (F1 a F4) también muestran exclusivamente una banda de

proteina tras su desnaturalizaciéon en el tampdn de carga de electroforesis, confirmando que
corresponden a homooligdmeros de VcCDA FL.
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M Pl Cr FT

Figura 10.2-5 SDS-PAGE VcCDA FL

Gel SDS-PAGE de todo el proceso de purificacion de la VcCDA FL. M: Marker Low Range, Pll: Pellet de la
centrifugacion tras el lisado, Cr: crudo, fraccion soluble del lisado, FT: Flow through de la columna, Strp:
Proteina purificada por la Strep-Trap, F1-F5: fracciones dela 1 ala 5.

Se observa la presencia de una banda con un peso molecular similar al de la VcCDA FL en el carril
de restos celulares y de una intensidad de tincién considerable. Este hecho puede tener dos
justificaciones posibles: que una fraccion de la proteina expresada utilizando este protocolo no
consiga plegarse correctamente y forme cuerpos de inclusién insolubles, o que la lisis celular no
sea completa y que esa banda se corresponda con enzima correctamente expresado pero que solo
se libera tras hervir las muestras para cargarlas en el gel desnaturalizante SDS-PAGE.

En el cuarto carril correspondiente al Flow Through, interpretado como la fracciéon volumétrica
gue ha atravesado la columna en el proceso de carga de la misma, se observa la presencia de una
banda que se corresponde con el peso molecular esperado de la proteina de interés. La explicacion
de este hecho pasa por que en la carga se esté excediendo la capacidad de la columna y parte de
la proteina expresada no pueda unirse a la matriz porque estd saturada. A pesar de que la
capacidad nominal descrita por el fabricante (GE Healthcare) deberia encontrarse préoxima a los 5
mg de proteina por cada mL de medio, en las condiciones usadas se ha observado que esto no es
aplicable a nuestro protocolo, indicando que la causa mas probable de la aparicidon de esta banda
se deba a haber sobrepasado la capacidad de union de la columna.

Una vez comprobada la pureza del enzima todo el volumen correspondiente a la fracciéon
monomérica (F5) se une en un Unico recipiente. De este pool de enzima se calcula su
concentracién y rendimiento por litro de cultivo. Ademas se analiza por espectrometria de masas
MALDI-TOF. En la Figura 10.2-6 se observa un pico de 46,9 kDa el cual se corresponde exactamente
con el MW tedrico.
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Figura 10.2-6 MALDI-TOF VcCDA FL
Espectro de masas de la fraccion monomeérica de la VcCDA FL analizada por espectrometria de masas MALDI-
TOF. Se observa un pico de 46,9 kDa que se corresponden con la masa tedrica de este enzima. Los otros picos
se observa con una doble carga.

El rendimiento promedio de todo este proceso de purificacion proporciona un valor de 7,14 mg/L
de promedio calculado sobre 7 purificaciones.

10.2.3. Caracterizacion cinética de la VcCDA FL

Una vez purificado el enzima se decidié caracterizarlo de nuevo utilizando todos los sustratos
disponibles: DP2, DP3, DP4 y DP5. Esto se debe a que se pudo obtener un nuevo sustrato (DP5)
dentro de los acuerdos entre socios del proyecto europeo Nano3Bio en el cual se enmarca este
trabajo. Ademas se realizaron algunos cambios en el proceso de purificado y ensayo cinético
comparados con la publicacion de referencia. En consecuencia era necesario reevaluar el
comportamiento de este enzima.

Para la definicion de los parametros ket Yy Km que describen el comportamiento enzimatico, se
realizaron 12 cinéticas enzimaticas a diferentes concentraciones de sustrato (25 uM hasta 4 mM)
tomando 8 puntos temporales para cada una, todo esto por duplicado. La concentracion de
enzima dependia del sustrato utilizado y siempre se ha encontrado dentro del rango de 0,1 uM a
1 uM, siendo la menor concentracién utilizada para DP2 y la mayor para DP5. Para identificar las
concentraciones 6ptimas de catalizador se realizaron experimentos previos en los que se construia
una recta patrén de enzima. En esta recta patrén se probaban varias concentraciones de enzima
frente a una concentracidn saturante de sustrato. Todas las cinéticas se realizaron a 372C y
utilizando el método analitico descrito en el capitulo anterior.
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Figura 10.2-7 Caracterizacion cinética de VcCDA FL DP2-DP5

Caracterizacion de los pardmetros cinéticos utilizando la fraccion monomérica de VcCDA vy los
quitooligosacaridos DP2 a DPS5 realizandose los ensayos en tampdn Tris 50 mM pH8,5 NaCl 300 mM y a una
temperatura de 372C.

En los resultados obtenidos (resumidos en la Tabla 10.2-1) se sigue observando la tendencia
general en la que el disacdrido es desacetilado significativamente mas rdpido que los sustratos
mas largos. De acuerdo a las estructuras presentadas en la introduccidn de este trabajo se observa
como DP3 es un mejor sustrato que DP4 pero peor que DP2. Esto se justifica por la incapacidad
del loop 4 de tomar una conformacion completamente cerrada. Sin embargo, el tetramero y el
pentamero se encuentran dentro del mismo rango de valores de ke, esto puede deberse a la
necesidad de que el loop 5 se mueva. En el caso del DP3 este movimiento no es determinante para
la acomodacion del sustrato, por otro lado estos sustratos mas largos implican la obligacion
dinamica del loop 5 comprometiendo la capacidad catalitica del enzima. Por otro lado, no se
observa ningun fenédmeno de inhibicion por sustrato.

Sustrato Keat Kwm indice de Hill Keat/Km % Keat
(s?) (mM) (h) (M2.s2) DPX/DP2
(GIcNAC): 2,19+ 0,06 0,36 £ 0,02 2,45 6,0-103 100
(GIcNACc)s 0,63 +0,02 0,41 +£0,04 - 1,5-103 29
(GIcNAC), 0,11 +£ 0,004 0,52 +£0,05 - 2,1-10? 5
(GIcNAC)s 0,18 + 0,006 0,24 £ 0,04 - 7,2 -10? 8

Tabla 10.2-1 Parametros cinéticos de la caracterizacion de VcCDA FL
Pardmetros cinéticos ket y Km obtenidos en la caracterizacion de VcCDA. En el caso del sustrato DP2 se observa
un comportamiento cooperativo por lo que se utiliza la ecuacién de Hill para fendmenos de alosterismo.

Como ya se habia reportado en el laboratotio, DP2 muestra un comportamiento alostérico y en
este caso la ecuacion de Hill que define su comportamiento proporciona un valor de h igual a
2,45. El significado aparente de este valor nos indica que tras la union de dos moléculas de sustrato
al enzima la catdlisis se ve acelerada. Para los otros sustratos no se observa tal comportamiento
alostérico. De hecho, si se utiliza la ecuacion de Hill y se calculan los correspondientes pardmetros
h se obtienen los siguientes valores: 0,69 para DP3, 0,78 para DP4, y 1,09 para DP5. En todos los
casos estos valores tienden a 1.
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En general se observa que el pardmetro que més varia es la ket entre 0,115 a 2,195 lo que implica
una variacion de 1980%. Sin embargo la diferencia entre el valor maximo y minimo de Ky, 0,52
mM y 0,24 mM, implica una variacién de 211%. Ademas, a diferencia del valor de k.t que si se
reduce con el incremento del DP del sustrato, el valor de Ky no tienen una tendencia clara (Figura
10.2-8 A y B), aumenta ligeramente de DP2 a DP4, pero disminuye para DP5. Sin embargo el
parametro en el que se manifiesta mejor la especificidad por sustrato es ket/Km. (Eisenthal,
Danson, & Hough, 2007). Al analizar los valores de ke.t/Ku obtenidos en la Tabla 10.2-1 se observa
una reduccion de este parametro desde DP2 hasta DP4/DP5. Con DP4 y DP5 el valor se mantiene
dentro del mismo orden de magnitud. Este resultado puede interpretarse con el supuesto
movimiento del loop 5, para DP4 es necesario que se desplace esta parte de la estructura, pero
en sustratos mas largos el desplazamiento del loop es de la misma magnitud y las unidades de
GIcNAc adicionales del sustrato se mantien suspendidos fuera del sitio activo (después del ultimo
subsitio +2) no afectando a la constante de especificidad Kcat/Kw.

Dado que el comportamiento de este enzima habia sido previamente descrito para los sustratos
DP2, DP3 y DP4 en el articulo de Andrés et al. (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014) es necesario
comparar los resultados obtenidos. En la Figura 10.2-8 se muestra graficamente la comparacion
de los pardmetros ket Y Km. Se observa que la principal diferencia estd en el valor de k..t del
disacarido. Mientras que en la publicacién de Andrés et al. el valor es de 4,38 + 0,08 s*en el trabajo
aqui presentado se ha obtenido un valor de 2,19 + 0,06 s}, siendo este practicamente la mitad del
publicado. A nivel de Ky también se observa que la mayor variacidon ocurre en DP2, de nuevo en
un factor de 2 aproximadamente. Sin embargo, se mantienen los valores de eficiencia catalitica
(Kcat/Knm).
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Figura 10.2-8 Comparacion con los pardmetros publicados
Comparacion de los pardmetros ke, Km Yy keat/Km entre la publicacion de Andrés et al. y el trabajo aqui
presentado la principal referencia se observa en el valor de ket para DP2 siendo practicamente la mitad del
publicado.
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El aspecto principal causante de este cambio ha sido atribuido al tampdn utilizado en la reaccidn
enzimatica ya que es una modificacion del ambiente en el que se encuentra el enzima mientras
esta realizando la transformacién del sustrato. En el trabajo de Andrés et al. el tampdn utilizado
en la reaccidn era tampon fosfato 50 mM pH 8,5 NaCl 300 mM, mientras que en este trabajo se
decidio sustituir el fosfato por tris: Tris 50 mM pH 8,5 NaCl 300 mM.

10.2.4. Dependencia de la actividad de VcCDA con cationes metalicos

Un elemento importante dentro del mecanismo de desacetilacion dentro de la familia de las CE4
es el cation metdlico que forma parte del sitio activo. Estd extensamente reconocido que los
enzimas de esta familia poseen un mecanismo dependiente de un cation metdlico
independientemente del sustrato del que se trate. La descripcion de varias desacetilasas ha
revelado que el cation divalente presente en el centro activo puede variar de una a otra y que este
participa en la catdlisis como electréfilo activando el carbonilo amidico y estabilizando el
intermediario oxianidn tetraédrico (Figura 10.2-9).

(His’%

Figura 10.2-9 Esquema del mecanismo catalitico de VcCDA y la importancia del metal catalitico

Esquema de mecanismo de catdlisis de la VcCDA en el que se muestran los residuos que ayudan a complejar
el metal catalitico asi como se representa la relevancia del mismo a la hora de establecer interacciones con
el sustrato y estabilizar intermediarios de reaccion.

A través de los estudios de preferencia de metal catalitico, entre los cationes descritos dentro del
sitio activo de otras desacetilasas se ha encontrado: Zn*? en la quitina desacetilasa de Mucor rouxii
(Y Araki & Ito, 1975), Zn*? y Co* en la quitina desacetilasa de Colletotrichum lindemutianum
(Hekmat et al., 2003), Ca*?> y Mg* en la quitina desacetilasa de Aspergillus nidulans (Y. Wang et al.,
2010), etc. La lista de cationes descritos incluye: Mn*?, Mg*2, Zn*2, Co*?, Ca*?, Ni*? y Fe*2. Dentro de
estos los mas prevalentes son Zn*? y Co*2. Ademas se ha observado que en algunos casos el metal
gue permite desarrollar una actividad maxima a una desacetilasa en concreto puede ser un
inhibidor de la capacidad catalitica de otro enzima. Este hecho manifiesta la necesidad de una
determinacidn precisa del metal que permite desarrollar una mayor eficiencia como catalizador
al enzima con el que se esta trabajando.

En los cristales descritos para esta desacetilasa de V. cholerae en diferentes condiciones de
cristalogénesis se observé la presencia de dos metales en las diferentes estructuras resultas: Zn*?
o Cd*?. Estos dos metales estan unidos al motivo tipico de desacetilasas que es conocido como el

“motivo HHD”. En el caso de VcCDA esta definido por los residuos His97, His101 y Asp40 (Figura
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10.2-10). Estos tres residuos se encuentran distribuidos entre los motivos 1y 2 de los motivos
definitorios del Dominio de Homologia NodB.

Este idn catalitico también realiza interacciones con el sustrato y una molécula de agua. El catién
gue se encuentre en el sitio activo desarrolla su funcidn principalmente en la primera etapa del
mecanismo catalitico. En esta primera etapa la molécula de agua que interacciona con el idn
metdlico es activada por accion de la base general (Asp39) y se forma un oxianién tetraédrico
como intermediario. La carga negativa de este anion es estabilizada por el catidn presente en el
centro activo y por el N del backbone de la Tyr169. En la segunda etapa el metal no tiene un papel
tan relevante. Lo que sucede en esta fase es que el acido general (his295) protona el nitrégeno
del GIcNAc conduciendo a la rotura del enlace C-N en el que se crea una amina libre en el producto
monodesacetilado y se libera acetato al medio de reaccidn (Figura 10.2-9).

Figura 10.2-10 Representacion de las interacciones del cation metdlico en el sitio activo de VcCDA
Representacion del sitio activo de VcCDA en el que se muestran los residuos que complejan al metal motivo
HHD: His97 His101 Asp40 y los residuos cataliticos Asp39 (Base general) y His295 (Acido general).

La presencia de Cd*?, catién no descrito para otras desacetilasas de la familia CE4, proviene de la
solucidn de cristalogénesis e indica que el Cd*? presenta una suficientemente alta afinidad para
desplazar el catién Zn*? nativo.

Para poder estudiar el comportamiento catalitico de este enzima a través de la sustitucion del
metal nativo por otros fue necesario el disefio de un experimento que consta de tres etapas
basicas: a) Eliminacion del metal nativo de la estructura del enzima; b) Incorporacidn de un nuevo
metal en la estructura y c) Ensayo cinético en presencia del nuevo metal.

Con el fin de conseguir extraer el metal del sitio activo se vio que era necesario una gran
concentracién de quelante durante un periodo dilatado de tiempo. Para ello se realizé un
tratamiento de dialisis contra una concentracién de 20 mM de EDTA disuelta en PBS en un gran
exceso de volumen. Este proceso durd 24 horas, durante las cuales se realizaron tres cambios de
tampdn con quelante. Para eliminar el EDTA luego se realizé el mismo tratamiento de dialisis pero
contra tampdn PBS sin EDTA. Para disponer de un control con el que poder discernir sila reduccion
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de actividad que se espera ver en el enzima tratado con el quelante se corresponde con una
eliminacion real del metal y no un efecto de dilucién, se traté un lote de proteina del mismo modo
pero sin presencia de EDTA. El protocolo seguido es una adaptacion del aplicado por Kobayashi et
al. para la péptidoglucano desacetilasa C de Bacillus Subtilis (PdaC) (Kobayashi et al., 2012).

Una vez recuperados los dos lotes de enzima (control y tratada con EDTA) se determinaron sus
concentraciones utilizando una recta patrén de BSA por el método del BCA. Se separaron alicuotas
que fueron tratadas con la siguiente lista de cationes metdlicos: Zn*?, Mg*?, Cd*?, Ca*3, Mn*?, Co*?,
Fe*? y Ni*2 en forma de sus sales con CI. El tratamiento pasaba por tratar el enzima a una
concentracién de 3,78 uM con 1 mM de la sal del catién disuelto en PBS durante
aproximadamente 4 horas a una temperatura de 42C. También se cred un control del enzima al
gue no se le afiadié metal, tan solo tampdn. Con la muestra control (sin haber sido tratada con
EDTA) se realiza tres experiencias: incubada con Zn*?, incubada con Cd*? y afiadiendo solo tampén.

Una vez incubada el enzima se realizaron experimentos en los que se compard la actividad de las
diferentes muestras utilizando una concentracién de 0,05 UM de enzima en una cinética en la que
se usa DP2 como sustrato a una concentracién de 2 mM. En el tampdn de reaccidn se encuentra
el metal correspondiente a cada tratamiento a una concentracién de 1 mM. Todas las cinéticas
fueron realizadas utilizando dos réplicas.
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Figura 10.2-11 Ensayo de preferencia de metales de VcCDA

Porcentaje de la actividad desacetilasa de VcCDA segun el efecto de diferentes metales monitorizando la
desacetilacion de quitooligosacarido DP2. Se observa que Zn*? es el metal que permite desarrollar una mayor
actividad y que en el enzima nativo se encuentra ya saturado del metal.

Segun los resultados mostrados en la Figura 10.2-11 se observa que una vez tratado el enzima con
EDTA la actividad del enzima se reduce practicamente al 0%. Este es un buen punto de partida, ya
gue nos indica que el catidon presente en el sitio activo ha sido eliminado completamente. Ademas
se observa que el enzima no tratado con EDTA (WT en el grafico) mantiene su actividad a pesar
de la extensa didlisis contra tampdn PBS, lo que indica que el metal se encuentra fuertemente
retenido en el centro activo por los residuos del motivo HHD.
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Adicionalmente se observa que el enzima nativo (anotado como WT en el grafico) y el enzima
nativo al que se ha afiadido Zn*?> muestran la misma actividad. Esto indica que la totalidad del
enzima resultante de la purificacién se encuentra saturado con el metal y que no existe una parte
significativa de la poblacion con una deficiencia de metal.

El orden de preferencia de este enzima es el que se muestra a continuacion:
Zn+2 > Mg+2 > Ca+2 > Mn+2 > Co+2 > Cd+2 > Fe+2 > Ni+2

En base a los resultados y a la bibliografia hasta la fecha, se observa una coincidencia en que Zn*?
es uno de los iones metdlicos mas presentes en las desacetilasas de la familia CE4. Sin embargo
sorprende que el Co*?, también uno de los metales mas frecuentes, es uno de los peores en
términos de actividad de la VcCDA. Esto ejemplifica el hecho de que la preferencia de sustrato es
muy dependiente del enzima y cuya capacidad catalitica es practicamente imposible de predecir
ya que, por ejemplo, no se observa ninguna correlacion en el ranking de metales aqui obtenido y
el radio atémico de los mismos (Slater, 1964).

El zinc es un idn metdlico el cual es frecuentemente usado por los enzimas en multiples roles,
desde ser un componente estructural, hasta desarrollar funciones cataliticas como la aqui
descrita. El hecho de que sea tan frecuente dentro de las desacetilasas se debe a que presenta
una serie de propiedades ventajosas frente a otros cofactores metalicos (Hernick & Fierke, 2005).
Entre esas propiedades destacan:

a) Es un 4acido fuerte de Lewis que no es redox-reactivo debido a que presenta una capa
completa de electrones (configuracion d*°).

b) Pueden catalizar reacciones hidroliticas a través de la coordinacién de una molécula de
agua nucleofilica o polarizando grupos carbonilo del sustrato.

¢) Sunumero de coordinacion variable (entre 4 y 6) y sus diferentes geometrias (tetraédrica,
trigonal, bipiramidal, piramidal cuadraday octaédrica) permiten que se adapte facilmente
a reorganizaciones estructurales.

10.2.5. Aislamiento del dominio catalitico

Una de las peculiaridades de la organizacion modular de la estructura de la VcCDA es que se
encuentra dividida en tres médulos: un dominio catalitico de homologia NodB C terminal y dos
Mddulos de Unidn a Carbohidratos (CBMs) en su extremo N terminal. Estos médulos pertenecen
ala familia 12.

Los CBMs son moddulos estructurales no cataliticos que son capaces de reconocer y unir
polisacaridos. En la base de datos CAZy estdn definidos como una secuencia de aminodcidos
contigua a un enzima activo en carbohidratos con un fold particular con la capacidad de unir
carbohidratos. Como se indica en su definicidn, estas estructuras actian normalmente como
madulos de reconocimiento sinérgicamente con otro mddulo cataliticamente activo facilitando su
funcidon. A diferencia de lectinas y proteinas de transporte de azucares que pueden ser
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encontradas como entes individuales, los CBMs siempre se van a encontrar formando parte de un
macrocomplejo con otros mddulos dentro de la misma secuencia polipeptidica.

En un principio estos médulos fueron identificados como Cellulose Binding Domains, CBDs dado
que fueron los primeros en ser identificados siendo su funcidn la de unir celulosa cristalina (Gilkes,
Warren, Miller, & Kilburn, 1988; Van Tilbeurgh, Tomme, Claeyssens, Bhikhabhai, & Pettersson,
1986), pero en las décadas siguientes se observo que existian mddulos similares con la capacidad
de unir polisacaridos de naturaleza diferente. En la actualidad se han establecido 81 familias de
CBMs dentro de la clasificacion CAZy con una gran variedad de sustratos poliméricos como
ligandos. Los CBMs presentan tres funciones bdsicas de colaboracion con el médulo catalitico al
gue acompafian (Boraston, Bolam, Gilbert, & Davies, 2004):

a) Efecto de proximidad: a través de su capacidad de unirse a carbohidratos, los CBMS
pueden concentrar enzimas en zonas ricas en sus correspondientes sustratos, este hecho
lleva a una degradacidén mas eficiente del polisacarido.

b) Funcidn de atraccion de sustratos: por su capacidad de unir polisacaridos consiguen atraer
compuestos al centro activo o que el enzima se mantenga unido al mismo mientras se
llevan a cabo uno o varios eventos cataliticos.

c) Funcidén disruptiva: ayuda en la exposicidén de las cadenas del polisacarido permitiendo
gue el mddulo catalitico puede llevar a cabo la transformacion del sustrato.

Los diferentes CBMs descritos contienen de 30 a 200 aminoacidos dentro de su secuencia. Ademas
pueden encontrase solos o en tdndems de dos o tres médulos de unidn por proteina (Shoseyov,
Shani, & Levy, 2006). En base a las estructuras tridimensionales obtenidas de multiples CBMs de
diversas familias, se ha visto que la gran mayoria son estructuralmente similares y que su
capacidad de unién estd atribuida, al menos en parte, a la presencia de varios aminoacidos
aromaticos en las superficies de los mismos. Por ejemplo en la Figura 10.2-12 se muestra el
elevado numero de residuos aromaticos presentes en la superficie de los CBMs expuestos al
solvente. Esta acumulacion permite que se establezcan diferentes tipos de interacciones con los
polisacaridos con el fin de acoplar el enzima a la cadena de azlcares.

Emal ( -’
Figura 10.2-12 Residuos aromdticos en los CBMs de VcCDA
Imagen de la estructura de los dos CBMs de VcCDA (CBM N terminal en azul claro y C terminal en amarillo) en
los que se resalta el elevado nimero de residuos arométicos para establecer interacciones con polisacaridos.
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En general su principal rol es colaborar en la degradacién de polisacaridos insolubles dado que las
hidrolasas por si mismas no son capaces de atacar eficientemente este tipo de compuestos ya que
el sustrato no es accesible al sitio activo de las mismas. Sin embargo, este comportamiento no
entra en acuerdo con las evidencias bioquimicas observadas para la VcCDA, ya que esta presenta
una gran preferencia tanto in vivo como in vitro por el disacérido de N-acetilglucosamina. El hecho
de que la quitobiosa sea el sustrato principal de este enzima hace improbable que las funciones
de estos CBMs sean los encargados de llevar a cabo tareas disruptivas o de atraccidn de sustratos
al centro activo. Por otro lado, parece que no ayudan a situar el sustrato en el centro activo, ya
gue estos modulos se encuentran en el hemisferio opuesto al del centro activo. En consecuencia
la funcidon mas plausible es la que esta relacionada con la de dirigir el enzima a zonas ricas en sus
sustrato (localizacidn celular).

La presencia de CBMs en las estructuras de las desacetilasas pertenecientes a la familia CE4 no es
algo anecddtico (Tabla 10.2-2). Se ha descrito mediante el andlisis de la secuencias de estos
enzimas que existen diferentes CBMs de diversas familias en la estructura de desacetilasas. La
distribucién de estos dominios no sigue ningln patron ya que se pueden encontrar
individualmente, en parejas, flanqueando el dominio catalitico, etc. Ademas se ha hipotetizado
gue algunos dominios GH13-like como los de la poli-1,6-GlcNac de-N-acetilasa de E.coli (PgaB)
pueden realizar una funcidn de orientar el sustrato similar a la de algunos CBMs.

. . #
Enzima Uniprot AC aa Estructura modular
VcCDA QOKSH6_VIBCH 431 -[ e [(com
PesCDA  AOALL3THR9_9PEZI 298 -[ CE 4 DOMAIN ]. ceo |

.
SIAxeA Q54413_STRLI 335 T

CtAxe cB Dockerin

(Xyna) 087119_CLOTM 683 —[ GH11 DOMAIN ]- cem Dockeris H CE 4 DOMAIN ].
EcPgaB PGAB_ECOLI 672 _[ A DOMAN I S }_
AaPgaB ASHJWS8_AGGAC 638 —{ CE 4 DOMAIN I GH13-Like Domain ]—

BbBpsB  AOAOS8YIS5_BORBO 701 —[ CE 4 DOMAIN I GH13-Like Domain ]—

Tabla 10.2-2 Miembros de la familia CE4 con mddulos de union a carbohidratos

Enzimas activas en sustratos que continen GIcNAc pertenecientes a la familia con médulos de union a
carbohidratos (CBM) o modulos cuya funcion supuesta es equivalente a la de estos, como pueden ser los
dominios GH13-like.

Las estructuras cristalograficas de la proteina completa obtenidas y descritas en el articulo de
Andrés et al. siempre han sido dimeros. Tal como se muestra en la Figura 10.2-13 la principal zona
de interaccidn entre los dos mondmeros es a través de estos CBMs. Especificamente el CBM N
terminal de una cadena interacciona con la superficie del CBM N terminal de la otra cadena, y el
CBM C terminal interacciona con la superficie del dominio catalitico. Sin embargo todas las
caracterizaciones bioquimicas se han hecho con el monémero. El mondmero es una forma estable
cuya dimerizacién no dependen de la concentracién del mismo (resultados previos del laboratorio
de Bioquimica no presentados en este trabajo). La existencia de un dimero también se ha
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comprobado en el perfil de elucidn de la cromatografia de gel filtracién descrita en el apartado
anterior.

Figura 10.2-13 Interaccion a través de CBMs en el dimero cristalogrdfico
Imagen del dimero cristalografico en el que se muestran las dos cadenas polipeptidicas y como la interaccion
se realiza a través de los CBMs. Especificamente interacciones CBM-CBM y CD-CBM.

Después de la cristalizacion y caracterizacion de VcCDA en nuestro grupo (Andrés et al. 2014),
Hirano et al. describieron la estructura cristalografica de la desacetilasa de quitooligosacaridos de
Vibrio parahaemolyticus, VpCOD (3WX7) (Hirano et al., 2015). La VcCDA y la VpCOD son enzimas
altamente emparentadaos con un 78,8% de identidad y un 85,4 de similitud seguin el alineamiento
de secuencias usando EMBOSS Needle. En esta publicacion estudian los efectos de los CBMs en la
funcién desacetilasa de la VpCOD. Sus experimentos estan basados en la construccién de una
versién truncada del enzima y la comprobacién de la capacidad del enzima en cuanto a su unién
a una matriz de quitina. Concluyeron que el enzima se expresa correctamente sin la necesidad de
los CBMs y que ademas su propiedades cataliticas no se ven afectadas por lo que estos mddulos
no son clave ni para el reconocimiento de sustrato ni es un requerimiento estructural del enzima.

En base a los precedentes descritos se decidid realizar experimentos de truncado del enzima
objetivo de este trabajo. El objetivo principal de este proceso es determinar en que medida la
eliminacion de los dos CBMs presentes en la VcCDA afectan a su capacidad catalitica y expresién
y poder trabajar con el dominio catalitico aislado como objeto sobre el que realizar ingenieria
enzimatica para la modulacion de la especificidad por sustrato con el fin de ser utilizado como un
biocatalizador.
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Figura 10.2-14 Alineamiento VcCDA vs VpCOD

Alineamiento de secuencia de la VcCDA y la VpCOD en las que se observa una alta conservacion en los residuos
gue la componen. Se destacan las partes del alineamiento correspondientes a los CBMs en las dos proteinas.
Alineamiento en base a la secuencia de las estructuras depositadas en el PDB.

Una de las primeras etapas en el disefio del nuevo constructo génico a expresar es la decision del
punto de truncado del enzima. Se ha identificado en la secuencia de VcCDA que los CBMs estan
definidos por T336-N382 y A385-L431 utilizando el analisis de Interpro. Por otro lado, la
observacién de la estructura indica que los CBMs estdn conectados con el médulo catalitico por
un pequeiio linker que va de Y335 hasta la S340 los cuales comprenden la secuencia YTPRWS
(Figura 10.2-15).

La existencia de esta secuencia puente nos indica que el punto de truncado debe encontrarse
dentro de este polipéptido. Para definir el punto de escisidn se tuvieron en cuenta una serie de
requisitos:

a) No dejar como extremo C terminal un residuo hidrofébico.
b) Limitar la secuencia sin estructura secundaria que estara libre tras el corte.

En base a estos dos puntos se decidio que el lugar éptimo era tras la T336, convirtiéndose este
aminoacido en el ultimo del nuevo enzima.

138



10.2 Caracterizacion de VcCDA: Proteina Completa y Dominio Catalitico
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Figura 10.2-15 Linker entre CBMs y dominio catalitico de VcCDA

A) Estructura de la secuencia de aminoacidos que sirven de union entre los CBMs y el dominio catalitico. Este
elemento abarca desde Y335 hasta la S340 definiendo la secuencia: YTPRWS. En blanco el dominio catalitico,
en amarillo los CBMs. B) Esquema de la estructura WT FL en el que se indica el lugar de corte T336.

Una vez definida la secuencia del dominio catalitico aislado (CD) se realizé una comprobacion de
la nueva superficie expuesta del enzima para comprobar si existe algun parche altamente
hidrofdébico expuesto al solvente. Esta consideracién es un aspecto relevante debido a que la
presencia de zonas hidrofdbicas pueden llevar a un mal plegamiento del enzima o a una
condensacién aberrante que conllevaria a una precipitacion del enzima expresado.

En la Figura 10.2-16 se muestra el analisis grafico de la nueva superficie del dominio catalitico.
Este analisis se fundamenta en la naturaleza hidrofébica, polar, acida o basica de los aminoacidos
expuestos al solvente. Como se observa en la comparacién entre a figura A (en la que se muestran
los CBMs) y la B (en la que se han eliminado los CBMs), no existe un gran parche hidrofébico que
se encuentre enmascarado por la estructura de estos mddulos eliminados. Ademas la proporcién
de superficie no polar expuesta en el nuevo enzima truncado es muy similar a la proporcién de
superficie de la proteina nativa expuesta al medio.

El siguiente elemento a tener en cuenta es la decisién del pldsmido en el que se va a clonar el
nuevo constructo. En el pldsmido original en el que se encontraba clonada la proteina completa
VcCDA FL (pET22b) se encontraba la secuencia Strep-Tag Il a continuacion de los CBMs en el
extremo C terminal del enzima (Figura 10.2-17). Dado que se va a eliminar esta porcion C terminal
del enzima se considerd oportuno utilizar un vector de expresion el cual incluyese esta secuencia
en el extremo N terminal. Ademads este disefo permitiria clonar la proteina completa para ser
utilizada como referencia en pruebas de expresidn, para futuros estudios de generacidon de
proteinas con un truncado parcial (por ejemplo, eliminar solo uno de los CBMs presentes en la
secuencia) u otros experimentos.
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Figura 10.2-16 Andlisis de la superficie expuesta del dominio catalitico

Representacion de la superficie expuesta al solvente de la estructura del dominio catalitico de VcCDA en
funcién de los residuos presentes. A) En presencia de los CBMS B) Superficie tras eliminar los CBMs. Color en
funcién del tipo de residuo: Blanco no polar, Azul basico, rojo acido, verde polar.

El plasmido utilizado para este nuevo constructo es el vector pPR IBA2 (Figura 10.2-17). Este
plasmido de la casa comercial Iba lifesciences, es un vector de expresion controlada mediante el
sistema pET con promotores T7 aligual que el pET22b en el que se encontraba la proteina original.
Este plasmido ademas incluye un pequefio linker GA codificado dentro de la diana del enzima Kasl
(que se utilizara para clonar la proteina) y una diana Pstl en el extremo 3’ del sitio de clonaje
multiple (MCS) que también sera utilizado para el clonaje direccional de la secuencia del enzima.
Este linker se encuentra entre la Strep-Tag Il N terminal y la secuencia de la proteina clonada. Las
dianas definidas no estan presentes en el plasmido original por lo que se afiadiran por PCR en la
amplificacidn para extraer el inserto. Como mecanismo de seleccidn este plasmido cuenta con un
gen de resistencia a ampicilina.

Sall Eagl, Mol
Hdgl Sacl  Awal, Xhol
n” Ve CDA
|
saam
Cadan
pET22b VeCDA FL
6640 pb
Bbel, Ehel Meol, Pstl
Kasl, Narl Sall, Xhol

Terminator

MCS

pPR IBA2
2879 pb

Figura 10.2-17 Mapa de pET22b VcCDA FL y pPR IBA2

Mapa del vector original en el que se encontraba clonada las proteina completa VcCDA con la secuencia
Strep-Tag Il en el extremo C terminal y del nuevo vector pPR IBA2 con la secuencia Strep-Tag Il en el extremo
N terminal.
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Se decidié realizar la clonacién tanto de la proteina completa como del dominio catalitico aislado.
Este proceso se inicid con dos PCRs, una para cada constructo, en las que se extrajo el inserto
correspondiente y a la vez se incorporaban las dianas Kasl en el extremo N terminal (antes de la
Met del coddn de inicio de la construccion en pET22b) e incorporando un coddn de parada y la
secuencia de la diana de Pstl tras el aminoacido correspondiente al final de cada versiéon (L431 en
el caso de la proteina completa y T336 en el caso del dominio catalitico aislado, Figura 10.2-18).
Tras la PCR se realizd la digestion con estos dos enzimas de restriccién tanto de los insertos como
del vector. Los fragmentos purificados fueron ligados usando la ligasa de T4 y siguiendo el
protocolo estdndar. Tras este protocolo se extrajo ADN de las colonias resultantes de la
transformacion en E. coli DH5a, y se comprobdé la identidad de las secuencias obtenidas mediante
secuenciacion utilizando los dos cebadores T7. Se obtuvieron exitosamente los dos nuevos
constructos.

Como se observa en la Figura 10.2-18 se obtiene un plasmido de 3762 pares de bases para el
dominio catalitico y de 4047 pares de bases para la proteina completa.

Kas| Pstl

pPRIBA2 VcCDA CD
3762 pb Plol!r?om

Terﬁnatol

Linker Added Stop  Plasmid
Codon Stop coden
Kasl Pl
[cicieYcieln ctaTee
e

GAMNST..DNYT "

pPR IBA2 VcCDA FL
4047 pb  elater

Termanatar

:

Linker

Added Stop  Plasmid
Codon  Stop codon

Kasl Pstl
d6e Gee cEATGG
- T

GAMNST..FTAL *
431

Figura 10.2-18 Mapas de los pldsmidos pPR IBA2 VcCDA CD y pPR IBA2 VcCDA FL

Mapa de los vectores construidos con el dominio catalitico aislado (pPR IBA2 VcCDA CD) asi como para la
proteina completa (pPR IBA2 VcCDA FL) dentro del vector pPR IBA2 con Strep-Tag /I N terminal asi como el
esquema de las secuencias resultantes y dianas utilizadas.

Se realizd un estudio predictivo de los pardmetros de estos dos nuevos constructos en
comparacién con la construccidn original del enzima utilizando la herramienta Protparam (Expasy)
como se muestran en la Tabla 10.2-3. La eliminacién de los CBMs implica una reduccién en el
tamano de la secuencia de 95 aminodcidos, esto se traduce en un MW de 35,905 kDA para el
dominio catalitico y de 46,879 kDa y 46,613 kDa para el constructo de la proteina completa
proveniente del vector pET22b y pPR IBA2 respectivamente. El domino catalitico ha visto reducido
su punto isoeléctrico ligeramente, desde 5,27-5,18 hasta los 5,07. El indice de inestabilidad es una
estimacion tedrica in silico a partir de la secuencia primaria de una proteina, valores inferiores a
40 indican que la proteina es estable en esta situacién. En este estudio todas las proteinas son
estables con valores que oscilan entre 24,91y 27,31. El indice alifatico hace referencia al volumen
relativo que ocupan aminodcidos como alanina, valina, isoleucina y leucina, los cuales tienen una
cadena alifatica en su estructura. En las tres proteinas estudiadas los valores son muy préximos y
dentro del rango delimitado por 71,48 y 71,93. El indice GRAVY para una proteina se obtiene
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sumando los valores de hidropatia de cada aminodcido y dividido entre el nimero total de
residuos en una secuencia (Kyte & Doolittle, 1982), valores positivos crecientes indican una mayor
hidrofobicidad siendo esto negativo en la capacidad de expresién de una proteina soluble. Todas
ellas muestran un valor negativo, siendo el que mas se aproxima a valores positivos el del dominio
catalitico, pero sin esto significar un problema en la expresién de la proteina. Esta ultima
observacidn esta de acuerdo con los resultados vistos en el andlisis de la superficie de la proteina
en la Figura 10.2-16.

VcCDA FL (pET22b) VcCDA CD VCcCDA FL (pPR IBA2)

Longitud secuencia 419 324 419
MW (kDa) 46,879 35,905 46,613

Pl 5,27 5,07 5,18

indice de Inestabilidad 27,31 (estable) 25,91 (estable) 24,91 (estable)
indice alifatico 71,93 71,70 71,48
GRAVY (Grand average 0,492 0,432 0,452
of hydropathicity)

Tabla 10.2-3 Parametros calculados para los constructos de VcCDA

Cuadro resumen de los parametros calculados a partir de la estructura primaria de las proteinas resultantes
de la expresion de los constructos pET22b VcCDA FL, pPR IBA2 VcCDA CD y pPR IBA2 VcCDA FL utilizado la
herramienta Protparam de Expasy.

10.2.6. Expresion y purificacion del dominio catalitico VcCDA CD

Una vez obtenido los constructos y calculados los parametros bioquimicos indicados en la Tabla
10.2-3, se continud el estudio de estas proteinas realizando un test de expresién de las mismas.
Dado que con la proteina expresada en el plasmido pET22b utilizando la cepa de E. coli BL21 (DE3)
stary el protocolo de autoinducciéon se habian obtenido muy buenos rendimientos de purificacion,
se decidid partir de esta base para la comprobacidon de si esta proteina se expresaba
adecuadamente. En las pruebas se realizaron cultivos a pequefia escala en matraz de Erlenmeyer
utilizando el protocolo para expresién de proteinas en medio de autoinduccién indicado en la
seccion de material y métodos. Se probaron dos temperaturas diferentes 252C (la que se utiliza
para pET22b VcCDA FL) y 302C. Se probaron tres cultivos de E. coli BL21 (DE3) Star en los que se
transformaron los plasmidos pET22b VcCDA FL (a modo de control del constructo cldsico dentro
del laboratorio), pPR IBA2 VcCDA FL (a modo de control dentro de este nuevo vector) y pPR IBA2
VcCDA CD (que es la proteina de interés). Ademas se incluyd una serie de muestras cultivadas en
medio LB (Ctrl en la Figura 10.2-19) para confirmar la capacidad inductora de la expresion del
medio de autoinduccion.

Una vez incubados durante 48 horas en agitacion a las temperaturas indicadas, se extrajeron
alicuotas de los medios de cultivo, se centrifugaron, se resuspendieron en PBSy las células fueron
lisadas mediante sonicacidn durante 1 minuto. El crudo resultante del lisado fue sometido a una
centrifugacion para separar las fracciones soluble e insoluble, las cuales fueron sometidas a un
andlisis en electroforesis en gel desnaturalizante SDS-PAGE (Figura 10.2-19).
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Figura 10.2-19 Prueba de expresion de VcCDA CD

Imagenes de los geles SDS-PAGE en los que se analizan la fraccién soluble e insoluble de las pruebas de
expresion de pPR IBA2 VcCDA CD en los que se han usado como control a pPR IBA2 VcCDA FLy pET22b VcCDA
FL. Las proteinas FL tienen una masa de 46,7 kDa de promedio y la CD de 35,9 kDa. Se observa que hay proteina
en las dos fracciones pero lo relevante es que en la fraccidn soluble las tres se expresan al mismo nivel.

Se observa que en la fraccidon soluble estdn presentes las bandas correspondientes al peso
molecular de las tres proteinas, principalmente, en las muestras correspondientes a la
temperatura de 259C. En las muestras correspondientes al ensayo a 302Cy al medio no inductivo,
se observan bandas muy tenues de expresion de proteinas en el rango de 45 kDa y 35 kDa. Incluso
la banda de menor tamafio no es facilmente distinguible de las bandas de base de E. coli en
comparacién con los carriles vecinos. Al analizar el gel de electroforesis de la fraccion insoluble se
manifiestan bandas de expresidén de proteina tanto en los carriles correspondientes al medio
inductivo como al no inductivo, siendo las de este Ultimo considerablemente mas tenues.

El hecho de que se observen bandas tanto en la fraccidn soluble como insoluble dentro del
experimento a 252C puede deberse a que la lisis sea parcial o0 a que haya una parte de la poblacién
de esta proteina que no se haya plegado correctamente y que forme cuerpos de inclusiéon no
activos. Por otro lado, el que se hayan obtenido como resultado bandas intensas en la fraccién
insoluble del experimento de expresidn realizado a 302C y no en la fraccidn soluble nos indica que
no es una condicién éptima para la expresion de estas proteinas. Este fendmeno puede deberse
a que a esta temperatura el metabolismo de E. coli se encuentra mas préximo a su éptimo (372C)
lo cual se puede traducir en una expresion demasiado acelerada de la proteina recombinante
implicando un plegamiento artefactual o aberrante llevando a la formacién de cuerpos insolubles.
El hecho de una lisis deficiente se descarta por dos aspectos: el resto de muestras (sobre todo la
de 252C) muestra bandas correspondientes a los pesos moleculares esperados de las proteinas
recombinantes y estas muestras han sufrido el mismo proceso; la otra justificaciéon es que la
intensidad de las bandas que se corresponden con proteinas provenientes de la cepa de E. coli
usada muestran intensidades idénticas a lo largo de todas las muestras ensayadas, algo que indica
una eficiencia de lisis equivalente entre todas las muestras. En las muestras control (sin induccién)
las bandas son mucho mas tenues y se observa cierta fuga (leaking) de la expresion de proteina.
Esto puede deberse a que el medio LB es un medio complejo, y puede que alguna de las fuentes
de carbono presentes en los extractos de su formulacidn contenga capacidad inductora de este
sistema de expresion.

Como conclusién de este experimento se extrae que las mismas condiciones de expresion
utilizadas para la proteina en su plasmido de expresidn original (pET22b VcCDA FL) son igual de
vélidas para el dominio catalitico aislado utilizando el pldsmido pPR IBA2 como vector de
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expresion. Estas condiciones implican una temperatura de 252C durante 48h utilizando el medio
de autoinduccién.

Una vez definidas las condiciones en las que se van a realizar la induccién a nivel preparativo, se
decidié expresar proteina en una escala suficiente como para realizar su caracterizaciéon
bioquimica. El protocolo seguido para la obtencidén de este enzima es idéntico al utilizado para la
proteina VcCDA FL ya descrito en el capitulo anterior. Tras la expresiéon de la proteina en matraz
de Erlenmeyer utilizando el medio LB suplementado para un protocolo de autoinduccién, se
realizo la lisis mediante sonicador de una resuspensién de las células en tampdn fosfato 50 mM
pH 8,5 NaCl 300 mM. El lisado fue clarificado por centrifugacion y filtrado. Con el sobrenadante se
realizaron las correspondientes etapas cromatograficas.

En la Figura 10.2-20 se muestra el cromatograma resultante de la cromatografia de afinidad Strep-
Trap. En el perfil de absorbancia se observa que se han realizado tres ciclos de carga-elucién-
regeneracion. Los picos de elucién (en un Unico paso, sin necesidad de gradiente) son de una
magnitud considerable. A pesar de que este proceso no es cuantitativo, la magnitud de los valores
de absorbancia obtenidos en este cromatograma para la elucion (nimero 3) parecen ser
proporcionalmente similares a los obtenidos para la proteina VcCDA FL (Figura 10.2-3).
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Figura 10.2-20 Cromatograma de purificacion Strep-Trap de la VcCDA CD

Cromatograma resultante de la purificacién por cromatografia de afinidad de la VcCDA en la que se realizaron
tres cargas de columna. Los nimero indican las etapas de un ciclo de carga/elucién: 1. Carga, 2. Lavado, 3.
Elucidn, 4. Lavado, 5. Regeneracion con Haba y 6. Lavado. Azul: absorbancia 280nm, Marrén: conductividad.

La siguiente etapa en la purificaciéon de la proteina se corresponde con una filtracidon en gel
utilizando una columna Superdex 200 (16/600) y usando tampdn fosfato 50 mM pH 8,5 NaCl 300
mM como eluyente. En la Figura 10.2-21 se muestra el perfil de elucién una vez cargado el total
de enzima obtenido en la etapa anterior una vez concentrado. Al igual que para la VcCDA FL se
obtienen cinco fracciones, de las cuales, la de menor tamano se corresponderia con el monémero.
En funcién del volumen de elucidn y utilizando la ecuacion de calibracion de la columna (Ecuacion
3), se obtiene que el maximo de este pico tiene un peso molecular de 30,03 kDa, un valor proximo
alos 35,9 kDa del valor tedrico calculado en funcién de la secuencia de la proteina. Esta variacion
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puede deberse a que la forma de la proteina estudiada y su radio hidrodindmico influyan en como
se eluye a lo largo de la proteina en comparacidn con las proteinas utilizadas como patrén en la
calibracion de la columna.
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Figura 10.2-21 Cromatograma de GFC de la VVcCDA CD
Cromatograma obtenido en la cromatografia de gel filtracién usando una columna Superdex 200 (16/600). Se
muestran cinco fracciones multiméricas dentro de las cuales F5 se corresponde con el monémero.

Otra hecho puesto de manifiesto a lo largo de multiples purificaciones de la VcCDA CD es que la
fraccion monomérica estd proporcionalmente mds presente que en la VcCDA FL. Esto puede
explicarse mediante las estructuras diméricas obtenidas en los experimentos de cristalizacion. En
las estructuras mencionadas previamente (Figura 10.2-13) se ejemplificaba el hecho de que en el
empaquetamiento cristalografico la interaccion entre mondmeros estaba mediada por
interacciones CBM-CBM y CBM-CD de cada una de las cadenas. La eliminacién de los CBMs es muy
probable que interfiera en la dimerizacién, por lo que el mondmero aumente su presencia. El
hecho de que se sigan observando otras fracciones oligoméricas también nos indica que,
probablemente, en condiciones fisiolégicas o en disolucion, la dimerizacion pueda utilizar
superficies e interacciones alternativas a las vistas en las estructuras resueltas.

De cada una de las etapas mencionadas en la purificacidn, se guardaron muestras o alicuotas para
su andlisis por SDS-PAGE (Figura 10.2-22). Las muestras abarcan desde el proceso de lisis hasta las
fracciones de gel filtracidn. En la fraccién insoluble obtenida en el clarificado del crudo de lisis, se
observa que hay una banda intensa a la altura de la masa molecular esperada para el dominio
catalitico aislado. Este hecho ya se habia visto en las pruebas de expresion de la proteina. La
explicacion de su naturaleza es equivalente en los dos experimentos: proteinas no plegadas
correctamente y que han formado cuerpos de inclusidn insolubles y/o es una manifestacién de
una lisis no completa de las células de E. coli que han expresado la proteina recombinante. De
cualquier modo, la banda obtenida en la fraccidon soluble es lo suficientemente significativa como
para que todo el proceso de purificacion se haya llevado a cabo exitosamente como se ha visto en
los perfiles cromatograficos previos.
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En el carril equivalente al volumen que ha atravesado la columna de afinidad Strep-Trap se
observa una banda del peso equivalente al del CD, que indica, al igual de lo que se ha discutido
para la proteina completa (Apartado 10.2.2), que se ha sobrepasado la capacidad de la columna.
Dado que se obtiene en cantidad suficiente este procedimiento no se ha optimizado pero, sin
lugar a duda, es una purificacién subdptima.

En el mismo gel se carga la proteina resultante tras la cromatografia de afinidad y de las diferentes
fracciones oligoméricas vistas en el perfil de la cromatografia de gel filtracion. De la muestra de la
cromatografia de afinidad se extrae que la proteina es altamente pura, ya que solo se observa una
banda del peso molecular correcto. En las diferentes fracciones oligoméricas (F1 a F5) se concluye
gue todas estan formadas por una Unica proteina de un Unico peso molecular equivalente al
mondmero del dominio catalitico aislado. Ademas se observa una correlacién en la intensidad de
las bandas y los valores de absorbancia obtenidos en el perfil de GFC.

M Plit Cr FT Strp F1 F2 F3 F4 F5

[

Figura 10.2-22 SDS-PAGE VcCDA CD

Gel SDS-PAGE de todo el proceso de purificacion de la VcCDA CD (35,9 kDa). M: Marker Low Range, PlIt: Pellet
de la centrifugacion tras el lisado, Cr: crudo, fraccidn soluble del lisado, FT: Flow through de la columna, Strp:
Proteina purificada por la Strep-Trap, F1-F5: fracciones dela 1 ala 5.

Las fracciones de gel filtracion también se estudian en base a su actividad con un sustrato artificial,
el acetato de metil umbeliferona (AcOMU). La metilumbeliferona (MU) es una cumarina
fluorescente en condiciones basicas. Asi, una vez desacetilado el AcOMU por acciéon de una
desacetilasa se libera acetato y MU, de tal modo que es posible correlacionar el incremento de
fluorescencia con la actividad catalitica de cada fraccién (Figura 10.2-23).

Desacetilasa Fluorescencia
- AExc340/Em460
-AcOH
AcO 0] o] O (0] 6}

Figura 10.2-23 Desacetilacion de la AcOMU
Reaccion de desacetilacion del sustrato artificial de desacetilasas AcOMU. La eliminacidn del grupo acetato
libera AcO- y MU que se traduce en que esta es una molécula fluorescente.

En estas cinéticas se depositan 200 pL de una disolucién 0,5 mM de AcOMU en PBS en una
microplaca negra para medicion de fluorescencia y se preincuba a 372C durante 5 minutos. Sobre
este volumen se anaden 10 pL de las fracciones obtenidas en la GFC. Esto implica que la
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concentracién efectiva en la cinética es de 0,48 mM de AcOMU. Ademas se incluyen blancos en
los que no se afiade enzima, solo tampdn. Una vez iniciada la reaccidn por la adicidn del enzima
se monitoriza la fluorescencia con una AExc=340nm y AEm=460nm periddicamente con agitacion
constante. Las concentraciones se obtienen interpolando los valores de fluorescencia punto a
punto en una curva patrén de MU en PBS (0-0,5 mM) (Figura 10.2-24). El porcentaje de actividad
se calcula usando las velocidades calculadas en la porcién de la recta [MU] vs tiempo, siendo el
100% aquella fraccién que muestra el maximo de actividad.
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Figura 10.2-24 Curva patron MU
Curva patron de MU disuelta en PB 50 mM pH8,5 NaCl 300 mM utilizada para la interpolacién punto a punto
de los valores obtenidos en las cinéticas de las fracciones de GFC de la VcCDA.

En la Figura 10.2-25 se muestra la superposicién del perfil de elucion de GFC de la VcCDA CD y el
porcentaje de actividad de cada fraccién aislada. Como resultado general se ha demostrado que
el enzima purificado es activo, al menos, sobre el sustrato artificial AcOMU. Esto indica que la
eliminacion de los CBMs no implica una pérdida de la capacidad catalitica del enzima. Se pone de
manifiesto que, en mayor o menor medida, todas las fracciones son activas a excepcion de la F1.
Esta F1 se ha asociado a agregados moleculares de alto peso molecular (que se eluyen en el
volumen muerto de la columna). Otra conclusidon que se extrae del gréafico, es que
proporcionalmente la fraccién F5, la cual se corresponde con el mondmero, es la mas activa. Este
resultado es coincidente con la distribucién de actividades entre oligdmeros vista para la VcCDA
FL (Figura 7.7-7).

En base a todo lo descrito, se define que el monémero de la VcCDA CD serd la fraccién de trabajo
para su caracterizacion bioquimica.
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Figura 10.2-25 Perfil de elucion GFC de VcCDA CD vs AcOMU
Perfil de actividad de las fracciones sobre el sustrato artificial AcOMU superpuesto al perfil de elucién de la
cromatografia de gel filtracion. Se observa que la fraccion mas activa es la monomeérica.

Tras combinar todas las fracciones que se corresponden al monémero, se calcula la concentracion
del mondmero para poder calcular el rendimiento y se analiza por espectrometria de masas
MALDI-TOF. En la Figura 10.2-26 se observan dos picos uno de 35,75 kDa y otro de 35,9 kDa, este
ultimo se corresponde directamente con el MW calculado para el dominio catalitico. El de menor
masa puede ser debido a la pérdida de la Met N-terminal puesto que la diferencia de masa es

exactamente 150 Da.
E 35750,8

35964,8

05

Figura 10.2-26 MALDI-TOF VcCDA CD
Espectro de masas de la fraccion monomeérica de la VcCDA CD analizada por espectrometria de masas MALDI-
TOF. Se observa un pico de 35,75-35,9 kDa que se corresponden con la masa tedrica de este enzima.

El rendimiento promedio de todo este proceso de purificacion proporciona un valor de 4,12 mg/L
de promedio calculado sobre 3 purificaciones. Este valor se sitia proximo a los 7,14 mg/L de
promedio de la VcCDA FL clonada dentro del pldsmido pET22b.

148



10.2 Caracterizacion de VcCDA: Proteina Completa y Dominio Catalitico

10.2.7. Estudio de la estabilidad de la VcCDA CD

La eliminacidn de los CBMs implica una disrupcién significativa de la estructura de la VcCDA FL. De
hecho esta modificacion implica una reduccién del 22% del nimero de aminoacidos en la
secuencia de la proteina completa. A pesar de que por definicion los CBMs son maddulos
independientes unidos por un conector (linker) a un dominio catalitico, es posible que tenga algln
efecto en la estabilidad en la proteina a través de diferentes propiedades. Por ejemplo, dentro del
area de la ingenieria de proteinas es habitual el utilizar la fusién de MBPs (Maltose Binding
Proteins) a enzimas recombinantes para incrementar su solubilidad (Kapust & Waugh, 1999).

Uno de los pardmetros mas faciles de calcular para estimar la estabilidad de una proteina es la
determinacion de su Tn (Melting temperature). Este parametro se define como aquella
temperatura a la que la mitad de la poblacién de proteina se encuentra en forma desnaturalizada
y la otra mitad en forma nativa. Cuanto mas térmicamente estable sea una proteina mayor serd
la energia a proporcionar para desestabilizar su estructura y, por consiguiente, mayor sera su Tn.
El estudio de la T también se utiliza en muchos otros aspectos como puede ser la unién de
ligandos, interacciones proteina-proteina, efecto de agentes desnaturalizantes, etc.

Un ensayo desarrollado para el estudio de Tr, son los denominados Thermal Shift Assays o TSA. En
este tipo de ensayos se mide el cambio de temperatura de desnaturalizaciéon de una proteina
sometida a diferentes condiciones. Si estas condiciones se mantienen constantes es un rapido
método para la comparacion de la T, de diferentes proteinas. En el afio 1991 se desarrollé un TSA
basado en el uso de una sonda fluorescente, el Thermofiuor (Semisotnov et al.,, 1991) que
posteriormente se adaptd a ensayos miniaturizados en microplacas de 96 pocillos (Pantoliano et
al., 2001). Una revisién posterior de esta metodologiainstaurd el uso de una nueva sonda, el Sypro
Orange (Lo et al., 2004), cuyas ventajas son una gran sensibilidad y que las longitudes de onda
usadas tanto en su excitacion como la deteccidon de la radiaciéon emitida (483nm y 560nm
respectivamente) se encuentran en la mayoria de equipos de PCR a tiempo real. Este hecho
facilitaba la monitorizacion de la fluorescencia de muchas muestras en un sistema en el que se
podia controlar muy eficientemente la rampa de temperatura de desnaturalizacién. Una vez
establecido este método como un protocolo de referencia para el estudio de la desnaturalizacién
de proteinas se bautizé como Differential Scanning Fluorimetry o DSF (Niesen, Berglund, & Vedadi,
2007).

El mecanismo que hace que el Sypro Orange sea una sonda de desnaturalizacion se ejemplifica en
el conjunto de imagenes de la Figura 10.2-27. Este compuesto se une inespecificamente a
superficies hidrofébicas. De tal modo, cuando la temperatura se incrementa vy el enzima alcanza
estados de desnaturalizacién se exponen zonas del nucleo hidrofébico que antes estaban
apantallados en su interior por lo que pasan a ser accesibles para la sonda (Figura 10.2-27A). La
exclusién de la capa de agua que rodea al Sypro Orange permite que este incremente muy
significativamente su fluorescencia. Llegado cierto punto donde la desnaturalizacién estd muy
avanzada se pueden formar agregados de proteina desnaturalizada que hacen que la
fluorescencia global se vea reducida (Figura 10.2-27B). El tratamiento matematico de los
resultados permite ajustar la una ecuacién sigmoidal la cual proporciona como resultado la Tr, de
esa proteina en esas condiciones (Figura 10.2-27C).
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Figura 10.2-27 Mecanismo de accion y cdlculo de T, usando Sypro Orange en un ensayo de DSF

A) Esquema de funcionamiento del reactivo Sypro Orange usado en un protocolo de DSF en el que se
monitoriza el incremento de su fluorescencia al unirse a las zonas hidrofébicas de las proteinas expuestas al
solvente en la desnaturalizacién. B) Ejemplo del resultado crudo que se obtiene en un experimento de DSF en
el que una vez alcanzado un punto maximo la fluorescencia se reduce por la formacién de agregados de
proteinas C) Esquema del ajuste realizado y la ecuacidn sigmoidal utilizada para el célculo de la Tp,.

Esta metodologia fue aplicada a las proteinas descritas hasta este punto: la VcCDA FLy la VcCDA
CD en presencia y ausencia de Zn*? (0,1 mM). El volumen de reaccién fue de tan solo 25 L en los
gue se incluia una concentracion de proteina de entre 1y 5 uM disuelta en PBS y en presencia de
Sypro Orange. Se incluyeron controles en los que solo se mezclaba la sonda con tampdn. Tanto
muestras con proteina como controles se realizaron por duplicado. Todas las muestras fueron
sometidas a una rampa de desnaturalizacion desde 252C hasta los 952C en escalones de 12C cada
30 segundos. La monitorizacion de la sefial se realiza mediante la excitacion de las muestras a 483
nm vy la deteccidn de la seial emitida a 560 nm.

En la Figura 10.2-28 se muestran los resultados del ajuste de las curvas de desnaturalizacion
obtenidas del anélisis de la VcCDA FLy la VcCDA CD. Se observa que en ausencia de Zn*? los valores
de Tn, son de 56,1 + 0,12C para la proteina completa y 54,4 + 0,122C para el dominio catalitico.
Esto implica que las dos proteinas tienen una T, distinta (1,72C de diferencia) y que es menor para
el CD, esto implica que este Ultimo es ligeramente menos estable. La presencia de Zn*? en el
ensayo permite aumentar la T, de las proteinas a 58,69 + 0,042C para la proteina completa y a

57,6 £0,29C para el dominio catalitico aislado. En los dos casos el valor ha aumentado +2,62C para

la FLy +3,22C para la CD.
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Figura 10.2-28 Prueba de estabilidad DSF para el cdlculo de T, de VcCDA FL y CD

Calculo de las Tr, para VcCDA FLy VcCDA CD mediante una curva de desnaturalizacion usando Sypro Orange
como reactivo de monitorizacion en ausencia de Zn*2 (A) y en presencia de 0,1 mM Zn*2 (B). FL: 56,07 £ 0,109C;
CD: 54,41 +0,12°C; FL+Zn*%: 58,69 *+ 0,042C; CD+Zn*2: 57,60 + 0,182C

En conclusién el nuevo enzima purificado es estable en las condiciones en las que se van a realizar
los ensayos cinéticos pero su Ty, es ligeramente, pero de modo significativo, inferior a la de la
proteina completa.

10.2.8. Caracterizacion cinética de la VcCDA CD

Una vez purificado el dominio catalitico y estudiados algunos de sus pardmetros bioquimicos se
decidid realizar la caracterizacidn cinética del mismo siguiendo el mismo protocolo antes descrito
para la proteina completa (VcCDA FL).

Previo a la realizacion de la cinética completa y para identificar las concentraciones dptimas
también se construyd una recta patron de enzima. Se utilizé una concentracién de 2 mM de los
sustratos DP2 y DP4, y varias concentraciones de enzima. Aprovechando este hecho se decidié
analizar la muestra de mayor concentracion paralelamente mediante HPLC-MS en modo SIM en
modo positivo de las masas del producto de partida, el monodesacetilado y el didesacetilado, para
comprobar si la alteracidn realizada afectaba al DA del producto resultante.

El resultado que se muestra en la Figura 10.2-29 pone de manifiesto que el enzima es activo sobre
quitooligosacaridos y que el DA no se ve afectado por la modificacién realizada al truncar los
CBMs.
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Figura 10.2-29 Comprobacion del DA en los productos de VcCDA CD

Cromatogramas resultantes de la monitorizacion de sustratos y productos monodesacetilados y
didesacetilados tras la reaccion de DP2 y DP4 con VcCDA CD. En ninguno de los dos casos se observa la
presencia de producto doblemente desacetilado.

El hecho de que solo se observe el producto monodesacetilado indica que el grado de
desacetilacion del producto se ha mantenido a pesar de que se hayan eliminado los CBMs.
Ademas, la conservacion del patron de desacetilacién fue comprobada experimentalmente tal
como se describe en el apartado siguiente (10.2.9).

En resumen, para el calculo de ket y Km se realizaron 12 cinéticas enzimaticas a diferentes
concentraciones de sustrato (25 uM hasta 4 mM) tomando 8 puntos temporales para cada una, y
todas ellas por duplicado. La concentracién de enzima dependia del sustrato utilizado y siempre
se ha encontrado dentro del rango de 0,1 uM-1 uM, siendo la menor concentracién utilizada para
DP2 y la mayor para DP5. Solo se monitorizard por HPLC-MS en modo SIM la generacion de
producto monodesacetilado.

Enla Figura 10.2-30y Tabla 10.2-4 se muestran los resultados obtenidos para los cuatro sustratos,
en la tabla ademas se muestra los valores previamente obtenidos para la proteina completa. En
términos generales se sigue observando que DP2 es el mejor sustrato en términos de keat/Kw, luego
DP3-DP4-DP5 se muestran dentro del mismo orden de magnitud. Esto ya pone de manifiesto que
este enzima muestra una mejora en la capacidad de catalizar sustratos mayores que DP4.
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Figura 10.2-30 Caracterizacion cinética de VV/cCDA CD DP2-DP5

Caracterizacion de los parametros cinéticos utilizando la fraccion monomérica de VcCDA CD vy los
quitooligosacaridos DP2 a DPS5 realizandose los ensayos en tampdn Tris 50 mM pH8,5 NaCl 300 mM y a una
temperatura de 372C.

La mejora descrita se ejemplifica aun mas claramente si se observan los valores de kc.t. En el caso
de DP2 y DP3 este parametro es practicamente idéntico al del enzima completo (FL), de ahi que
el porcentaje de ket del ratio CD/FL sea practicamente 100%. Sin embargo, este mismo ratio
obtiene un valor de 200% para DP4 y 233% para DP5. Una posible justificacidon de este incremento
puede deberse al papel dindamico del loop 5. Como se habia descrito y en comunién con el “Subsite
Capping Model” es necesario el movimiento del /oop 5 para generar subsitios positivos en el
centro activo que permitan acomodar sustratos mayores que DP3. Es una posibilidad que la
eliminacion de los CBMs permita una mayor flexibilidad de este loop facilitando la integracion de
los quitooligdmeros.

Por otro lado se observa que las Ky se han visto ligeramente afectadas y en todos los casos
reduciendo la afinidad por el sustrato.

kcat KM I’ndice de kcat/KM % kcat
Sustrato Constructo
nstruc (sY) (mM) Hill (Mts?) CD/FL
(GIcNAC) FL 2,2+0,08 0,36 + 0,02 2,45 6,1- 103 102
2
CcD 2,26+0,17 0,44 +0,1 0,84 5,1-103
(GIcNAC) FL 0,63 +0,02 0,41+0,03 - 1,5-10° 106
: cD 0,67 £0,03 1,10+ 0,11 - 6,0 - 10%
(GIcNAC) FL 0,11+0,003 0,52 +0,05 - 2,1-10% 200
¢ CcD 0,22 £0,01 1,01+0,13 - 2,2-10%
(GlcNA) FL 0,18 +0,01 0,24+ 0,03 - 7,5-10° 233
° cD 0,42 +0,02 0,76+ 0,09 - 5,5 - 102

Tabla 10.2-4 Parametros cinéticos de la caracterizacion de VcCDA CD comparados con VcCDA FL

Parametros cinéticos ket y Km obtenidos en la caracterizacion de VcCDA CD. En el caso del sustrato DP2 ya no
se observa un comportamiento cooperativo. El CD aislado parece ser mas efectivo en la catdlisis de sustratos
largos.

En resumen este enzima truncado sigue mostrando una preferencia por la quitobiosa como
sustrato, sin embargo es capaz de desarrollar una mayor actividad catalitica en sustratos mayores
gue DP4 manifestandose este aspecto en un ligeramente mayor valor de ke.t. Este resultado pone
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de manifiesto que esta forma de la proteina es una buena base para la realizacién de protocolos
de ingenieria para la mejora de la eficiencia de la actividad desacetilasa.

10.2.9. Caracterizacion del patron de desacetilacion de la VcCDA CD

En la caracterizacidn cinética se supuso que el patron de desacetilacidn no habia cambiado, pero
este es uno de los parametros que quedan por determinar en este nuevo constructo. Para obtener
esta informacion se realizd una breve estancia en el laboratorio del Dr. Bruno M. Moerschbacher
en el “Institute of Plant Biotechnology and Biology” en Miinster (Alemania). El método aplicado
ha sido desarrollado por personal de este laboratorio y publicado recientemente (Cord-Landwehr
et al., 2017).

Los oligosacaridos de quitosano estan definidos por tres parametros basicos DP, DA y PA. No solo
el tamafio de estas moléculas (DP) ni el porcentaje de acetilacién (DA) son los que condicionan sus
bioactividades, igual de importante es la distribucién de los residuos desacetilados. Hasta
recientemente conseguir esta informacidn era un proceso analiticamente complejo. Sin embargo
para poder conseguir interpretaciones estructura-funcién es un pardmetro imprescindible.
Algunas técnicas que se han usado son:

a) RMN: para la cual es necesaria una cantidad considerable de compuesto y este debe ser
homogéneo en términos de DP. Ademads la informacién que aporta es limitada (Stockinger
et al., 2015; Tegl et al., 2016).

b) Degradacion enzimatica: La accion combinada y secuencial de quitinasas y quitosanas con
un patrén de corte altamente especifico permite conocer el PA del sustrato en funcién de
los productos resultantes. Sin embargo conocer los requerimientos a nivel de subsitios de
estos enzimas es una tarea laboriosa y a veces las preferencias no estan 100% dirigidas a
un tipo de residuo (Hamer, Moerschbacher, & Kolkenbrock, 2014).

Todo el proceso de identificacidn del patréon de acetilacion de quitooligosacaridos y cuantificacion
de las diferentes especies dentro de la muestra se fundamenta en la deteccion de los fragmentos
de estos tras haber sido doblemente marcados isotopicamente (reacetilados con anhidrido
acético [*He] vy en su extremo reductor con '¥0) mediante UHPLC-MS2. La reconstruccién de la
secuencia a partir de estos fragmentos permite conocer el PA o PAs iniciales.

Esta metodologia presenta multiples ventajas con respecto a sus predecesores:

a) Puede analizar mezclas complejas en DP, DA y PA.

b) Tiene una sensibilidad elevada que permite utilizar cantidades de muestra en la escala de
mg.

c) Permite determinar simualtaneamente y cuantitativamente el patron de acetilaciéon de
mezclas presentes en la muestra.

d) Esun protocolo estandarizado que permite el andlisis de un nimero elevado de muestras
en cada ronda analitica.
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La reacetilacion tiene un doble objetivo, por una parte consigue que todas las moléculas de un DP
idéntico se eluyan dentro del mismo intervalo de tiempos. Esto se debe a que
independientemente del DA de partida todas acabaran siendo 100% DA. Esto permite que cuando
se trata de una muestra compleja la separacién cromatografica HILIC segregara las moléculas solo
por su DP, en consecuencia se podran generar segmentos de analisis para cada longitud de
oligdmero y se podran calcular las abundancias de cada DA original. El otro objetivo es identificar
por diferencia de masa aquellos residuos que han sido desacetilados. La reacetilacién con
anhidrido acético [?Hs] implica un incremento de masa de 45 g/mol mientras que el acetato no
isotdpico tiene una masa de 42 g/mol. Asi una molécula monodesacetilada y reacetilada con este
reactivo mostrara una masa 3 unidades mayor que aquella que naturalmente muestra un DA del
100%.

La otra etapa es el marcaje del extremo reductor con 80. Esta etapa permite la reconstruccion de
la secuencia de la molécula ya que dentro de los fragmentos identificaremos cual pertenece al
extremo reductor. En dos fragmentos con una acetilacién equivalente, el fragmento que proviene
del extremo reductor mostrard una masa 2 unidades mayor que uno que no procede del extremo
reductor. Dado que el punto de fragmentacién dentro de un anélisis MS?generalmente se produce
en los enlaces glicosidicos, podremos encontrar todos los fragmentos incrementales del
oligédmero, asi podemos identificar el PA de la molécula completa utilizando principalmente
aquellos que contienen el extremo reductor marcado.

Fragmentacién desde el extremo reductor Fragmentacion desde el extremo no reductor
i y L i L_
: E;\(:)@;_. J—o@ o N__VJ N__.,

. 0 .1® [ - L_ [_
)—0.,@ A S P b )_ »
/ "I"’“ ) -

Figura 10.2-31 Fragmentacion MS? de quitooligosacdridos

Esquema de fragmentacién dentro de un protocolo de andlisis MS2 de un quitooligosacarido. Se muestran los
principales tipos de iones generados. De entre todos ellos los mas utiles para la identificacion del PA son el
ion Yy B por ese orden.

Dentro de todas las posibles fragmentaciones que se pueden dar en un ensayo MS?, aquellos que
nos seran mas interesantes son los iones Y y B (Figura 10.2-31). Los iones B son aquellos en los
gue la fragmentacion de la molécula produce que la carga se mantenga en la porcién del extremo
no reductory elion Y esaquel en el que la carga permanece en el fragmento del extremo reductor.
De principal interés es el ion Y ya que siempre sera Unico para cada oligosacdrido ya que sera el
Unico que esté marcado en el extremo reductor. Este hecho es de vital importancia, ya que en el
caso de azucares largos pueden generarse iones B de fragmentacion interior de la cadena.
También se generan otro tipo de iones en la rotura en la trampa iénica como los C o Z pero no son
relevantes para este andlisis.
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Combinando tres tipos de informacion, las abundancias cromatograficas de cada DP y DA, con las
tablas de masas tedricas de cada fragmento y las abundancias de cada ion proveniente de la
fragmentacion, se puede obtener como resultado el PA de todos los compuestos presentes en la
muestra y sus abundancias relativas.

En la Figura 10.2-32 se muestra el ejemplo de secuenciacion de dos oligosacaridos de quitosano
con un mismo DP pero diferentes DA y PA. En el esquema se muestra como influyen los diferentes
marcajes en el m/z de los iones. A partir de los iones Y de menor tamafio, se puede hacer la
reconstruccion de la secuencia a partir de las masas obtenidas en el espectro y las masas tedricas
descritas en base a cada fragmentacion posible.
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Figura 10.2-32 Ejemplo de un protocolo de secuenciacion de PA

Esquema grafico de dos ejemplos de secuenciacidén de los patrones de acetilacion de dos moléculas con un
idéntico PA pero diferentes PA y DA. Esfera blanca: GlcN, Esfera azul claro: GIcNAc, Esfera azul oscuro: GIcNAc
reacetilado con anhidrido acético [?H¢], Esfera con borde rojo: Extremo reductor marcada con 80.

Para la caracterizacién del patrén del dominio catalitico de la VcCDA aislado se realizaron tres
reacciones de desacetilacidn preparativas con los sustratos DP2, DP4 y DP5. No se realizé con DP3
debido a que es el sustrato menos disponible.

De cada uno de los sustratos se utilizaron 10 mg en un volumen de 1,75 mL lo que implica unas
concentraciones de 13,9 mM para DP2, 6,9 mM para DP4 y 5,4 mM para DP5. La concentracion
de enzima utilizada fue de 1,42 uM. Las reacciones se incubaron durante 48h a 372C. Una vez
transcurrido este tiempo y haber realizado una monitorizacién por el método HPLC-MS, se
liofilizaron los productos y se conservaron hasta su estudio de secuenciacion.

Ya en el laboratorio del Dr. Bruno M. Moerschbacher se hizo todo el protocolo de comprobacién
marcaje y analisis MS% Cabe mencionar que entre cada etapa de marcaje se realizaba una
comprobacidn de los espectros de los productos obtenidos para comprobar el éxito de los
procedimientos quimicos realizados.

Se observa que el patron de desacetilacion del dominio catalitico aislado no habia variado con
respecto a la proteina completa (en la seccién de anexos 15.1 se pueden encontrar los
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cromatogramas y el desarrollo del proceso de secuenciacidn pag 317). Es decir, solo se desacetila
el segundo residuo desde el extremo no reductor: AD, ADAA y ADAAA para DP2, DP4 y DP5,
respectivamente. Este resultado era el esperado ya que se habia visto que el enzima solo daba
como resultado la monodesacetilacion de los sustratos independientemente de su DP y las
modificaciones estructurales realizadas han sido en mddulos independientes y cuya localizacion
topoldgica implica una gran distancia con el sitio activo.
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10.3. Demostracion del Subsite Capping Model: Primera generacion de
mutantes

El enunciado del Subsite Capping Model presentado en la introduccion mencionaba que: “E/
patron de desacetilacion y la preferencia de sustrato de los enzimas de la familia CE4 estdn regidos
por las limitaciones impuestas por unos loops especificos y los fendmenos de remodelacion
dindmica de los mismos”. Sin embargo su formulacién se ha basado en observaciones de
estructuras de desacetilasas y en conclusiones extraidas de los resultados obtenidos en la
caracterizacion bioquimica de la VcCDA, por lo que es necesaria la aportacién de evidencias
experimentales que soporten este enunciado.

Los elementos, ya mencionados en la introduccidn, sobre los que se construyé el Subsite Capping
Model son los siguientes:

a) La presencia de subsitios potenciales que se encuentran bloqueados por la estructura de
los loops que rodean el sitio activo.

b) Los loops no son estructuras rigidas e inméviles, son dinamicos.

c) El desplazamiento de los loops permite la exposicién de subsitios necesarios para la
acomodacién de ciertos sustratos.

d) Diferentes desacetilasas muestran loops muy diversos en secuencia, tamafio y estructura
decorando los sitios activos.

El trabajo in silico realizado en el modelaje del loop 5 para demostrar estructuralmente la
acomodacién de sustratos largos como DP4 podria ser interpretado como una primera
aproximacién experimental en la demostracién del Subsite Capping Model.

Figura 10.3-1 Modelo del loop 5 dindmico
Modelo bioinformdtico demostrando el posible comportamiento dindamico de DP5 para permitir la
acomodacioén de sustratos mas largos que DP3. (Loop 5 en verde)

En resumen, en el modelo bioinformatico realizado (Figura 10.3-1) se muestra como tras forzar la
conformacion abierta del loop 5 se comprueba como el docking del tetrdmero es capaz de producir
un complejo energéticamente estable y competente para catalisis.

Utilizando como hipétesis de partida el requerimiento de que el loop 5 debe ser dindmico y
permitir la creacién de subsitios positivos adicionales con su reestructuracién, se crearon dos
estrategias experimentales para demostrar el mecanismo funcional del Subsite Capping Model en
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un ensayo in vitro. Estas dos estrategias son complementarias y meridianamente opuestas en su
concepcion:

a)

a)

Bloqueo del Loop 5, en la que se busca inmovilizar el loop 5, y se esperaria la pérdida de
actividad desacetilasa sobre sustratos mayores que DP3.

Eliminacién del Loop 5, para generar subsitios positivos adicionales, traduciéndose en una
mayor actividad deacetilasa con sustratos iguales o mayores que el tetramero.

10.3.1. Estrategia 1: Bloqueo del loop 5

En comparacién con la estructura cristalografica obtenida para la VcCDA FL en complejo con DP2,
el modelo computacional ha sido capaz de crear dos subsitios positivos adicionales permitiendo

la acomodacion de DP4.

Estructura Rayos X Modelo Computacional

4

Figura 10.3-2 Comparacion estructura cristalogrdfica y modelo computacional

Esquema comparativo de la estructura cristalografica obtenida en complejo con DP2 y el modelo
computacional en el que se ha desplazado el loop 5 y realizado el docking de DP4. Se observa la exposicion de
dos subsitios positivos adicionales. Se muestra como el loop 1y 6 bloquean los subsitios negativos adicionales.

En la Figura 10.3-2, ademads, se puede observar como los loops 1 y 6 bloquean los subsitios
negativos. Sin embargo, todas las evidencias indican que los subsitios que se generan para la

acomodacién de sustratos mayores que DP3 son por el extremo reductor. Estas evidencias son las

siguientes:

a)

b)

El patrén de desacetilacion del enzima no depende del DP del sustrato. La VcCDA siempre
desacetila la segunda posicion desde el extremo no reductor del oligémero. Este resultado
indica que los subsitios que ocupa el sustrato son positivos, por lo que es el loop 5 el
candidato mas probable a desplazarse

Los loop 1y 6 (en menor medida el 2) estan altamente interconectados por una extensa
red de interacciones de diferentes naturalezas. Este hecho hace que su capacidad plastica
de reestructuracion se encuentre muy limitada. Estos loops son los que definen el patrén
de desacetilacion.
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Para fijar el loop 5 y limitar su dindmica se pensé en introducir un puente disulfuro en una posicion
adecuada que fijara el loop al tiempo que no alterase el plegamiento de la proteina. Con este fin
se analizd la estructura del loop 5 y sus inmediaciones para identificar el punto dptimo para la
creacién del anclaje.

Primero se busco la existencia de puentes disulfuro en la estructura nativa del enzima. En la
estructura de la VcCDA existen tres puentes disulfuro nativos situados en el interior de tres loops
respectivamente:

a) C106-C118 Loop 2 (secuencia total H97 - D131)
b) C185 - C200 Loop 3 (secuencia total D182 - S206)
c) C264-C281 Loop 5 (secuencia total L261 - D288)

Por otro lado, dentro de la secuencia de la VcCDA sobreexpresada no existen otras cisteinas mas
alla de las involucradas en estos puentes disulfuro.

B) 77 s

Figura 10.3-3 Localizacion del punto de bloqueo del Loop 5 por puente disulfuro

Estudio estructural para el establecimiento de un puente disulfuro para el bloqueo del loop 5. A) Localizacién
general del punto éptimo de mutacién entre loop 5 y lopp3. B) Detalle de aminoacidos concretos y distancia
entre ellos.

En la Figura 10.3-3 se muestra el resultado del andlisis estructural para la determinacién del punto
idoéneo para la creacion de la doble mutacion. Se identificé una Unica zona donde se podria crear
el puente disulfuro y que este fuese efectivamente un factor determinante en el movimiento del
loop. En la Figura 10.3-3 A se observa que la posicion de este nuevo puente disulfuro se sitla en
la zona apical del loop 5, este hecho presupone una limitacion maxima del movimiento.

Los dos residuos a mutar son P193 y la N273, que se encuentran a una distancia de 3,9A entre
carbonos a. Esta distancia se encuentra dentro del rango de distancias en las que se encuentran
los puentes disulfuro nativos (5,2 A para el puente del loop 1, 4,9 A para el loop 3y 5,4 A para el
puente del Joop 5). Sin embargo, la Figura 10.3-3 nos muestra que en la proximidad de los dos
candidatos se encuentra el puente disulfuro del /loop 3. La distancia con el carbono a de N273 es
de 4,9 A de C185 y 8,7 A de C200. En este caso, una vez obtenido el doble mutante habra que
descartar experimentalmente que no se ha producido un entrecruzamiento de cisteinas en los
puentes disulfuro que altere la estructura y estabilidad del enzima. Por otro lado, las distancias de
P193 con las cisteinas del puente disulfuro del loop 3 son de 8,9 AalaC185y 8,2 A ala C200, por
lo que es improbable que se produzcan interferencias dado que se encuentran fueran del rango
habitual.
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Se considerd que la mejor estrategia para la obtencion del doble mutante P193C/N273C era
mediante dos PCRs Quick Change consecutivas. Dado que se quiere dar una base experimental al
Subsite Capping Model se decidié que el mejor molde para el experimento era la VcCDA FL. De tal
modo, que en la comparacidn con resultados previos u otras desacetilasas no existan factores
adicionales como la eliminacion de los CBMs.

Tras la realizacion de los protocolos de biologia molecular (Materiales y métodos, apartado
13.1.2), se extrajo ADN plasmidico de las colonias resultantes y se comprobd por secuenciacion
que la doble mutacidn se llevé a cabo exitosamente.

10.3.1.1. Expresion y purificacion de la VcCDA FL P193C/N273C

Dado que este mutante es altamente similar a la proteina WT, como se puede ver en la Tabla 10.3-
1, se decidié aplicar directamente el mismo protocolo de expresién y purificacidén de la proteina
VcCDA WT FL al doble mutante VcCDA FL P193C/N273C en células de E.coli BL21(DE3) con el vector
pET22b. El protocolo consiste en una expresiéon en matraz de Erlenmeyer utilizando medio LB
suplementado para un procedimiento de produccién de proteina por autoinduccién y dos etapas
cromatograficas: afinidad usando una columna Strep-Trap y filtracién en gel con una columna
Superdex200.

VcCDA WT FL VcCDA FL P173C/N273C
(pET22b) (pET22b)
Longitud secuencia 419 419
MW (kDa) 46,879 46,874
Pl 5,27 5,27
indice de Inestabilidad 27,31 (estable) 28,12 (estable)
indice alifatico 71,93 71,93
GRAVY (Grand average of
hyc:ropathicity) ) 0,492 0,468

Tabla 10.3-1 Parédmetros calculados para la VcCDA FL P193C/N273C

Cuadro resumen de los parametros calculados a partir de la estructura primaria de las proteinas resultantes
de la expresion de los constructos pET22b VcCDA FL, y pET22b VcCDA FL P193C/N273C utilizado la
herramienta Protparam de Expasy.

En la Figura 10.3-4 se muestra el cromatograma resultante de la cromatografia de afinidad. En
este grafico se observa que se han realizado tres ciclos de carga y descarga con un perfil muy
similar al de la proteina WT FL.
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Figura 10.3-4 Cromatograma de purificacion Strep-Trap de la VcCDA FL P193C/N273C

100 Ml

Cromatograma resultante de la purificacion por cromatografia de afinidad del doble mutante VcCDA FL
P193C/N273C en la que se realizaron tres cargas de columna. Los nimero indican las etapas de un ciclo de
carga/elucion: 1. Carga, 2. Lavado, 3. Elucidn, 4. Lavado, 5. Regeneracion con Haba y 6. Lavado.

En la siguiente etapa de purificacion se realizd la cromatografia de gel filtracion (Figura 10.3-5). En

ella se siguen observando 5 fracciones, suponiendo que la niumero 5 es la fraccion monomérica.

Llama la atencidn la disminucién del ratio de abundancia de la poblacion correspondiente a la

fraccion monomeérica en comparacién con la proteina WT FL.
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Figura 10.3-5 Cromatograma de GFC de la VcCDA FL P193C/N273C

Cromatograma obtenido en la cromatografia de gel filtracion usando una columna Superdex 200 (16/600). Se
muestran cinco fracciones multiméricas dentro de las cuales F5 se corresponde con el monémero.

El pico de la fraccion monomérica tiene su maximo proximo a los 80 mL de elucién, por lo que

usando la Ecuacidn 3 se calcula un peso molecular de 37,5 kDa, ligeramente inferior a los 46,8 kDa
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segln la secuencia de la proteina. Esta diferencia no es real tal como se muestra en el gel SDS-
PAGE (Figura 10.3-6). En esta imagen se observan resultados equivalentes a los ya mencionados
para las otras versiones de esta proteina. Ademas se observa que las bandas correspondientes a
la VcCDA FL P193C/N273C estan ligeramente por encima del marcador de 45 kDa como era de
esperar. Ademas se observa una alta pureza del enzima purificado.

F2 F3 F4 F5

FT Strp F1

M Cr

31,0 kDa

21,5kDa

14,4 kDa '

Figura 10.3-6 SDS-PAGE VcCDA FL P193C/N273C
Gel SDS-PAGE de todo el proceso de purificacién de la VcCDA FL P193C/N273C. M: Marker Low Range, PII:
Pellet de la centrifugacidn tras el lisado, Cr: crudo, fraccidn soluble del lisado, FT: Flow through de la columna,

Strp: Proteina purificada por la Strep-Trap, F1-F5: fracciones dela 1 ala 5.

Como protocolo ya rutinario se analizd el perfil de actividad de las diferentes fracciones usando el
sustrato inespecifico AcOMU. En la Figura 10.3-7 se observa como la fraccion monomérica es la
mas activa, mientras que los otros oligdmero presentan una muy baja actividad desacetilasa.
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Figura 10.3-7 Perfil de elucion GFC de VcCDA CD vs AcOMU del doble mutante
Perfil de actividad de las fracciones sobre el sustrato artificial AcOMU superpuesto al perfil de elucion de la
cromatografia de gel filtracidn. Se observa que la fraccion mas activa es la monomeérica.

El rendimiento de todo el protocolo de purificacion da como resultado un promedio de 3,23 mg/L
utilizando los datos de dos purificaciones. Este valor se sitla por debajo de la mitad del valor
obtenido para la VcCDA WT FL, 7,14 mg/L de promedio.
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10.3.1.2. Comprobacion de la formacion del puente disulfuro C193-C273

Para comprobar el correcto establecimiento del nuevo puente disulfuro se procedié con la
titulacién de cisteinas libres. Las cisteinas que no se encuentra formando un puente disulfuro
exponen un grupo tiol, cuya reactividad distintiva permite su cuantificacién.

Para la cuantificacidon de grupos tiol en el enzima se utilizé el método de Ellman (Ellman, 1959;
Riener, Kada, & Gruber, 2002). En este método, el reactivo de Ellman, acido 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoico), o DTNB, reacciona con grupos tiol libres formando un puente disulfuro mixto
entre la molécula que contenia el grupo tiol y un TNB. El TNB liberado al medio acuoso se ioniza a
TNB? el cual muestra un color amarillo que puede ser seguido por su incremento en absorbancia
a412nm (Figura 10.3-8).

NO, NO,
Q\ COOH 's’c[coo'
S 5 min 2-
RSH + 1 — TNB
S RT
COOH N02
NO S ,@:
2 RS COOH
Tiol DTNB Puente disulfuro

Mixto

Figura 10.3-8 Mecanismo del reactivo de Ellman: DTNB
Esquema de la reaccién que se produce en el método de Ellman. El Puente disulfuro se rompe en presencia
de un tiol liberando 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB) que al ionizarse en agua adquiere un color amarillo.

Para poder realizar la titulacion en muestras enzimaticas primero se realiza una recta patréon en la
que se utiliza hidrocloruro de L-cisteina. La recta de calibracién se muestra en la Figura 10.3-9.
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Figura 10.3-9 Recta patrén obtenida mediante el método de Ellman para la titulacion de cisteinas libres
Recta patrén en la que se representa la absorbancia a 412nm de una serie de muestras de concentracion
conocida de hidrocloruro de L-cisteina sometidas al método de Ellman. La recta obtenida es y=0,0011x-0,0015
con un R2=0,9946.

Cuando se aplica esta metodologia a muestras de enzimas correspondientes a la VcCDA WT FLy
la VcCDA FL P193C/N273C se obtienen los valores que aparece en la Tabla 10.3-2. En estos valores
se observa que no existen cisteinas libres debido a que el ratio de grupos tiol por enzima es
proximo a 0.
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, [Proteina] [SH] Promedio ,
Proteina UM Abs 412nm M [SH] uM [SH]/[Proteina]
0,0067 7,21
+
VcCDA WT FL 59,13 0,0053 599 6,60 £ 0,86 0,11
VcCDA FL 0,0005 1,80
14,2 ! ! 1,72+0,12 12
P193C/N273C 29 0,0003 1,63 ’ o 0.

Tabla 10.3-2 Resultados de la titulacién de cisteinas para la VcCDA FL y P193C/N273C
Tabla resumen con los resultados obtenidos al someter la proteina VcCDA WT FLy la VcCDA FL P193C/N273C
al método de Ellman para la titulacién de cisteinas libres. Los resultados indican que no existen cisteinas libres.

Estos resultados, junto con el hecho de que el enzima es funcional (ver mas adelante), indica que
se ha formado el nuevo puente disulfuro P193C-N273C y que no se ha perturbado la estructura

de puentes disulfuro nativos del enzima.

10.3.1.3. Caracterizacion cinética de la VcCDA FL P193C/N273C

Una vez caracterizados diferentes aspectos del enzima se procedié a la caracterizacién de sus
capacidades cataliticas. Al igual que con los otros constructos se realiza una exploracion de la
actividad del enzima realizando una recta patrén de enzima con los sustratos de referencia DP2 y
DP4. En este experimento se observd que el enzima es activo sobre oligosacdridos de quitina y
que el producto formado es el monodesacetilado.

Este enzima se caracterizoé utilizando los mismos sustratos (DP2, DP3, DP4 y DP5) y el mismo
protocolo utilizado con las otras versiones del enzima previamente descritas.
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Figura 10.3-10 Caracterizacidn cinética de VcCDA FL P193C/N273C comparada con WT FL

Caracterizacion de los pardmetros cinéticos utilizando la fraccion monomérica de VcCDA FL P193C/N273C (en
rojo) comparada con la proteina WT FL (en azul) utilizando como sustrato los quitooligosacaridos DP2 (A), DP3
(B), DP4 (C) y DP5 (D). Todos los ensayos se producen en tampdn Tris 50 mM pH 8,5 NaCl 300 mM y a una
temperatura de 379C.
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En la Figura 10.3-10 se muestra la representacion grafica de las cinéticas enzimaticas realizadas
para cada sustrato. En los diferentes apartados de la figura ya se observa un comportamiento muy
diferenciado de la proteina que presenta el puente disulfuro y la proteina original. Para los
sustratos DP2 y DP3 el comportamiento de los dos enzimas es practicamente idéntico. Por otro
lado, con DP4 y DP5 se observa que el enzima con el puente disulfuro es mucho menos activo.

En la Tabla 10.3-3 se observan los parametros cinéticos obtenidos para la VcCDA FL P193C/N273C.
Al analizar los valores de ket se pone de manifiesto lo mencionado a partir del analisis visual de
las graficas. Los valores de este parametro para DP2 y DP3 varian menos del 10% del valor
obtenido para la proteina WT. Esto es debido a que estos dos sustratos no necesitan los subsitios
adicionales que proporcionaria el movimiento del loop 5. Ademas parece que el comportamiento
cooperativo con DP2 se ha perdido, ya que el valor del indice de Hill se reduce a 1,36. En el otro
extremo, con DP4 y DP5 como sustratos, la actividad se reduce drasticamente, no alcanzdndose
saturaciéon del enzima, por lo que no pueden determinarse los valores individuales de kcat y Km. Sin
embargo los valores de kc.t/Km ejemplifican claramente que el enzima ha perdido la capacidad de
catalizar estos compuestos.

En base a estos resultados se concluye que se ha conseguido bloquear el loop 5, y que este hecho
hace que los subsitios necesarios para el acomodamiento de sustratos largos dejan de ser
accesibles. En definitiva se ha conseguido generar una enzima en la que se ha modificado la
especificidad por sustratos mendiante la ingenieria de loops. Esta nueva versién es un enzima
altamente especifico para oligomeros DP2 o DP3.

Sustrato Constructo (I;cit) (n|1(MM) indice de Hill (kl\;latll I:T)
(GIcNAC): WT FL 2,2+0,08 0,36+0,02 2,45 6,1- 103
P193C/N273C 2,02 +0,07 0,13 £0,01 1,36 1,5-10*
(GIcNAC)s WT FL 0,63 +0,02 0,41+0,03 1,5-10°
P193C/N273C 0,66 +0,05 0,71+0,11 9,3-102
(GIcNAQ)s WT FL 0,11+ 0,003 0,52 + 0,05 2,1-10?
P193C/N273C n.d. >3 2,1
(GIeNAG)s WT FL 0,18 +0,01 0,24 +0,03 7,5- 102
P193C/N273C n.d. >3 6,4

Tabla 10.3-3 Pardmetros cinéticos de la caracterizacion de VcCDA FL P193C/N273C comparados con los de la
VcCDA WT FL

Pardmetros cinéticos ket ¥ Km obtenidos en la caracterizacion de la VcCDA FL P193C/N273C. En el caso del
sustrato DP2 ya no se observa un comportamiento cooperativo (indice de Hill préoximo a 1). Se observa la
pérdida de actividad con el incremento del DP del sustrato.

10.3.1.4. Caracterizacion del patrén de desacetilacién de la VcCDA FL P193C/N273C

Una vez caracterizado bioquimica y cinéticamente era necesario secuenciar los productos de este
enzima para determinar su patrén de desacetilacién.

Con este doble mutante se realizd el mismo ensayo previamente descrito para el dominio
catalitico aislado. También se usaron 10 mg de sustrato (en este caso DP2 y DP4) y una
concentracién de enzima de 2 uM en el ensayo.
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Como resultado se obtuvo que para DP2 solo existe un producto de monodesacetilacion y es
equivalente al de VcCDA WT FL: AD. Sin embargo para DP4, solo se obtiene una conversion del
48% en producto(s) monodesacetilado, quedando el 52% de producto de partida sin reaccionar
tras 48h de incubacién debido a la baja actividad del mutante con sustratos largos. Se observan
dos patrones de desacetilacion: el que se corresponde con la proteina WT en la que se desacetila
el segundo residuo desde el extremo no reductor (ADAA) y representa un 78% de todo el producto
desacetilado y otro patrdn en el que se desacetila el tercer residuo desde el extremo no reductor
(AADA) que representa el 22% restante. En ninguno caso se observa presencia de compuestos
didesacetilados. La formacién de este segundo producto no es facilmente explicable al no haberse
modificado los subsitios negativos que definen el patrén de desacetilacion.
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10.3.2. Estrategia 2: Eliminacion del loop 5

En el apartado anterior se comprobé mediante el bloqueo del loop 5, que es necesario el
movimiento del mismo para la exposicidn de subsitios positivos. En este apartado se estudiard la
segunda estrategia: la eliminacién de este /oop.

La hipdtesis de partida de esta estrategia se basa en que la exposicién permanente de los subsitios
situados hacia el extremo reductor del sustrato conseguird aumentar la actividad del enzima con
sustratos cuyo DP sea mayor que tres.

Se considerd que la mejor opcidn era realizar la sustitucion del loop 5 de VcCDA por uno
proveniente de una de las desacetilasas previamente cristalizadas y cuya secuencia sea mas corta.
En la Figura 10.3-11 se muestra el alineamiento del loop 5 en diversas desacetilasas. De entre
todas ellas se decidid escoger la peptidoglicano desacetilasa de Bacillus subtilis o BsPdaA
(PDB:1NY1).
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Figura 10.3-11 Secuencias del loop 5 en diferentes desacetilasas
Alineamiento de la secuencia de loop 5 a lo largo de diferentes desacetilasas relevantes de la familia CE4.
Destaca el tamafio del Joop en VcCDA mientras que el de BsPdaA es de los mas cortos

La funcidn bioldgica de la BsPdaA de Bacillus subtilis estd relacionada con la capacidad germinativa
de sus esporas a través de la desacetilacion de los residuos de MurNAc del peptidoglucano que
forma la pared celular de las mismas (Fukushima, Kitajima, & Sekiguchi, 2005; Gilmore,
Bandyopadhyay, Dean, Linnstaedt, & Popham, 2004). Asi, es un enzima que no se encuentra en
células vegetativas, solo se expresa en estructuras celulares relacionadas con la esporulacion
(Fukushima et al., 2002). A pesar de que ha sido cristalizada en presencia de N-acetilglucosamina
(PDB: 1NY1, Figura 10.3-12), este sustrato no se encuentra en un complejo productivo (D. E. Blair
& van Aalten, 2004). Este enzima solo es capaz de desacetilar las unidades de MurNAc de
peptidoglucano que previamente ha sido procesado con peptidasas para eliminar la parte
peptidica. No es capaz de reconocer como sustrato un péptidoglucano no tratado, quitina soluble,
oligdmeros de quitina o GIcNAc (Fukushima et al., 2005). Dado que desacetila cada dos residuos
MurNAc de la cadena, se supone que su unidad minima reconocida es un tetrdmero y sus
productos de desacetilacidn presentan el siguiente patron de acetilacion: [GIcNAc-MurN-GIcNAc-
MurNAc], (Fukushima et al., 2005; Gilmore et al., 2004).

En la Figura 10.3-12 se muestra la comparacién de las estructuras de la VcCDA y de la BsPdaA.
Resulta evidente que a pesar de que los dos centros activos se encuentran decorados con el mismo
numero de loops, los del enzima de Vibrio cholerae muestran un tamano significativamente mayor
que los del enzima de Bacillus subtilis. Este hecho puede interpretarse a través del Subsite Capping
Model, la VcCDA es un enzima especializado en la desacetilacién de la quitobiosa un sustrato muy
pequeio mientras que la BsPdaA estd especializada en la desacetilacién de polimeros de un alto
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DP como es el peptidoglucano de las paredes celulares. En consecuencia la desacetilasa de Bacillus
tiene un centro activo mas disponible y menos bloqueado para que el sustrato polimérico pueda
acomodarse en diferentes modos de unién en el centro activo.

INY1
Bacillus subtilis
BsPdaA

Figura 10.3-12 Loops en VcCDA vs BsPdaA
Comparacion de las estructuras tridimensionales de la VcCDA y de la BsPdaA. Destaca la gran diferencia
general en el tamario de los loops siendo mas largos en el enzima de Vibrio cholerae.

Conforme a lo presentado, la sustitucion de un loop 5 adaptado a oligdmeros cortos por uno
evolutivamente adaptado a polimeros, es la situacidon ideal para la segunda demostracién
experimental del Subsite Capping Model. En la Figura 10.3-13 se muestran las secuencias a
intercambiar entre las BsPdaA y la VcCDA, se tomara desde la Q212 hasta la A217 del enzima de
Bacillus por la secuencia que abarca desde la Y256 hasta la V290. Esto implica una reduccion de
34 aminodcidos a tan solo 6.
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Figura 10.3-13 Secuencias del loop 5 de VcCDA y BsPdaA
Alineamiento e identificacion de la secuencia a intercambiar entre BsPdaA y VcCDA. Se produce un
intercambio de 34 aminoacidos por 5 de la secuencia de la desacetilasa de Bacillus.

Para comprobar si esta quimera seria capaz de liberar los subsitios esperados y acomodar un
sustrato como DP4, se cred un modelo bioinformatico en el que se realizé in silico la sustitucion
del loop mencionada. En la Figura 10.3-14 se muestra el resultado de esta simulacién en el que se
compara la estructura de la VcCDA WT y la del modelo de la VcCDA L5-BsPdaA, ambas con el loop
4 en conformacién cerrada (la correspondiente al complejo VcCDA-DP2). Se observa claramente
la gran diferencia en cuanto a volumen ocupado por el loop 5, ademas se muestra como, a pesar
de que el loop 4 tiene una conformacién completamente cerrada, la exposicién permanente de
los subsitios +1 y +2 permiten la acomodacion del tetramero. Este fendmeno deberia traducirse
experimentalmente en una capacidad catalitica aumentada a la hora de desacetilar sustratos
mayores que DP3.
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VcCDA FLWT VcCDA FL L5-BsPdaA
(Modelo)

Figura 10.3-14 Modelo de la VcCDA FL L5-BsPdaA

Comparacion de la estructura de la VcCDA WT FL (complejo con DP2) y un modelo construido con el
intercambio del loop 5 por el de BsPdaA en el que se incluye el sustrato DP4 localizado en el sitio activo. Se
observa la apertura de subsitios positivos con los que acomodar sustratos mas largos.

Para crear esta quimera, al igual que en el caso anterior del puente disulfuro, se usé como molde
la secuencia del constructo pET22b VcCDA WT FL. Tras la construccidn de la quimera mediante
varias reacciones de PCR en las que se elimind la secuencia del loop de Vibrio y se sustituyd por la
de Bacillus, el ADN plasmidico obtenido tras los protocolos de biologia molecular fue secuenciado
y confirmado. La estrategia de biologia molecular para la construccidn de esta quimera se detalla
en el apartado 13.1.3 de la seccién de Materiales y métodos.

10.3.2.1. Expresion y purificacion de la VcCDA FL L5-BsPdaA

El peso molecular de la quimera es de 43,7 kDa, mientras que el de la proteina completa es de
46,9 kDa, y el punto isoeléctrico estimado practicamente no varia (Tabla 10.3-4).

VcCDA WT FL VcCDA L5-BsPdaA
(PET22b) (PET22b)
Longitud secuencia 419 390
MW (kDa) 46,879 43,653
Pl 5,27 5,32
indice de Inestabilidad 27,31 (estable) 25,38 (estable)
indice alifatico 71,93 71,79
GRAVY (Grand average of
hyd(ropathicity) ) 0,492 0,499

Tabla 10.3-4 Parametros calculados para la VcCDA L5-BsPdaA

Cuadro resumen de los parametros calculados a partir de la estructura primaria de las proteinas resultantes
de la expresion de los constructos pET22b VcCDA FL, y pET22b VcCDA L5-BsPdaA utilizado la herramienta
Protparam de Expasy.

Dado que se ha realizado una intervencion considerable a nivel estructural, el siguiente paso es la
comprobacién de la expresiéon de esta nueva quimera. El primer protocolo testado es el que se
usaba con la VcCDA original, es decir, utilizando medio LB suplementado para autoinduccion.
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Para esta prueba se probaron tres temperaturas: 202C, 252C y 302C. El volumen de cultivo era de
35 ml y se mantuvo en agitacién durante 48 h. Se tomaron muestras de 8 ml y fueron
centrifugadas, resuspendidas en PBS y lisadas por sonicacion.

En la Figura 10.3-15 se muestran los resultados de las fracciones soluble (S) e insoluble (P). En
todas las condiciones ensayadas no se observa la presencia de una banda diferenciada de
sobrexpresién en la parte soluble. Por el contrario en la fraccién insoluble del lisado se observa
una gran banda perteneciente al tamafio esperado para la quimera VcCDA-BsPDA.

97,4 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa

31,0 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

A B . e ——

Figura 10.3-15 Prueba de expresion de VcCDA L5-BsPdaA con autoinduccion

Imagen del gel SDS-PAGE en el que se analizan la fraccién soluble (S) e insoluble (P) de las pruebas de
expresion de la VcCDA L5-BsPdaA. El MW tedrico es de 43,6 kDa.

La produccidén de proteinas recombinantes por autoinduccién se basa en el alcanzar densidades
de cultivos muy elevadas prolongando los tiempos de incubacién hasta 48 horas, algo infrecuente
en cultivos de E. coli en matraz de Erlenmeyer. Es posible que una produccion tan intensa de
proteina sobreexpresada suponga la formacién de agregados de las mismas que se acumulen en
la fraccion insoluble.

En base a la ineficacia del método de autoinduccion para la expresion de la quimera soluble, se
realizd un estudio mas en profundidad de las condiciones para la produccién de esta proteina. Se
modificaran tres parametros: el método de autoinduccién se sustituira por induccién por IPTG, se
testeard la aplicacion de un choque térmico para inducir la expresiéon de chaperonas y se
comprobaran los niveles de expresidn a diferentes espacios temporales tras la induccion.

Todos los cultivos, incluso un control con el pldsmido vacio, se incubaron a 372C, 250 rpm hasta
alcanzar una ODggo de 0,3. Una vez alcanzada esta densidad optica el grupo de muestras sometidas
a choque térmico se mantuvo a 422C en un bafio de agua. Luego todos los cultivos fueron
incubados a 200 rpm y 202C afiadiendo el IPTG necesario para una concentracion final de 1 mM.
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Figura 10.3-16 Prueba de expresion de VcCDA L5-BsPdaA con IPTG y Choque Térmico
Imagenes de los geles SDS-PAGE en los que se analizan las fracciones soluble (S) e insoluble (P) de las pruebas
de expresion de la VcCDA L5-BsPdaA utilizando IPTG como inductor en un cultivo sin choque térmico (A) y con
choque térmico (B). El MW tedrico es de 43,6 kDa.

En la Figura 10.3-16A se muestra el resultado en la expresion de la proteina en un cultivo inducido
con IPTG y al que se le ha realizado un protocolo de choque térmico. Se observa que
mayoritariamente la proteina se encuentra en la fracciéon insoluble. Sin embargo, parece
detectarse la presencia de una ligera banda a la misma altura en la fraccién soluble. Mas es posible
gue esta sea una proteina propia de E. coli. En el caso de la Figura 10.3-16B se muestra el resultado
de un cultivo inducido con IPTG en fase exponencial sin haberlo sometido a un choque térmico.
Puesto que el tratamiento térmico no incrementa la fraccién de proteina soluble, se prescinde de
esta etapa en la produccién preparativa.

En base a los resultados anteriores se han podido extraer dos conclusiones de relevancia a la hora
de establecer un protocolo de expresion y purificacién de esta proteina: Es una proteina que de
expresarse en forma soluble lo hard con un rendimiento muy bajo y que tiene una alta tendencia
a formar cuerpos de inclusion insolubles muy probablemente debido a un plegamiento aberrante.

Conforme a estas observaciones se decidié expresar la proteina en un volumen preparativo
mediante un protocolo de induccion por IPTG sin choque térmico: induccién a una OD600 de 0,3
en la cual se inicia la expresién de proteinas con una concentracion final de IPTG de 1 mM y esta
fase de produccion de proteina se mantiene a 202C durante 6 horas. El protocolo de purificacion
es idéntico al realizado en los otros constructos ya descritos. En este caso se espera que la alta
afinidad que existe entre la Strep-Tag Il y la estreptotactina de la resina de la columna sea capaz
de retener la pequefia fraccién de proteina recombinante soluble.

En la Figura 10.3-17 se muestra el resultado de la cromatografia de afinidad en la que se ha
cargado el lisado proveniente de un cultivo de 600 mL. Se observa que, efectivamente, al utilizar
la destibiotina para eluir lo que se haya retenido en la columna se observa la elucién de un pico
gue muy probablemente sea la VcCDA L5-BsPdaA. Como era de esperar, el area de este pico es
considerablemente inferior en comparacién con el obtenido para la proteina WT (Figura 10.2-3).
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Figura 10.3-17 Cromatograma de purificacion Strep-Trap de la VcCDA L5-BsPdaA
Cromatograma resultante de la purificacién por cromatografia de afinidad de la VcCDA en la que se realizaron
tres cargas de columna. Los picos de elucién muestran un muy bajo rendimiento de expresién de proteina.

Los nimero indican las etapas de un ciclo de carga/elucion: 1. Carga, 2. Lavado, 3. Elucidn, 4. Lavado, 5.
Regeneracién con HABA y 6. Lavado.

Una vez se ha obtenido la fraccién soluble de la proteina se continda con una cromatografia de
gel filtracion (Superdex 200) para obtener la fraccidn monomérica y ademas comprobar si el perfil
de formas oligoméricas es equivalente a los obtenidos hasta ahora.
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Figura 10.3-18 Cromatograma de GFC de la VVcCDA L5-BsPdaA
Cromatograma obtenido en la cromatografia de gel filtracién usando una columna Superdex 200 (16/600).

Se muestran 4 fracciones multiméricas dentro de las cuales F3 se corresponde con el monémero y la F4 de
naturaleza desconocida.
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En la Figura 10.3-18 se muestra el perfil obtenido, en el que solamente se observan 4 fracciones.
Ademas, la F2 y F4 son muy pequeiias y principalmente la F4 se corresponde con un volumen de
elucion para una proteina mas pequefia que el mondmero. En conclusion el mondémero es la
fracciéon F3, la cual se eluye en un volumen préoximo a los 80 mL (un valor idéntico al de las otras
proteinas FL).

Para terminar de identificar la proteina se realizé un gel SDS-PAGE en el que se cargaron muestras
provenientes de todas las etapas de purificacion (Figura 10.3-19). En él se observa que la fraccion
3 muestra una masa equivalente a la esperada tedricamente para la VcCDA L5-BsPdaA. Por otro
lado no se observan bandas de proteina en las otras fracciones, esto puede ser debido a que la
cantidad de proteina es tan baja que no es detectable por este método.

M C PlIIl Ft St F1 F2 F3 F4

97,4 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa

31,0 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

Figura 10.3-19 SDS-PAGE VcCDA L5-BsPdaA

Gel SDS-PAGE de todo el proceso de purificacion de la VcCDA L5-BsPdaA. M: Marker Low Range, Pll: Pellet
de la centrifugacion tras el lisado, Cr: crudo, fraccion soluble del lisado, FT: Flow through de la columna, St:
Proteina purificada por la Strep-Trap, F1-F4: fracciones de la 1 a la 4.

Una vez obtenida la fraccidn monomérica soluble de la quimera se intentd realizar el perfil de
actividad utilizando AcOMU como sustrato, sin embargo fue imposible debido a dos aspectos: la
baja concentracién de enzima y probablemente la baja actividad de la misma. Asi su actividad se
comprobara directamente utilizando los quitooligosacaridos como sustrato.

Se unificaron todas las fracciones correspondientes al mondmero obteniéndose un rendimiento
promedio de 0,2 mg/L a partir de los valores obtenidos en dos purificaciones. Este valor es mas de
35 veces inferior al de la proteina VcCDA WT FL. Asi es ldgico presuponer que esta alteracion de
la estructura estd afectando considerablemente su expresion y plegamiento.

10.3.2.2. Caracterizacion cinética de la VcCDA FL L5-BsPda

La primera aproximacion que se hizo en todas las proteinas previas es la obtencién de una recta
patron de enzima para obtener una idea aproximada del comportamiento del enzima con dos
sustratos de referencia (DP2 y DP4): si es activa sobre quitooligosacaridos y como es el ratio de
actividades aproximado. Por otro lado este experimento nos permite identificar hasta que
extensidn es capaz de desacetilar los oligdmeros. Este experimento es el que se muestra en la
Figura 10.3-20.
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Figura 10.3-20 Comparacion de velocidades especificas entre VcCDA WT FL y VcCDA L5-BsPdaA
Caracterizacion de las velocidades especificas de los enzimas VcCDA WT FL (A) y VcCDA L5-BsPdaA (B). Destaca
la inversion de la preferencia de sustrato entre estos dos enzimas. Rectas obtenidas para VcCDA WT FL (A)
DP2: y=2,482x+0,195 R2= 0,998; DP4 y=0,191x R2=0,998; y VcCDA L5-BsPdaA (B) DP2 y=8,747-10-4+9,99-10
R2=0,966; DP4 y=2,04-10-2x-3,22-10 R2=0,914.

Como se observa graficamente esta quimera, ademas de ser expresada en mucha menor cantidad,
también es significativamente menos activa si atendemos a la escala de vo mostrada en los ejes.
En la Tabla 10.3-5 se muestran los valores de las vo/[E] tanto para la proteina VcCDA WT FL como
para la quimera con BsPdaA. Como se observa de los valores para cada sustrato, la actividad se ha
reducido en varios érdenes de magnitud mostrando solo un 0,04% de la actividad de la proteina
original para DP2 y un 10,7% para DP4. Esta reduccion no estd afectando por igual a los dos
sustratos, algo que se manifiesta mas claramente cuando nos centramos en los ratios DP2/DP4 y
DP4/DP2. Cuando analizamos el ratio DP2/DP4 se observa inequivocamente que el enzima WT
presenta una preferencia clara hacia DP2, mas de 10 veces mds activa sobre DP2 que sobre DP4.
Por el contrario el nuevo enzima muestra un ratio DP4/DP2 con un valor de 23,3 lo que indica que
es mas de 20 veces mas activa sobre DP4 que sobre DP2.

(v':;;:]) (v':/'::]) DP2/DP4 DP4/DP2
VcCDA WT FL 2,482 s 0,191s? 12,99 0,08
VcCDA L5-BsPdaA 8,747 - 10* st 2,04 - 1072 0,04 23,3
% L5/WT 0,04% 10,7%

Tabla 10.3-5 Velocidades especificas para VcCDA WT FL y VcCDA L5-BsPdaA

Cuadro resumen con las velocidades especificas para VcCDA WT FLy para la VcCDA L5-BsPdaA vy los ratios
obtenidos comparando sustratos y constructos. Se demuestra la inversién de la preferencia de sustratos en
la quimera.

Efectivamente se ha invertido la preferencia de sustratos del enzima, pero los valores absolutos
de vo/[E] también muestran que esta inversion conlleva un coste de eficiencia catalitica muy
elevado. Debido a la baja capacidad catalitica del nuevo enzima y su bajo rendimiento de
expresion no ha sido posible realizar el estudio cinético completo ni la caracterizacién de su patrén
de desacetilacion. Dado que solo se observa producto monodesacetilado, se interpreta que el
patrén permanece invariable.

En conclusidn, el reducir el tamafio del Joop 5 de 34 aminoacidos a 6, parece haber expuesto los
subsitios positivos que antes estaban limitados por el bloqueo de loop 5. Este cambio se traduce
en unainversion de la preferencia de sustratos en funcién de su DP. La quimera VcCDA L5-BsPdaA
es 23 mas activa sobre DP4 que sobre DP2. La gran intervencidén estructural parece haberse
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tomado un gran peaje estructural reduciendo significativamente el nivel de expresién del enzima
y su actividad.

10.3.3. Conclusiones en la demostracion del Subsite Capping Model

Se han realizado dos experimentos cuyo objetivo final era dar soporte experimental al enunciado
del subsite capping model. La base de estos dos experimentos basicamente era determinar como
los loops que rodean el sitio activo de las desacetilasa de la familia CE4 influyen en la preferencia
de sustratos mediante el bloqueo de subsitios. Este trabajo se realizo sobre la desacetilasa que se
definié como modelo debido a ser la Unica con complejos enzima sustrato cristalizados: la VcCDA.

Las dos estrategias de modificacién del enzima a pesar de ser completamente opuestas han
respondido como era esperado segun las hipdtesis de partida.

El bloqueo del loop 5 mediante la creacidén un puente disulfuro ha reducido significativamente la
actividad del enzima en sustratos que necesitan los subsitios positivos (en especial el +2) mientras
gue aquellos sustratos que no lo necesitan no se ven afectados (DP2 y DP3). Esto demuestra que
el loop 5 es movil y su reestructuracién en posicion abierta es necesaria para la acomodacién de
sustratos largos. Este hecho justifica por qué este enzima en su version WT prefiere sustratos
cortos que no necesitan el desplazamiento de este bucle.

La segunda estrategia buscaba exponer continuamente los subsitios positivos que controla el
desplazamiento del loop 5. Este cambio deberia traducirse en un incremento considerable de la
actividad de sustratos cuyo DP es mayor que 3. Esta modificacién se realizd mediante la
construcciéon de una quimera con un loop 5 minimo, el de la BsPdaA. Los resultados
experimentales indican que se ha invertido la preferencia de sustrato, este hecho soporta el
Subsite Capping Model, ya que el incremento de subsitios de unién disponibles permite que los
sustratos se puedan unir mejor al centro activo y establecer un nimero mayor de interacciones.
Por otro lado esta modificaciéon ha demostrado ser muy invasiva y se ha traducido en un bajo nivel
de expresion y actividad en general.

Estos dos resultados ademas de demostrar la hipétesis del Subsite Capping Model establecen las
bases para la futura ingenieria de este enzima. Se abren las puertas a una segunda generacién de
mutantes en los que una ingenieria fina del loop 5 permitird controlar la preferencia de sustratos
intentando no suponer un handicap ni estructural ni catalitico.
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10.4. Segunda generacion: Ingenieria de la especificidad por sustratos de la
VcCDA

El Subsite Capping Model, cuya demostracion experimental ha sido proporcionada en el apartado
previo, no es solo una teoria para explicar el patrén de desacetilacién de los enzimas de la familia
CEA4. Su enunciado también asienta las bases para la ingenieria de la especificidad por sustratos
de estos mismos enzimas.

En esta seccién del trabajo se realizara la ingenieria del loop 5 de la VcCDA con el objetivo de
incrementar su actividad con sustratos oligoméricos largos sin afectar drasticamente a la
estructura del enzima'y, por lo tanto, su estabilidad y capacidad de ser expresada en E. coli.

Para crear esta segunda generacidn se realizd un andlisis minucioso de la estructura del loop, asi
como una evaluacion en detalle de las posibles causas de la severa reduccién de la actividad global
del enzima en la estrategia de eliminar el loop 5 usada en la demostracion del Subsite Capping
Model para proponer nuevas estrategias de ingenieria “fina”.

La evaluacién de la estructura de la quimera VcCDA L5-BsPdaA, con la nueva perspectiva de los
resultados obtenidos, nos indica que la eliminacidn de un nimero tan elevado de aminoacidos de
la secuencia es demasiado extensa. Con esta observacidon en mente se buscé delimitar la parte de
la secuencia del loop 5 a intervenir en esta segunda fase. Como se comenté en la estrategia de
bloqueo del loop 5, este elemento estructural contiene un puente disulfuro nativo entre las
cisteinas C264 y C281. En consecuencia se decidié tomar estos dos residuos como los elementos
limitantes de la zona de trabajo. Esta decisidn se fundamenté en varias observaciones:

a) Funcidn estabilizadora del puente disulfuro: Se considera que esta interaccion covalente
dentro del loop puede servir como una especie de cortafuegos estructural que permita
que la gran mayoria de intervenciones en la zona delimitada por las cisteinas no influyan
mas alla del puente disulfuro ya que las distancias en este punto se mantendran y el
plegamiento del nlcleo y demas elementos estructurales no se vean afectados

b) Definicidn de la zona apical del loop: la secuencia que se encuentra entre las dos cisteinas
se corresponde con la parte de la estructura que realmente bloquea los subsitios
positivos. Toda alteracién que no sea dentro de esta porcion de secuencia puede, ademas
de no tener un efecto positivo, comprometer la integridad estructural del enzima.
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Figura 10.4-1 Delimitacion del loop 5 para la segunda generacion de mutantes
A) Representacion de la estructura del loop 5 en el que se muestra la zona delimitada por el puente disulfuro
C264-C281. B) Secuencia del loop 5 en la que se resaltan las cisteinas involucradas en el puente disulfuro y la
secuencia entre ellas.

B)

Adicionalmente y dado que el Joop 5 se demostrd que es movil, se estudié la flexibilidad de los
diferentes loops en la estructura cristalizada de la VcCDA. Para analizar este factor se investigé la
distribucién del 8-Factor estructural a lo largo de la secuencia de esta desacetilasa. En general este
pardmetro mide la dispersion de los d&tomos desde las coordenadas promedio de estos en una
estructura cristalografica. Cuanto mayor sea el valor del 8-Factor mayor es la dispersién y por lo
tanto mas flexible es esa zona de la estructura de la proteina en cuestion (Trueblood et al., 1996).
Cabe mencionar que esta interpretacion se debe hacer con cautela, ya que las condiciones de
cristalizacidon de una proteina no representan al 100% el estado del enzima en disolucién.

En la Figura 10.4-2 se muestra la estructura de la VcCDA coloreada en funcién del 8-factor
cristalografico (pdb 4NY2). Se observa que todo el nlcleo conservado (la parte de la secuencia que
no incluye los loops) muestra un color azul generalizado (bajo 8-factor) , algo de esperar ya que
en esta zona no se esperan movimientos significativos a nivel estructural. Al contrario, el loop 4
es el que muestra la tonalidad roja mas intensa (alto B8-factor) . Esto se debe a que este loop es
dinamico y es el que se cierra tras la inclusion del sustrato en el sitio activo para generar un
ambiente catalitico propicio. Llama la atencién, que de los loops mas préximos a los subsitios
positivos el 3 presenta una tonalidad claramente roja, mientras que el loop 5 se muestra con una
tonalidad mas azulada. Esta comparacion nos indica que el loop 5 es aparentemente mas rigido,
de ahi que la eficiencia a la hora de desacetilar sustrato como DP4 este significativamente
penalizada en comparacion con DP2 que no necesita el desplazamiento de este /oop.

De acuerdo a los criterios definidos y a las observaciones realizadas sobre el loop 5 se definieron
una serie de estrategias a la hora de afrontar la ingenieria de este loop. Estas estrategias se
resumen en tres enfoques:

a) Eliminacion del Joop 5 hasta el puente disulfuro
b) Incremento de la flexibilidad del loop 5
c) Reduccion del tamafio del Joop 5 eliminando motivos estructurales concretos
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Figura 10.4-2 B-factor en la estructura de la VcCDA
Estructura de la VcCDA representada en base a los diferentes valores del 8-factor a lo largo de su secuencia.
Coloracién en escala gradual: azul, valores minimos — Rojo valores maximos. Codigo de acceso pdb 4NY2

En la primera estrategia (Figura 10.4-3), se persigue el mismo objetivo que en la quimera VcCDA
L5-BsPdaA: liberar permanentemente los subsitios positivos. En este caso la intervencion es mas
comedida ya que en este caso el puente disulfuro nativo sera el limite. Esta mutacién tendra como
resultado el eliminar una secuencia de 18 aminoacidos (cisteinas incluidas) y sustituirlo por la
secuencia AGA. De este modo, este tripéptido adoptard la funcién del puente disulfuro a la vez
gue reduce sensiblemente el tamano del loop 5 liberando los subsitios positivos. En la naturaleza
existen puentes disulfuro con cisteinas que se encuentran tan solo a dos aminoacidos de distancia
(...CXXC...) por lo que esta sustitucién por un elemento minimo tiene una gran probabilidad de
éxito de mantener la estructura que precede y sucede al loop 5 (Ogawa et al., 2007).

| AGA |
LAYVDKALNSCSPTTIEPINSKTQEFPCGTPLHADKVIVL
1 T f 1
Y256 c264 c281 1291

Figura 10.4-3 Eliminacion del loop 5: AGA
Resumen de la primera estrategia de ingenieria del loop 5: Eliminacidn completa del loop 5. Se elimina por
completo el loop hasta las cisteinas (estas incluidas) sustituyendo toda la secuencia por AGA.

En la segunda estrategia se busca incrementar la flexibilidad del loop 5. El 8-factor nos mostré que
el loop 5 presenta una rigidez superior a la de otros loops. Al analizar en detalle la estructura y
secuencia de esta zona de la proteina se observé la presencia de tres prolinas muy proximas entre
ellas en la secuencia delimitada entre las cisteinas del puente disulfuro (Figura 10.4-4). Debido a
la peculiar cadena lateral de este aminodcido, formando un anillo con el propio backbone, estas
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son responsables de limitar en gran magnitud la capacidad de rotacién de los enlaces en los que
estd involucrado. Esta limitacidn se traduce en una rigidez que se transmite a la estructura en la
gue se encuentren. Para aumentar la movilidad del loop se propuso la mutacion de estos tres
residuos a glicina (P266G, P271G y P280G). A diferencia de las prolinas, las glicinas no presentan
ningun tipo de cadena lateral. Este hecho permitird que el loop sea flexible, lo cual puede
traducirse en que el desplazamiento del loop 5 sea mas eficiente y la acomodacidn de sustratos
largos en los subsitios se vea favorecida, o que al incrementar la flexibilidad el loop 5 cambie su
configuracién y adopte una conformacién permanentemente abierta en la que lo subsitios hacia
el extremo reductor siempre se muestren disponibles.

LA}TNDKALNSCSP T1IE INSKTQEF/ CGTPLHADKVIVL
T )
Y256 C264 c281 1291

Figura 10.4-4 Incremento de flexibilidad P 2>G
Resumen de la segunda estrategia de ingenieria del loop 5: Incremento de la flexibilidad del loop 5. Se mutan
las tres prolinas por glicinas, un tipo de aminodcido que aporta mas flexibilidad al backbone de una proteina.

La ultima estrategia supone una reduccién parcial de la secuencia del loop 5 mediante la
eliminacion de motivos estructurales que se encuentran dentro de la secuencia previamente
delimitada. En la Figura 10.4-5 se muestra que entre la C264 y la C281 se encuentran dos hélices:
la hélice 1 (S265-T268) y hélice 2 (P271-T276). Estas dos estructuras secundarias de plegamiento
del enzima se localizan especificamente sobre los subsitios +1 y +2, en particular, la hélice 2 se
sitla en el extremo mas distante del loop 5. Con la eliminacidn de estas dos estructuras se espera
que los subsitios se liberen. Esta modificacién puede interpretarse como una version mas
comedida de la primera estrategia ya que el objetivo es reducir el tamaino del loop 5 pero sin
eliminar por completo todos los aminodcidos

iV vz

| N A

LAYVDKALNSCEPTTIEPINSKTQEFPOGTPLHADKVIVL  LAYVDKALNSCSPTTIEPINSKTQEFPOGTPLHADKVIVL
t Y

1 t t t
Y256 C264 c281 1291 Y256 c264 €281 1291

Figura 10.4-5 Eliminacion de motivos estructurales: AHélicel y AHélice2

Resumen de la tercera estrategia de ingenieria del loop 5: eliminacién de motivos estructurales del loop 5. Se
reduce parcialmente el tamafio del loop 5 mediante: A) la eliminacién de la hélice 1 (5265-T268) y B) la
eliminacion de la hélice 2 (P271-T276).

En este caso para realizar todas estas modificaciones se utilizé la secuencia de ADN de la VcCDA
CD. Este hecho se debe a que el dominio catalitico aislado es una versién mds compacta del enzima
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y ademds mostré ser ligeramente superior al catalizar la desacetilacién de DP4 y DP5 (Tabla 10.2-
4). Como en este caso se busca la mejora de la VcCDA como biocatalizador este constructo se erige
como la mejor opcidn de partida.

Para la obtencién de estos nuevos constructos se aplicd una versién modificada del protocolo de
mutagénesis descrito por Lee et al (J. Lee, Shin, Ryu, Kim, & Ryu, 2010). En este método se divide
el gen de la VcCDA CD en dos partes en las que se ha eliminado la secuencia del loop 5. Mediante
una serie de PCRs se incluyen las secuencias modificadas como un casete cuyas extremos
solapantes con la secuencias de los dos fragmentos previos permite la reconstruccion del gen
completo. La estrategia de biologia molecular para la construccion de estos mutantes se detalla
en el apartado 13.1.4 de la secciéon de Materiales y métodos. Una vez obtenidos todos los
constructos y comprobada su identidad por secuenciacidén se iniciaron los experimentos de
expresion y caracterizacion bioquimica.

10.4.1. Expresion y purificacion de los mutantes de segunda generacion

La primera aproximacién previa a la expresion preparativa de los mutantes fue le estudio de
ciertos parametros tedricos basado en la secuencia aminoacidicas. Estos valores se resumen en la
Tabla 10.4-1, en la que se observa que AGA es el mutante de menor peso molecular, ya que es al
gue se le ha eliminado una mayor porcién del loop y que todas son proteinas estables, siendo el
propio AGA la que muestra una peor perspectiva de este indice.

VcCDA CD AGA P>G AHélice 1 AHélice 2
Longitud secuencia 324 309 324 320 318
MW (kDa) 35,905 34,127 35,784 35,518 35,264
Pl 5,07 5,12 5,07 5,07 5,00
P e 25,91 21,13 23,07 24,74 26,45
Indice de Inestabilidad ’ ’ ’ ’ ’
(estable) (estable) (estable) (estable) (estable)
indice alifatico 71,70 73,3 71,70 72,59 71,82
GRAVY (Grand average -0,432 0,411 0,421 -0,425 0,421
of hydropathicity)

Tabla 10.4-1 Parametros calculados para los constructos de segunda generacion
Cuadro resumen de los parametros calculados a partir de la estructura primaria de las proteinas resultantes
de la expresidn de los constructos obtenidos segun las estrategias definidas en la ingenieria del loop 5.

Dado que la creacion de la quimera VcCDA L5-BsPdaA tuvo un gran impacto en el nivel de
expresidn de la proteina, y ya que algunos de los nuevos mutantes también implican la remocién
de una extensidn considerable de la secuencia del loop 5, se realizé un estudio exploratorio sobre
la expresion de estos constructos en E.coli BL21 (DE3) star. En este caso se procedio a utilizar el
medio de autoinduccion siguiendo el protocolo aplicado para la proteina original: 48h de
incubacién a 252C y agitacidn. En estas pruebas se aplicé la metodologia previamente presentada
(y recogida en detalle en el apartado de material y métodos) en la que se toman alicuotas tras la
incubacién las cuales son lisadas por sonicacion y tanto la fraccidn soluble como la insoluble son
analizadas por gel SDS-PAGE.
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CD AGA PG Hélicel Hélice 2
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Figura 10.4-6 Prueba de expresion de los mutantes de segunda generacion

Imdgenes del gel SDS-PAGE en los que se analizan la fraccidn soluble (S) e insoluble (P) de las pruebas de
expresion de los mutantes de segunda generacién. Destaca la gran banda de expresion soluble para el
mutante P-G.

En la Figura 10.4-6 se muestran los resultados obtenidos para todos los mutantes de segunda
generacion. En este caso la proteina de referencia es el dominio catalitico. En base al perfil de
bandas en el gel se demuestra que el mutante P-G (en el que las prolinas del loop 5 se han
sustituido por glicinas) es el que se sobreexpresa de manera clara en la fraccién soluble, incluso a
un nivel superior que el dominio catalitico aislado usado como referencia. En los otros tres casos
(AGA, AHélice 1 y AHélice 2) no se observa una banda clara de sobreexpresion al mismo nivel que
la P-G, pero si que se observa una serie de bandas tanto en la fraccién soluble como insoluble a la
misma distancia de migracién que la proteina patron.

Ya que se observaron buenos niveles de expresion de proteina se decidid escalar el proceso a un
cultivo preparativo en el que se aplicaron las mismas condiciones usadas para la proteina original.
Las etapas de purificacion son idénticas a las aplicadas en los otros casos: lisis celular por
sonicacidn, centrifugacion y dos etapas cromatograficas, afinidad usando una columna Strep-Trap
y filtracion en gel con una columna Superdex200.

En la Figura 10.4-7 se muestran los resultados de la cromatografia de afinidad aplicada a los cuatro
constructos de ingenieria del loop 5. Como era previsible en base a los resultados de la prueba de
expresion, los picos resultantes de la eluciéon del mutante P-G (Figura 10.4-7 B) son de mayor
magnitud que en el caso de los otros 3 constructos.
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Figura 10.4-7 Cromatograma de purificacion Strep-Trap de los mutantes de segunda generacion

Cromatograma resultante de la purificaciéon por cromatografia de afinidad de los mutantes de segunda
generacién: A) AGA, B) P-G, C) AHélice 1y D) AHélice 2. Se realizaron entre 3 y 4 cargas de columna en la que
se realizaron tres cargas de columna y se siguié el protocolo habitual de cargas lavados y eluciones. Los

numero indican las etapas de un ciclo de carga/elucién: 1. Carga, 2. Lavado, 3. Elucién, 4. Lavado, 5.
Regeneracién con Haba y 6. Lavado.

En la siguiente etapa se aplicé una cromatografia de filtracidon en gel en la que se cargaron todas

las fracciones resultantes de la purificacién de la cromatografia de afinidad Strep-Trap.

En la Figura 10.4-8 se muestran los perfiles de elucién de los cuatro mutantes. En este caso ya se
empiezan a observar resultados considerablemente dispares en cuanto a la distribucidn
poblacional de las fracciones oligoméricas. En la Figura 10.4-8A se muestra el perfil del mutante
AGA en el que solo se observan tres fracciones. Si se calcula los pesos moleculares de las fracciones
F2 y F3 usando la ecuacién de calibrado de la columna (Ecuacién 3) se obtiene que la fraccion F2
tiene un MW de 55,33 kDa y la F3 24,81 kDa. A pesar de que estos valores se alejan del valor
tedrico (un aspecto ya discutido previamente) nos son igualmente Utiles para interpretar que esta
Ultima fraccion F3 es la monomeérica. En el caso del mutante P-G (Figura 10.4-8B) se observa un
perfil de 5 fracciones similar al de la VcCDA CD pero con una muy baja presencia de la fraccion
monomérica F5. Si se calculan las masas moleculares para la fraccién F4 se obtiene un valor de
62,6 kDa mientras que para la fraccion F5 es de 31,2 kDa. Para el mutante AHélice 1 se observan
tres fracciones con los pesos moleculares de 53,7 kDa (F2) y 25,3 (F3). En el caso de este mutante
(Figura 10.4-8C), el perfil es muy similar al del AGA vy las explicaciones son las mismas. Para el
mutante AHélice 2 (Figura 10.4-8D) se observa un perfil intermedio de los dos casos anteriores,

existen 4 fracciones identificables: una F1 de agregados de alto peso molecular, una F2 de 86,5
kDa, una F3 de 58,8 kDa y una F4 28,2 kDa.
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Figura 10.4-8 Cromatogramas de GFC de los mutantes de segunda generacion

Cromatograma obtenido en la cromatografia de gel filtracién usando una columna Superdex 200 (16/600). A)
AGA: se observan 3 fracciones, B) P-G: se observan 5 fracciones, C) AHélice 1: se observan 3 fracciones y D)
AHélice 2: se observan 4 fracciones.

Las observaciones en cuanto al perfil de agregacion de las proteinas pueden resumirse en que una
eliminacion total o parcial del loop 5 conlleva un desplazamiento del perfil poblacional de
oligdmeros hacia la fraccion monomérica.

Las muestras provenientes de todas las fases de purificacion, desde la lisis y clarificado, hasta las
diferentes fracciones del perfil de elucién de filtracidn en gel se analizaron por SDS-PAGE ( Figura
10.4-9).
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Figura 10.4-9 SDS-PAGE de los mutantes de segunda generacion

Geles SDS-PAGE de todo el proceso de purificacién los mutantes de segunda generacidén A) AGA: 34,12 kDa;
B) P-G: 35,78 kDa; C)AHélice 1: 35,52 kDa y D)AHélice 2: 35,26 kDa. M: Marker Low Range, Pll: Pellet de la
centrifugacion tras el lisado, Cr: crudo, fraccion soluble del lisado, FT: Flow through de la columna, Strp:
Proteina purificada por la Strep-Trap, F1-F5: fracciones dela 1 ala 5.

En los geles se observa que las proteinas presentan una alta pureza y que en todos los casos las
fracciones de diferente tiempo de elucion en la GFC se muestran como una Unica banda, lo que
demuestra que estan formadas por agregacidn de una Unica proteina. En el caso del mutante P-G
(Figura 10.4-9B) se observa presencia de proteina en la fraccién insoluble.

A su vez, se analizé el perfil de actividad con el sustrato AcOMU (Figura 10.4-10). En tres de los
cuatro casos (AGA, AHélice 1 y AHélice 2) las fracciones que han sido seleccionadas por su
actividad son las monoméricas (F3, F3 y F4 respectivamente). Llama la atencion el caso del
mutante P-G (Figura 10.4-10) que, a pesar de mostrar el perfil tipico de 5 fracciones de la VcCDA,
solo la fraccién dimérica F4 presenta actividad sobre este sustrato inespecifico, asi, esta es la
fracciéon seleccionada para su caracterizacidon. Adicionalmente, se conservd la fraccion F5 para
comprobaciones de actividad con quitooligosacaridos.
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Figura 10.4-10 Perfil de elucion GFC de VcCDA CD vs AcOMU de los mutantes de segunda generacion
Perfil de actividad de las fracciones sobre el sustrato artificial AcOMU superpuesto al perfil de elucién de la
cromatografia de gel filtracidn. Las fracciones seleccionadas son: A) AGA: F3, B) P-G: F4, C) AHélice 1: F3 y D)

AHélice 2: F4.

Se juntaron todos los voliumenes correspondientes a cada fraccidon (AGA: F3, P-G: F4, AHélice 1:
F3 y AHélice 2: F4) y de cada solucién de proteina final se tomd una alicuota para ser analizado
por espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 10.4-11).

En todos los casos la masa molecular experimental corresponde a los valores tedricos esperados
(Figura 10.4-11). Se cuantificé la concentracion de cada una de las proteinas mediante el método
de BCA utilizando como referencia una recta patron de BSA, y se calcularon los rendimientos por
litro de cultivo de cada una de las proteina (Tabla 10.4-2).

MW y N2 de Rendimiento
Mutante MW MALDI-TOF Fraccion . . mg proteina/L
Calculado purifcaciones .
cultivo
VcCDA CD 35,91 kDa 35,75-35,9 kDa Monomérica 3 4,12 mg/L
AGA 34,12 kDa 33,98-34,17 kDa Monomeérica 3 1,55 mg/L
P-G 35,78 kDa 35,62-35,82 kDa Dimérica 2 14,11 mg/L
AHélice 1 35,52 kDa 35,11-35,29kDa  Monomérica 1 0,86 mg/L
AHélice 2 35,26 kDa 35,11-35,29 kDa Dimérica 1 2,32 mg/L

Tabla 10.4-2 Resumen de purificacion de los mutates de segunda generacion.
Cuadro resumen de los datos de purificacién de los mutantes de segunda generacién en comparacion con la

proteina de referencia VcCDA CD.
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Figura 10.4-11 MALDI-TOF de los mutantes de segunda generacion

Espectro de masas de la fraccidn monomérica de la VcCDA FL analizada por espectrometria de masas MALDI-
TOF. generacidon A) masas tedricas: AGA: 34,12 kDa; B) P-G: 35,78 kDa; C)AHélice 1: 35,52 kDa y D)AHélice 2:
35,26 kDA

10.4.2. Estudio de la estabilidad de los mutantes de segunda generacion

Como en casos anteriores, se utilizd la metodologia DSF usando Sypro orange como sonda. Se
empled la VcCDA CD como proteina de referencia.

En la Figura 10.4-12 se muestran las curvas obtenidas para los diferentes mutantes. La primera
conclusién que se extrae de la inspeccién visual de los graficos es que la presencia de Zn*?
homogeniza los valores de Tm, mientras que en su ausencia se observa una mayor diferencia.
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Figura 10.4-12 Prueba de estabilidad DSF para el cdlculo de Tm de los mutantes de segunda generacion
Calculo de las Tm para VcCDA (como referencia) y los mutantes de segunda generacién mediante una curva de
desnaturalizacidén usando Sypro Orange como reactivo de monitorizacién en ausencia de Zn*? (A) y en presencia
de 0,1 mM Zn*2 (B). Comparacion de los valores de T, en presencia y ausencia de Zn*2 (C)

En Tabla 10.4-3 se muestran los valores de T, en las condiciones ensayadas obtenidos tras el
ajuste de la Ecuacién 4. En ausencia de Zn*? el valor de las T, es generalmente menor y la
desviacidn estandar de las Tr, en conjunto es de 1,542C, mientras que el mismo célculo realizado
con las T, procedentes de las curvas en presencia de Zn*? da como resultado 0,772C.

Enzima Tm ( CDA- 1I;;Inut) Tm + Zn*? A(z[";_*l'\,lz;‘t;z
cb 54,41 + 0,12°C 57,60 + 0,182C
AGA 52,01 +0,37°C 2,40 56,11 + 0,07°C 1,49
P-G 52,96 £ 0,22°C 1,45 56,33 + 0,062C 1,27
AHélice 1 51,09 £ 0,15°C 3,32 55,64 £ 0,11°C 1,96
AHélice 2 50,53 £ 0,109C 3,88 55,84 + 0,082C 1,76

Tabla 10.4-3 Comparacion de T,, en los mutantes de segunda generacion

Cuadro de comparacién de los valores de la T,, obtenidos para los diferentes constructos de segunda
generacién usando la VcCDA CD en ausencia y presencia de Zn*? (0,1 mM) usando una metodologia de DSF
con Sypro Orange. Promedio de dos réplicas

En la misma tabla se observa que el CD es el enzima con la T,, mas alta y, por lo tanto, mas
termoestable. El siguiente enzima mas estable es el mutante P-G, donde las mutaciones puntuales
posiblemente no modifican la topologia del loop 5. Ademas la variacion de Tr, entre el ensayo sin
y con Zn*? muestra un valor muy préximo al del CD, algo que también estd de acuerdo con la
explicacion aportada. Para los mutantes en los que se elimind total o parcialmente el loop 5 se
obtienen valores de Tn, inferiores, curiosamente el valor del mutante AGA es ligeramente mayor
al de los AHélice 1 y 2. Ademas, estos son los que presentan una AT, y ATm+Zn*’mayor. Este
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fendmeno puede interpretarse a través del rol en la estabilizacidon de la estructura del metal
catalitico, es posible que en estos mutantes se haya reducido la afinidad por el Zn*? y que en la
poblacién de enzimas el activo no se encuentre saturado con el catién.

Se concluye que todos los mutantes presentan una estabilidad térmica similar pero ligeramente
inferior (de 1 a 22C) a la del enzyma WT CD, y que son estables a la temperatura de los ensayos de
actividad (372C) que siguen.

10.4.3. Caracterizacion cinética de los mutantes de segunda generacion

Como en las caracterizaciones anteriores, se realiza una exploracion de la actividad del enzima
realizando un estudio de la actividad a diferentes concentraciones de enzima usando los sustratos
de referencia DP2 y DP4. Por otro lado este experimento se aprovecha para identificar el nimero
de eventos de desacetilacién que es capaz de realizar por molécula.

Los cuatro nuevos mutantes son activos en la desacetilacion de quitooligosacaridos y el producto
principal obtenido es el monodesacetilado.

La caracterizacion de estos mutantes se realizé utilizando los mismos sustratos (DP2, DP3, DP4 y
DP5) y el mismo protocolo utilizado con las otras versiones del enzima previamente descritas. Al
igual que en los estudios de estabilidad, la proteina que se utiliza como referencia es el dominio
catalitico aislado (WT CD). Para la obtencion de los pardmetros cinéticos se utilizé el monémero
en todos los casos menos para el mutante P-G, ya que el perfil de actividades de las fracciones
oligoméricas con AcOMU mostraba que el dimero es la forma activa.

En el conjunto de graficos mostrados en la Figura 10.4-13 A-D se muestran los perfiles de actividad
al representar vo/[E] frente a concentracidn de sustrato para poder obtener los valores de kcat y
Km por ajuste de los datos a la ecuacion de Michaelis-Menten (Ecuacion 1). El andlisis visual ya
demuestra unos resultados muy sorprendentes: todos los enzimas muestran una mayor actividad
para sustratos largos que para sustratos cortos sin excepcion. Ademas se observa un
comportamiento peculiar del mutante AHélice 2, ya que no se observa saturacion en las cinéticas
con DP4 y DP5, mientras con DP2 y DP3 si que se observa cierta saturacion a pesar de los valores
tan bajos obtenidos.

En la Tabla 10.4-4 se muestran los valores de kcat, Kmy otros parametros derivados obtenidos para
cada uno de los cuatro mutantes en comparacién con el dominio catalitico aislado. Al igual que
con el enzima WT CD, no se observa comportamiento cooperativo para ningun substrato.
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Figura 10.4-13 Caracterizacion cinética de los mutantes de segunda generacion
Caracterizacion de los parametros cinéticos de los mutantes de segunda generacion A) AGA, B) P-G, C) AHélice
1y D)AHélice 2 utilizando como sustrato los quitooligosacaridos DP2, DP3, DP4 y DP5. Todos los ensayos se
realizan en tampon Tris 50 mM pH 8,5 NaCl 300 mM y a una temperatura de 372C.
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En el caso del mutante AGA, la actividad con DP2 como sustrato se ve altamente reducida
representando tan solo el 1,48% del valor de k..t de la proteina de referencia WT CD. Al contrario,
desde DP3 hasta DP5 su actividad se ve incrementada con respecto al CD. Son muy llamativos los
valores de ket para DP4 (1,27 +0,16 s1) y DP5 (3,18 + 0,61 s1) que mejoran el valor de ke respecto
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aWT CD en un 577% vy un 757%, respectivamente. Al mismo tiempo los valores de Ky también se
ven afectados, siendo todos significativamente mas altos que para el dominio catalitico aislado.
Ademas, en comparacién con los otros mutantes sus valores de Ky son los mas altos para DP3,
DP4y DP5.

Kcat Km kcat/KM VO/[E] 2mM % Kcat
Sustrato | Mutante (s?) (mM) (Ms?)  Sustrato (s?) Mut/CD
cD 2,26+0,17 0,44+0,1 51-10° 1,68 £0,23
AGA 0,03+0,002 1,32+0,22 2,3-10* 1,48
(GlcNAc)2 P-G 0,12+0,01 2,47+0,41 4,8-10' 5,28
AHélice1 0,03+0,003 1,19+0,29 2,5-10° 1,32
AHélice 2 n.s.? n.s.? 9,7 0,021+0,001  (1,3% vo/[E])*
cD 0,67+0,03 1,10+0,11 6,0-10> 0,43+0,04
AGA 1,56 +0,14  4,94+0,68 3,2-10? 232,83
(GIcNAc)s P-G 0,56+0,06 096+0,41 5,8-10° 82,97
AHélice1 0,50+0,05 2,50+0,47 2,0-10? 74,62
AHélice 2 ~0,70 ~2,58 2,7-10% 0,34 0,03 (79,2% vo/[E])*
cD 0,22+0,01 1,01+0,13 2,2-10> 0,15+0,02
AGA 1,27+0,16 4,04+0,84 3,6-10? 577,27
(GIcNAC)4 P-G 1,98+0,22 1,84+0,44 1,1-10? 900
AHélice1  1,30+0,11 1,33%0,27 1,0-10? 590,91
AHélice 2 n.s.? n.s.? 4,2-10% 0,98+0,07  (653,3% vo/[F])*
CD 0,42+0,02 0,76£0,09 55-10° 0,29+0,03
AGA 3,18+0,61 4,62+124 6,9-10° 757,14
(GIcNAQ)s P-G 414+0,47 2,01+0,40 28-10° 984,76
AHélice1  2,89+0,23  1,23+0,20 2,3-10° 688,10
AHélice 2 n.s.? n.s.? 1,7-10°  3,09+0,51 (1065,5%
vo/[E])*

Tabla 10.4-4 Parametros cinéticos de la caracterizacion de los mutantes de segunda generacion

Parametros cinéticos keat y Km obtenidos en la caracterizacion de la VcCDA CD como referencia y de los
mutantes AGA, P-G, AHélice 1 y AHélice 2. Como no se observa comportamiento cooperativo se utiliza la
ecuacion de Michaelis Menten en todos los casos. AHélice 2 no se satura con DP4 y DP5 por lo que solo se
determina el parametro keat/Kv y se comparan los valores de vo/[E] a 2 mM de sustrato. Los valores de kcat/Km
para el mutante AHélice 2 se obtienen de un ajuste lineal de los valores obtenidos en el que la pendeinte
obtenida equivale a keat/Km.! Ratio de vo/[E] mut/CD a 2 mM de sustrato. 2n.s. parametro no calculado debido
a que no se observa saturacion del enzima

En el caso del mutante P-G, del cual se caracterizd la fraccion dimérica, también se observa un
comportamiento similar, se pierde capacidad en la desacetilacién de DP2 pero se incrementa con
sustratos largos. Sin embargo el comportamiento hacia DP3 no es coincidente con el del mutante
AGA. En este caso el nivel de actividad en términos de ket se mantienen en el nivel de la proteina
dereferencia (P-G 0,56 £ 0,06 s vs CD 0,67 + 0,03 s1), pero, no solo ket, también la Ky se mantiene
en el mismo nivel (P-G 0,96 + 0,41 mM vs CD 1,10 + 0,11 mM). El fendmeno reportado en DP3
puede deberse a que al no haberse eliminado el loop 5 el comportamiento con este sustrato es
similara lo que ocurre en la proteina WT. Podria esperarse que la actividad se viese incrementada
pero la presencia del loop 5 completo haga que el sustrato retenido solo por el subsitio +1
adicional no sea lo suficientemente fuerte para mantenerlo en una posicién lineal en el sitio activo
permitiendo el cierre completo del loop 4, asi este adopta la conformacion semicerrada. Para DP4
y DP5 el valor de ket se haincrementado entre un 900% y 985%, un incremento muy significativo.
Estos sustratos mds largos pueden acomodarse linealmente sobre un nuimero adicional de
subsitios gracias a la mayor flexibilidad del loop 5 manteniendo una disposicion lineal sobre el
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surco del centro activo y permitiendo que el loop 4 pueda cerrarse completamente y desarrollar
una mayor actividad catalitica. Este resultado nos indica que no solo la eliminacidn del loop 5 ha
sido exitosa (mutante AGA), sino que el haber flexibilizado el loop también proporciona unos
resultados satisfactorios. En este caso también se ha invertido la preferencia de sustratos en base
asu DP.

Cuando se analizé el perfil de actividades de las diferentes fracciones oligoméricas del mutante P-
G con el sustrato AcOMU (Figura 10.4-10) se obtuvo como resultado que la fraccion mas activa
era la dimérica, observandose practicamente 0 actividad en el monédmero. Por norma general, el
mondmero siempre habia sido en todas las otras construcciones la fraccion con mayor actividad.
Dado que el AcOMU es un sustrato artificial (aunque inespecifico) se decidié comprobar las
actividades especificas de la fraccion dimérica y monomérica para ver si realmente hay un
comportamiento diferencial entre una y otra al usar quitooligosacaridos como sustratos. En la
Figura 10.4-14 se observa que realmente la fraccion monomérica F5 es activa. Sin embargo si
atendemos a la velocidad especifica de cada poblacidn obtenida por las pendientes de las rectas
Vo Vs [E], se observa que la fraccion monomérica es menos activa tanto para DP2 como para DP4.
Asi se puede considerar que, en términos generales, la fraccion dimérica muestra un mejor
comportamiento como biocatalizador para su aplicacidn in vitro.

0.4 0.5
A) P-G F4 B) P-G F5
034 Y=0,574%+0,049 0.4+ ¥=0,394x+0,101
’ R*=0,99 R%=0,95
0 v 03
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Figura 10.4-14 Comparacion de la fraccion monomeérica y dimérica del mutante P-G
Graficos en los que se muestra la comparacion de las velocidades especificas para la fraccion monomérica
(F5) y dimérica del mutante P-G cuando desacetilan los sustratos DP2 y DP4.

El comportamiento del mutante AHélice 1 sigue el patrén general reportado: pérdida de actividad
con DP2 e incremento sustancial de su capacidad catalitica con DP4 y DP5. Los pardmetros
obtenidos para DP2, DP4 y DP5 son muy similares a los descritos para el mutante AGA ya que los
porcentajes de ket calculados se mantienen dentro del mismo rango. Por otro lado el
comportamiento con DP3 es mads parecido a lo descrito con el mutante P-G, con una ket similar a
la de la proteina de referencia. Es probable que la explicacion mecanistica de este fendmeno sea
similar a la aportada para el mutante P-G. Para DP2, DP3, DP4 y DP5 las Ku de este mutante son
ligeramente mdas bajas que las que muestra el mutante AGA (con el que comparte
comportamiento en términos de k., excepto con DP3). Al igual que en los otros dos mutantes
presentados, el AHélice 1 también muestra una inversién del patréon de preferencias de sustratos,
habiendo demostrado que la truncacién parcial del loop es suficiente para la acomodacién de
sustratos largos. Por otro lado, muestra un comportamiento intermedio entre el mutante AGA y
P-G.
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Al analizar las cinéticas del mutante AHélice 2 se observa que el perfil de preferencias de sustratos
se ha invertido al igual que en los otros candidatos, pero ademas llama la atencién un
comportamiento cinético no coincidente con ninguno de los otros tres mutantes. Se observa la
pérdida de actividad habitual con DP2, el mantenimiento del valor de k.t para DP3, pero su
actividad sobre DP4 y DP5 es muy diferente. Cabe mencionar que con DP3 es con el Unico de los
sustratos en los que se observa curvatura en la representacion de vo/[E] frente a [sustrato]. En el
caso de DP2, DP4 y DP5 no se llega a saturar el enzima en las concentraciones ensayadas. Es dificil
interpretar este resultado, pero indica una notable disminucién de la afinidad por estos sustratos.
Este fendmeno obliga a utilizar la actividad especifica vo/[E] a 2 mM de sustrato para comparar el
comportamiento del enzima. Analizando este valor se observa que sigue el perfil general de
comportamiento mostrando un porcentaje de vo/[E] de hasta 1000% en comparacion con el
dominio catalitico para el sustrato DP5.

En resumen, se observa que las tres estrategias globales para la ingenieria del loop 5 con el fin de
incrementar la actividad desacetilasa usando sustratos mayores que DP3 ha sido exitosa. En todos
ellos elincremento de kcat en DP4 y DP5 se encuentra en el rango del 500% y 1000%. Sin embargo,
estas modificaciones tienen una contrapartida que afecta negativamente a la actividad cuando
DP2 es el sustrato. Este hecho puede deberse a varias causas dificiles de esclarecer en base a los
datos disponibles: Es probable que para llegar a una conformacién cerrada estable el Loop 4 se
ayude de interacciones que establece con el loop 5, de tal modo que las intervenciones realizadas
en el loop 5 penalizan gravemente este fendémeno. En el caso de DP2, el cual es un sustrato que
solo esta estableciendo interacciones en los subsitios -1 y 0 este hecho se muestra muy relevante.
Por otro lado los sustratos mas largos son capaces de establecer interacciones con subsitios
adicionales (+1, +2 e incluos +3 para los sustratos DP3, DP4 y DP5) esto supone un estabilizacién
incremental que ayuda al proceso catalitico, de ahi que se observe un aumento de la actividad con
el DP de los sustratos. Otra opcidn que explique la menor actividad con DP2, es el hecho de que
ahora existen mas subsitios disponibles en los que se puede unir de modo no productivo, que se
refleja en una menor actividad aparente.

10.4.4. Caracterizacion del patron de desacetilacion de los mutantes de segunda
generacion

Una vez definido el comportamiento cinético de los cuatro mutantes y haber demostrado que son
mas eficientes con sustratos como DP4 y DP5 es necesaria la obtencion de reacciones enzimaticas
preparativas para comprobar si el patron de desacetilacidn se ha visto afectado. Para este estudio
se analizaron los sustratos de referencia DP2 y DP4, con excepcion del mutante P-G con el que
también se probd DP5 debido al especial interés que generaba este enzima por sus niveles de
expresiodn, estabilidad y eficiencia catalitica.

Las concentraciones de enzima utilizadas para cada mutante son las que constan a continuacién:
AGA 2,0 uM, P-G 2,1 uM, AHélice 1 1,0 uM, y AHélice 2 2,9 uM. La fraccidn oligomérica utilizada
para la caracterizaciéon del mutante P-G fue la dimérica debido a su mejor comportamiento
catalitico. La cantidad de sustrato en cada reaccion fue de 10 mg lo que implica concentraciones
entre 7 mMy 20 mM en funcidn del DP del sustrato empleado. Las reacciones se mantuvieron en
incubacién a 372C durante 48 horas en las que se fue monitorizando la evolucién de la
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desacetilacion por HPLC-MS. Al igual que en las secuenciaciones del PA anteriores, una vez
detectada la falta de evolucidn, las muestras son congeladas y liofilizadas hasta su analisis
mediante la metodologia de HPLC-MS? tras el marcado isotdpicos de los productos de reaccién

(ver apartado 9.2.9).

i Abundancia
Mutante Sustrato Patron .
desacetilado

DP2 AD 100 %

CD DP4 ADAA 100 %

DP5 ADAAA 100 %

DP2 AD 100 %

ADAA 74 %

AGA
DP4 AADA 17 %
DAAA 9%

DP2 AD 100 %

P-G DP4 ADAA 100 %

DP5 ADAAA 100 %

. DP2 AD 100 %
AHélice 1

DP4 ADAA 100 %

. DP2 AD 100 %
AHélice 2

DP4 ADAA 100 %

Tabla 10.4-5 Patrdn de desacetilacion de los mutantes de segunda generacion
Resumen de los PA obtenidos en la secuenciacidon de los productos de desacetilacidon de los diferentes
mutantes de segunda generacién AGA, P-G, AHélice 1y AHélice 2. A: GIcNAc, D: GlcN.

En la Tabla 10.4-5 se muestran los resultados obtenidos. A excepcidn del mutante AGA, todos los
demas mutantes mantienen el patrén del enzima originario independientemente del sustrato
empleado. Sin embargo, los productos resultantes de la desacetilaciéon del mutante AGA en DP4
presentan tres patrones diferentes de desacetilacién: ADAA, AADA y DAAAA. El mas frecuente es
el patron del enzima WT (ADAA) con un 74% de abundancia. Le sigue el AADA con un 17% y por
ultimo DAAA con un 9%. Es dificil encontrar una explicacion a estos nuevos patrones encontrados
sin disponer de una estructura cristalografica del complejo enzima sustrato. Explicar el patrdn
DAAA es mas sencillo, la exposicidn de subsitios positivos podria permitir un desplazamiento del
sustrato hacia los subsitios positivos siendo posible un modo de unidn en los subsitios 0 a +3
situando el extremo no reductor del sustrato en el subsitio 0 y que estuviese lo suficientemente
estabilizado por las interacciones que se crean en los subsitios positivos como para que tenga
lugar la desacetilacién. El patrdn AADA es mas dificil de explicar dado que los subsitios negativos
siguen estando bloqueados.

Por lo general se encontré que en los mutantes la cantidad de DP2 sin haber sido desacetilado era
considerablemente superior a la de la proteina de referencia VcCDA CD a tiempos largos de
reaccion. Por el contrario, en el caso de DP4 y DP5 no se detectaban sustratos no reaccionados.
Esta observacidon se muestra en concordancia con los resultados cinéticos en los que se vio que
los nuevos mutantes perdian capacidad de desacetilar DP2, mientras que ganaban eficienciaen la
modificacion de sustratos mas largos. En ninguin caso se observan productos didesacetilados.
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10.4.5. Conclusiones en la ingenieria del loop 5

En el presente apartado se ha demostrado que el Subsite Capping Model no es solo una teoria que
permite explicar el comportamiento de las desacetilasas en cuanto a la preferencia de sus
sustratos en términos de DP. El Subsite Capping Model se ha confirmado como una herramienta
util en el redisefio de los loops que decoran el sitio activo para modular estas caracteristicas.

Siendo el punto de partida la generacidon de tres estrategias de ingenieria del loop 5 para el
incremento de la actividad del enzima hacia sustratos mayores que DP3: eliminacidon completa,
flexibilizacién y reduccion parcial del tamafio, se han conseguido unos resultados espectaculares
en todas y cada una de ellas tal como se ejemplifica en la Figura 10.4-15.
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Figura 10.4-15 Evolucidn de actividades en funcién del DP del sustrato.

Graficos resumen de la tendencia de actividades con diferentes sustratos para los mutantes de segunda
generacion AGA, P-G, AHélice 1 y AHélice 2 en comparacion con la proteina de referencia VcCDA CD. Se
representan los valores de ket con excepcidén del mutante AHélice 2 en el que se representan los valores de

vo/[E].

A pesar de que no todos presentan niveles de expresién muy elevados, si que se ha conseguido
un gran potencial: el mutante P-G. Sus principales caracteristicas son: altos niveles de expresion,
estabilidad similar a la de las proteinas de referencia y un perfil de actividad mejorado y de gran
interés. Estos hechos han conseguido que se haya implementado dentro de cepas de E. coli de
produccién dentro del proyecto Nano3Bio en las cuales se han realizado intervenciones de
ingenieria metabdlica para aumentar la produccién de oligdmeros de quitosano (Cell Factory
approach). Esta parte del trabajo esta siendo realizada por el grupo de la Dra. Marjan de Mey en
la Universidad de Ghent. En la mencionada cepa, se coexpresan NodC (una sintasa de
quitooligosacaridos) proveniente del operon NOD del genero Rhizobium y el mutante VcCDA CD
P-G. Este sistema ha ayudado a incrementar la pureza de los productos obtenidos. Previamente a
laincorporacion del gen mutante en el sistema de expresidon se obtenian mezclas de DP4 y DP4(N)
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como productos, tras la incorporacién del gen con la versién mejorada del enzima la produccion
se ha desplazado por completo hacia el producto monodesacetilado.

Debido a las grandes repercusiones que han tenido las modificaciones en el perfil de actividad de
los enzimas modificados se han realizado multiples intentos de cristalizacion del mutante P-G en
colaboracidn con el grupo del Dr. Marcelo Guerin. Para esto se han creado las versiones inactivas
D39S de este mutante tanto habiendo usado como molde el dominio catalitico aislado (como es
la proteina descrita en todo este apartado), como la proteina completa incluyendo la mutacion en
las tres prolinas. También se intentd la cocristalizacién del enzima en presencia de sustratos como
DP4 o DP5. A pesar de que en algunas condiciones se encontraron pequefios cristales, ninguno
fue capaz de difractar con la suficiente calidad como para poder resolver la estructura del enzima.

Figura 10.4-16 Intentos de cristalizacion del mutante P-G

Ejemplos de los cristales obtenidos para el mutante VcCDA FL P-G D39S A) 6 mg/mL enzima en ausencia de
sustrato, B) 6 mg/mL enzima en presencia de DP5 0,5 mM. Condiciones: Cacodilato de sodio pH 6,5, 0.16 M
Calcio acetato hidrato, 14.4% PEG8000.

Se proseguiran los trabajos de cristalogénesis con este y otros mutantes del loop 5 con el fin de
obtener informacion detallada sobre la implicacién de las modificaciones estructurales realizadas
y el comportamiento cinético observado.
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10.5. Discusion global VcCDA

En la presente memoria se ha presentado la evolucién del trabajo realizado en el drea de las
desacetilasas. La base de conocimiento de la que se disponia generaba un gran abanico de
posibilidades a la hora del estudio de esta familia de enzimas. El hecho de que el laboratorio en el
gue se realiz6 el presente trabajo de investigacion fuese el primero en resolver la estructura de
una CE4 en complejo productivo con sustrato en colaboracion con el grupo del Dr. Marcelo Guerin
(Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014), centraba las perspectivas en buscar aproximaciones que
permitieran definir las relaciones estructura-funcion de la VcCDA. Este enzima se ha convertido
en un modelo de las CE4 debido al conocimiento estructural del que se dispone gracias a los
complejos enzima-sustrato.

Se inici6 con el establecimiento y validacion de un método analitico HPLC-MS para la
monitorizacion de la actividad enzimatica de desacetilasas. Toda la metodologia descrita
demostré ser un elemento crucial en la exploracién y caracterizacion de todos los mutantes
descritos. Los elementos de automatizacion implementados demostraron ser un aspecto central
ademads de la selectividad que aporta la deteccion por espectrometria de masas de los productos.
Mas alld de ser un herramienta de caracterizacién, esta metodologia se ha convertido en un
elemento de analisis rutinario a la hora de realizar una aproximacion rapida a la actividad de los
enzimas mediante el calculo de velocidades especificas. Su aplicacién en modo de escaneo
permite estimar rapidamente el DA de los productos.

Hasta el establecimiento de esta técnica no se habia descrito en la bibliografia publicada hasta le
fecha una metodologia con las capacidades analiticas de la aqui descrita. Dentro del marco de
todo el trabajo realizado, se ha aplicado en exclusiva al estudio de la VcCDA y los mutantes
derivados, pero la potencialidad de esta metodologia asegura que la adaptacion a otros enzimas
relacionados sea practicamente directa tras la obtencion de los patrones correspondientes.

Parte del trabajo aqui presentado consistia en una evaluacién de la proteina VcCDA en cuanto a
diferentes parametros como pueden sera su actividad con diferentes sustratos o la dependencia
de esta actividad en base al cation divalente presente en el centro activo (resultados que ya fueron
incluidos en el articulo publicado por Andrés et al. (Andrés, Albesa-Jové, et al., 2014)). En esta
caracterizacién de base también se incluye la construccidon de una version de este enzima en el
que se eliminan los dos CBM que se encontraban en su extremo C terminal. Esta modificacién no
solo demostré mejorar ligeramente la actividad del enzima en sustratos largos, sino que demostré
no afectar significativamente en términos de expresién ni de estabilidad del enzima. El poder
disponer de una unidad enzimdtica de menor tamafno que sea capaz de llevar a cabo las mismas
tareas enzimaticas que una de mayor peso molecular siempre supone una ventaja productiva a la
hora de su incorporacidon en una cepa de produccién.

Mas alld de estos trabajos de exploracién y caracterizacion, el proyecto aqui desarrollado se
abordé el reto de demostrar la hipdtesis del Subsite Capping Model. Este hecho situa el trabajo
dentro de un marco tedrico-experimental en el que definir experimentos que sean concluyente a
la hora de apoyar esta hipdtesis y que a su vez asienten el Subsite Capping Model como una teoria
capaz de definir las directrices en la modificacién e ingenieria de desacetilasas. Estas directrices
buscarian el ser capaces de generar enzimas mutantes en los que es posible predefinir la
preferencia de sustratos e incluso el patrén de desacetilacién de los mismos.
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Los resultados obtenidos dentro de este campo, no solo han demostrado que el Subsite Capping
Model es una realidad en cuanto la desacetilasa de Vibrio cholerae, sino que es posible generar
hipdtesis con esta base que permiten modificar el comportamiento del enzima mediante la
ingenieria de loops. Este hecho abre una nueva puerta dentro de la ingenieria de desacetilasas. La
capacidad de generar desacetilasas a medida en las que, a partir de una libreria de loops, ser
capaces de definir no solo que sustratos usan, sino que también el patron de sus productos
podrian llegar a convertirse en uno de los puntos cruciales en la produccién de estos compuestos
de forma biotecnoldgica. Este avance seria capaz de proporcionar patrones que quizas no existan
en la naturaleza o incluso llegar a incorporar sustratos no naturales a ser desacetilados.

Sin duda, a pesar del potencial de los resultados obtenidos es necesario una extension del trabajo
en el que se persiga un conocimiento profundo de las relaciones estructura-funcién de la
implicacion de los loops en la actividad de estos enzimas. Hitos como la resolucion de la estructura
de alguno de los mutantes obtenidos o la obtenciéon de modelos y simulaciones bioinformaticas
serian de gran utilidad a la hora de aportar luz sobre la relevancia de los loops. Adicionalmente,
en el Laboratorio de Bioquimica del 1QS se estdn desarrollando otros trabajos para extender el
modelo del Subsite Capping Model a otras desacetilasas y para el redisefio de los subsitios
negativos dentro de la propia VcCDA.

En resumen, el trabajo aqui presentado no solo ha demostrado la capacidad del Subsite Capping
Model como mecanismo definitorio de la preferencia de sustratos y del patrén de desacetilacion
de los miembros de la familia CE4, sino que ademas ha ejemplificado la potencia de la ingenieria
de loops con el fin de la produccidn biotecnoldgica de oligosacaridos de quitosano con un patrén
definido y a medida.
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11. Capitulo 2. Glicosintasas

Las glicosintasas se estan imponiendo como unas muy eficientes herramientas enzimaticas
capaces de sintetizar oligosacaridos, polisacaridos, glicoconjugados tanto naturales como
artificiales. Sin embargo, no exiten muchas herramientas que permitan analizar su actividad
siguiendo una filosofia HTS para la aplicacion de procesos de ingenieria enzimatica mediante
estrategias de evolucion dirigidad o semirracional. Habiéndose convertido los protocolos de
edicion del ADN y de generacién de variabilidad casi en un elemento rutinario dentro de los
laboratorios, el factor limitante es el método de cribado. Disponer de una metodologia de cribado
de bibliotecas de glicosintasas mutantes robusto, genérico, simple y eficiente era uno de los retos
a superar en la ingenieria de glicosintasas. Disponer de estas herramientas permitird expandir
considerablemente el rango de sustratos utilizados y por consiguiente los productos obtenidos,
optimizar actividades con el fin de aumentarla u obtener nuevas propiedades.

En este capitulo se desarrollan los siguientes objetivos:

1. Desarrollo y validacién de una metodologia de cribado HTS para bibliotecas de
glicosintasas mutantes en procesos de evolucién dirigida.

2. Aplicacién del método HTS desarrollado en el cribado de una biblioteca de saturacién del
residuo nucledfilo en la 1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus licheniformis.

3. Caracterizacion bioquimica de todos los mutantes que surjan de este cribado.

4, Realizar estudios mecanisticos con los nuevos mutantes con el fin de incrementar el
conocimiento sobre la reaccién glicosintasa.

Este capitulo se presenta en forma de dos articulos ya publicados sobre el trabajo realizado con la
1,3-1,4-B-glucanasa de Bacillus licheniformis. En el primer articulo se detalla el desarrollo y
aplicacion de un método de cribado de bibliotecas de glicosintasas mutantes basado en un sensor
fluorescente de fluoruro para su aplicacidon en protocolos de evolucion dirigida. Como resultado
de la aplicacion de esta metodologia a una biblioteca de saturaciéon del residuo nucledfilo (E134)
de este enzima, ademds de los mutantes glicosintasa tipicos, se obtuvo como resultado el mutante
E134D. La similitud entre el residuo original (Glu) y el identificado en el ensayo (Asp) hacen que la
actividad glicosintasa desarrollada sea sorprendente. El segundo articulo busca caracterizar e
interpretar el mecanismo catalitico que permite que este mutante sea capaz de desarrollar un
mecanismo catalitico de glicosintasa. Finalmente se concluye con una discusion general en la que
se valora la significancia de los resultados.
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Screening glycosynthase libraries with a fluoride chemosensor assay independent of
enzyme specificity. Identification of a transitional hydrolase to synthase mutant.

Eduardo Andrés, Hugo Aragunde, Antoni Planas

Laboratory of Biochemistry, Institut Quimic de Sarria, Universitat Ramon Llull. 08017 Barcelona,
Spain

Abstract

Glycosynthases have become efficient tools for the enzymatic synthesis of oligosaccharides,
glycoconjugates and polysaccharides. Enzyme directed evolution approaches are applied to
improve the performance of current (and new to come) glycosynthases and engineer specificity
for non-natural substrates. However, simple and general screening methods are required since
most of the reported assays are specific for each particular enzyme. We here report a general
screening assay independent of the enzyme specificity, and implemented in HTS format for the
screening of cell extracts in directed evolution experiments. Fluoride ion is a general by-product
released in all glycosynthase reactions with glycosyl fluoride donors. The new assay is based on
the use of a specific chemical sensor (a silyl ether of a fluorogenic methylumbelliferone) to
transduce fluoride concentration into a fluorescence signal. As a proof-of-concept it has been
applied to a nucleophile saturation mutant library of Bacillus licheniformis 1,3-1,4-B-glucanase.
Beyond the expected mutations at the Glu (catalytic) nucleophile, other variants have shown to
acquire glycosynthases activity. Surprisingly, an Asp for Glu replacement renders a highly active
glycosynthases, but still retaining low hydrolase activity. It appears as an intermediate state
between glycosyl hydrolase and glycosynthase.

Keywords

Glycosynthase, screening, fluoride sensor, directed evolution, B-glucanase, nucleophile mutant.

Introduction

Retaining glycosidases, through their ability to catalyze transglycosylation reactions, have
found many synthetic applications for the preparation of oligosaccharides and glycoconjugates
[1]. However, with exception of natural transglycosidases (which act by the same retaining
glycosidase mechanism but with residual hydrolase activity in favor to transglycosylation activity),
the use of retaining glycosidases for kinetically-controlled transglycosylation is severely hampered
by the predominant hydrolase activity, where the product formed is necessarily a hydrolysable
substrate of the enzyme.
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The glycosynthase concept was introduced to overcome these limitations for the efficient
enzymatic synthesis of oligosaccharides and glycoconjugates. Glycosynthases are engineered
glycoside hydrolases in which replacement of the catalytic nucleophile renders an inactive
hydrolase but they efficiently catalyze glycosyl transfer to an acceptor when using activated
glycosyl fluoride donors with the opposite anomeric configuration than the original substrate of
the parental wt hydrolase reaction (Figure 1a). Since the first reports in 1998 [2,3], retaining
glycosidases from more than 12 different GH families (according to the CAZY database
classification [4]) have been converted into glycosynthases. They cover different specificities and
relevant applications have been developed (for reviews see [5-8]).

Expanding the proficiency of current glycosynthases towards novel specificities and improved
efficiencies is a major goal in enzyme engineering. Main drawbacks of the glycosynthase
technology are: 1) reactions catalyzed by glycosynthases are rather slow in comparison with their
parental glycosidase activities (reduced kcat), requiring large amount of enzymes and extended
incubation times; 2) reaction conditions, with regard to temperature and pH, are restricted to
those in which the activated glycosyl donors (glycosyl fluorides) are stable enough, often far from
the conditions of optimal enzyme performance; 3) for many exo-glycosynthases, the synthase
reaction is not highly regiospecific, often yielding mixtures of products with different glycosidic
bonds; endo-glycosynthases, on the contrary, are often highly regiospecific; and 4) enzyme
specificity limits the acceptance of modified donor and acceptor substrates to extend the
application to non-naturals substrates.

Improving the performance of current (and new to come) glycosynthases with regard to the
above drawbacks is being addressed by enzyme directed evolution approaches [9,10]. The success
of these approaches not only depends on the strategy to create mutant libraries (random or
focused libraries) but also depends on the selection or screening methodology for the property of
interest. In particular, screening methods have to be implemented to allow forthe analysis of large
libraries with good sensitivity and robustness [11].

Few methods have been reported for the screening of directed evolution libraries of
glycosynthases. Most methods relay on the detection of the product formed in the glycosynthase
reaction: a) coupled enzyme assay in which the product formed by the glycosynthase is a substrate
of another glycosidase which releases an easily detectable chromophoric aglycon (e.g. B-
glucosidase from Agrobacterium [12]); b) ELISA-based assay where the acceptor is immobilized on
a plate and the glycosynthase product detected by a specific antibody (e.g. Rhodococcus sp. endo-
glycoceraminidase [13,14]); and c) chemical complementation in which a yeast three-hybrid
system is used to link glycosynthase activity to the transcription of a reporter gene making cell
growth dependent on glycosynthase product formation (e.g. Humicola insolens cellulase 7B
[15,16]). These methods have shown good screening capacity, yet at the price of a narrow
applicability since they are specific for each enzyme. In the search of universal methods to screen
glycosynthase activity, a pH-based assay has been recently developed taking advantage of the
hydrofluoric acid released as byproduct of the glycosynthase reaction, which is detected by color
change of a pH-indicator (e.g. B-xylosidase from Geobacillus stearothermophilus [17]). Although it
is a general method, pH changes as the result of glycosynthase activity in culture plates and cell
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extracts when screening a library are not very sensitive and difficult to implement due to matrix
sample variations.
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Figure 1 Fluoride chemosensor assay for monitoring glycosynthase reactions

A) Glycosynthase reaction between a glycosyl fluoride donor and an acceptor. X represents the replaced
catalytic nucleophile by a non-catalytic residue that confers glycosynthase activity with a glycosyl fluoride
donor of opposite anomeric configuration to that of the natural substrate of the wt hydrolase. B) Fluoride
sensor reaction coupled to the release of F- in the glycosynthase reaction.

Here we report a novel general assay independent of the enzyme specificity for the screening
of glycosynthases based on the quantification of the fluoride ion released as byproduct in all
glycosynthase reactions with glycosyl fluoride donors (Figure 1). It is based on the use of a specific
chemical sensor to transduce fluoride concentration into a fluorescence signal which enables the
guantification of glycosynthase activity. To implement the concept, we first selected an
appropriate “fluoride sensor” compatible with HTS of glycosynthase reactions with cell extracts
expressing the enzyme variants to be analyzed. Relevant classes of fluorescent fluoride
chemosensors reported for analytical applications include amine coordination fluorophores (by
intramolecular charge transfer (ICT)) [18,19], boron coordination compounds (in boron-containing
Ti-systems) [20-22], and silyl ethers of fluorogenic alcohols [23-27]. We selected the latter class
since they can be utilized in aqueous solutions, a stable Si-F bond is formed resulting in a stable
signal, and they are highly specific not to expect interferences when used with cell extracts. As a
proof-of-concept, the HTS method was validated and applied to the screening of a nucleophile
saturation mutant library of Bacillus licheniformis 1,3-1,4-B-glucanase. It is an endo-glycosidase
that hydrolazes mixed-linked 1,3-1,4-B-glucans (such as barley B-glucan and liquenan).
Glycosynthase variants of this enzyme have been characterized and used in oligosaccharide
synthesis [28- 31]. More recently, they have shown to be efficient catalysts for the preparation of
artificial polysaccharides with regular structures through glycosynthase-catalyzed donor
selfcondensation [19], but improved glycosynthase variants are required to reach high molecular
mass polysaccharides. The screening assay applied to a nucleophile library has identified an
unexpected mutation with glycosynthase activity. As implemented, the here reported fluoride
sensor screening assay is of general application for further evolution experiments addressed to
engineer new specificities and highly active glycosynthases.
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Experimental
Chemicals

4-Methylumbellyferone (MU) was from Fluka, tert-butyldimethylsilyl chloride and p-
nitrophenyl B-D-glucopyranoside (Glc-pNP) were from Sigma-Aldrich,. The fluoride sensor 4-
methylumbelliferyl tert-butyldimethylsilyl ether (MUTBS) was prepared as described in [24]. a-
Laminaribiosyl fluoride (GlcB3GlcaF) and B-D-glucopyranosyl-(1—4)-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-
a-D-glucopyranosyl fluoride (GlcB4GIcB3GlcaF) were prepared as previously reported [33].

Nucleophile saturation mutagenesis library generation

Saturation mutagenesis libraries of Bgl nucleophile position were prepared using the gene
encoding for wt 1,3-1,4-B-glucanase in a pET16b vector [34], and partially overlapping
oligonucleotides containing NNK degenerated codon for E134 codon: 5'- TGG GAT NNK ATC GAC
ATC GAATTT CTA GG-3’ and 5’- AT GTC GAT MNN ATC CCA AGG CGT ACC-3’, following a modified
QuickChange protocol with extended primers [35]. The mutagenesis reaction was directly used to
transform electrocompetent BL21 Star E.coli cells. 168 colonies were replated on LB (50 mg/L
ampicillin) and used to inoculate 96-deepwell plates containing 1.4 ml LB (50 mg/L ampicillin).
Library growth was carried out in deepwell plates for 24 h at 372C, 150 rpm in orbital shaker. The
final cultures were centrifuged, the supernatants discarded, and cell pellets were resuspended in
200 pl LB medium containing 50 mg/ml ampicillin and 15% glycerol. These were then transferred
to new 96-well microplates for storage at -802C to be used as inoculum.

Fluoride sensor assay.

The assay to quantify the fluoride ion released in the glycosynthase reaction is based on the
fluoride sensor MUTBS [24] under conditions adapted for polystyrene microplates and conditions
compatible for HTS implementation of glycosynthase reactions using cell extracts.

Reaction conditions were set with fluoride standards. A solution of potassium fluoride (0-500
MM) in 50 mM phosphate buffer pH 7.0 was mixed with a MUTBS sensor (0.5 or 1 mM) in DMF at
a 95:5 to 75:25 ratios (final volume 100 pL), and let react for 40 min at 252C. Then, 100 pL of
NHs/NH4Cl buffer (0.5M, pH 9.4) was added, and the fluorescence measured at Aex 365 NM, Aem
460 nm in a microplate reader. The corresponding blank fluorescence (Fo, at 0 mM fluoride) was
subtracted from each measurement to give (F-Fo) which was plotted against fluoride
concentration in the reaction. Reaction time with the sensor was assessed with a 300 uM fluoride
solution following the same procedure as above, at 90:10 (v/v) fluoride to MUTBS solutions, and
stopping the reaction at different time intervals (0 to 120 min).

Final fluoride sensor assay conditions were as follows: 30 pL of 0.5 mM MUTBS in DMF/water
1:1 were added to 120 pulL fluoride solutions (standards or glycosynthase reactions), and the
mixtures incubated for 40 min at 252C. Then, 50 pl NH3/NH4Cl buffer (0.5M, pH 9.4) were added
and the fluorescence was measured at Aex 365 nm, Aern 460 Nm. A standard curve (F-Fo) vs. [F] (uM)
was determined (3 repetitions) to validate the procedure.
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Library expression and screening.

Deep well microplates containing 1.4 ml LB (supplemented with 50 mg/L ampicillin and 2%
glucose) were inoculated with 20 pl of the -802C glycerol stock library. Each microplate contained
84 clones, two replicas of negative controls (pET16b and pET16b-Bg/), and eight wells were
reserved for fluoride standards and glycosyl fluoride donor substrate control. This plate design
was maintained along all of the cell growth and analysis procedures. Plates were sealed with a
gas-permeable film and incubated for 8 h at 379C in an orbital shaker at 150 rpm. Once growth
reached late exponential phase, growth medium was changed to 1.4 ml LB (containing 50 mg/L
ampicillin and 1 mM IPTG) to induce expression, and cells grown overnight at 252C. Overnight
cultures were rinsed once with 0.9% NaCl solution, and lysed by ten consecutive freeze/thaw
cycles (2 min at -802C followed by 8 min at 42C) followed by toluene permeabilization of the
cellular pellet in 150 pl reaction buffer (50 mM phosphate buffer pH7.0, 0.1 mM CaCl,, 3%
toluene). After 30 min incubation at 42C, microplates were centrifuged for 1h and 3000 rpm and
120 pl of supernatant was recovered for each well. Glycosynthase reactions were done in a new
microplate. 60 pl of the lysate supernatant containing each mutant were mixed with 60 ul of
glycosyl fluoride in 50 mM phosphate buffer pH 7.0 to give a final 1.5 mM substrate concentration.
Microplates were sealed and incubated for different times at 302C. Next, 30 ul of 0.5 M MUTBS
solution DMF/water (1:1) were added. Microplates were further incubated for 40 min protected
from light at room temperature. After addition of 50 pl NH3/NH4Cl buffer (0.5 M, pH 9.4),
fluorescence was measured at Aex 365 nm, Aem 460 Nm. Fluoride concentrations were calculated
by interpolation into a fluoride standard curve (0-500 uM) included in each microplate.

Expression and purification of glycosynthase mutants

Positive hits from the above screening were sequenced and were recovered from the -802C
library stock for preparative expression and purification. A 3-mL culture (LB medium, 100 mg/mL
ampicillin, 2% glucose) was inoculated with the corresponding glycerol stock and incubated
overnight at 372C. This was then used to inoculate 200 mL LB medium (100 mg/mL ampicillin, 2%
glucose) which was incubated for 8 h at 372C and 250 rpm until late exponential phase. The
medium was changed to 200 mL LB containing 1 mM IPTG and 100 mg/mL ampicillin for protein
expression (16 h at 252C). Cells were harvest by centrifugation, rinsed with 200 mL NaCl 0.9%, and
resuspended in 50 mL phosphate buffer 50 mM, pH 7.0, 0.1 mM CacCl,. Proteins were purified
essentially as reported for the WT enzyme by means of metal affinity chromatography of the His-
tagged proteins [34]. Cells were lysed by sonication and centrifuged at 12,000 rpm. The
supernatant was loaded onto a HiTrap 1 ml column (GE Healthcare) previously equilibrated with
loading buffer (50 mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM CaCly). The column was rinsed to remove
unbound proteins and then eluted with a gradient of 0.5 M imidazole in 50 mM phosphate pH 7.0,
0.1 mM CacCl,. Protein fractions were dialyzed twice against 50 mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM
CaCl,, followed by a last dialysis against water. Proteins were lyophilized for storage, and
redisolved in 50 mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM CaCl, prior to use. Enzymes were >95%
homogeneous as judged by SDS-PAGE. Concentration was determined by absorbance at 280 nm
using an extinction coefficient of 3.53-:10°> M'cm™ [36].
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Enzyme kinetics of the glycosynthase variants

a) Glycosynthase activity.- Kinetic parameters for glycosynthase activity were determined with
GlcB4GIc3GlcaF as donor and Glc-pNP as acceptor substrates [36]. Reactions were prepared in
microplates by mixing 20 mM Glc-pNP (saturating) and varying concentrations of Glcp4Glc3GlcaF
donor (0-8 mM) in 50 mM phosphate buffer pH 7.0, 0.1 mM CacCl,, and initiated by adding the
enzyme (0.5 uM) in a final 200 uL volume. Reactions were incubated at 352C with shaking. At
different time intervals, 20 pl aliquots were withdrawn and added to 180 pl formic acid (2%) in a
new microplate. These samples were analyzed by HPLC (Agilent HPLC 1100 chromatograph) in a
Novapack C-18 column (4,9x150 mm, 4 um, Waters) with isocratic elution with water/methanol
(87:13) at 452C and UV detection at 300 nm. Product was quantified by interpolation of peak areas
on an external Glc-pNP standard curve. Initial rates were calculated as the slope of product
concentration vs. time. Kinetic parameters (ket and Ky for the donor substrate) were determined
by fitting initial rates vs. donor concentration to the Michaelis-Menten equation by non-linear
regression with FigP® software.

Donor hydrolysis was analyzed by thin layer chromatography (TLC) on Silica plates (Silicagel 60
F2s4, Merck Millipore) eluted with acetonitrile/water 7:3.

The pH dependence of the glycosynthases activity was determined from ket/Km values at
different pHs. Reactions were done as above in 50 mM phosphate, 50 mM citrate buffer, 0.1 mM
CaCl,, and constant ionic strength of 0.5 M with added KCl, adjusted to different pH values in the
range of 5 to 7 (at pH>7.5, the solution becomes cloudy due to protein precipitation). keat/Km vs.
pH data were adjusted to a single ionization curve for base catalysis (eq. 1) by non-linear
regression with FigP® software.

kcat _ A

Ky ~ 1+10(PKa=PH) eq. 1

b) Hydrolase activity.- Specific activities for hydrolysis of the chromogenic substrate
GlcB4GIc3GIcBMU (4-methylumbelliferyl B-D-glucopyranosyl-(1—4)-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-
B-D-glucopyranoside) were evaluated as reported for wt 1,3-1,4-B-glucanase [37]. Kinetics were
performed by following changes in UV absorbance due to the release of 4-methylumbelliferone in
an Evolution 300 spectrophotomer (Thermo Scientific). Rates of the enzyme-catalyzed hydrolyses
were determined by incubating GIcB4Glc3GIcBMU substrate (5 mM final concentration) in citrate-
phosphate buffer (6.5 mM citric acid, 87 mM Na;HPO,4) pH 7.2, 0.1 mM CacCl; for 5 min in the
thermostated cell holder at 552C. Reactions were initiated by the addition of the enzyme (0.1-1
uM) and monitoring the absorbance change at A 365 nm (As = 5440 Mt.cm™). Specific activities
were expressed as vo/[E] (s2).

The pH profile of the hydrolase activity was performed by determining vo at 1mM
GlcB4GIc3GIcAMU substrate in the pH range 5 to 7, in 50 mM phosphate, 50 mM citrate buffer,
0.1 mM CaCl,, and constant ionic strength of 0.5 M with added KCIl. The molar extintion coefficient
of 4-methylumbellyferone was determined under the same conditions at each pH. Data were
adjusted to a single ionization curve for acid catalysis (eq. 2) by non-linear regression with FigP’
software.
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Vo _ A
[E] ~ 1+10(PH-PKa)

Results and Discussion

1.- The fluoride sensor assay

The principle of the assay is to transduce the fluoride ion released in the glycosynthase reaction
into a fluorescence signal. The selected fluoride sensor consists of a silyl ether of a fluorogenic
coumarin, which reacts with the fluoride ion to form a stable Si-F bond with release of the
fluorescent probe (Figure 1b). 4-MUTBS (4-methylumbellyferyl tert-butyldimethylsilyl ether) has
been reported for the quantification of F in toothpaste and tap water samples [24]. The original
protocol used acetone as organic cosolvent to enhance the nucleophilicity of F~ in the aqueous
sample, but the high acetone content (70%) is not appropriate for HTS implementation. Using a
set of standard fluoride solutions in the same buffer and concentration range to be used in the
glycosynthase activity assays (0-500 UM F" in 50 mM phosphate buffer, pH 7.0), other cosolvents
were assayed and reaction conditions were optimized. DMF at 10% in aqueous solution proved to
give best results. With the optimized protocol (see Experimental) a standard curve (F-Fo) vs. [F]
was established (Figure 2a). The response was proportional up to 500 uM fluoride with a variation
coefficient < 5% at 500 uM and 15% at 25 uM, and the quantification limit was determined to be
approximately 10 uM.

200uM F
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- = ﬂ ﬂ
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Figure 2 Set-up of the fluoride chemosensor assay with positive and negative controls
A) Fluoride standard curve with the fluoride sensor MUTBS. Sensor reaction in 10% DMF in phosphate buffer,
pH 7.0. B) Positive and negative controls for the full procedure of glycosynthase activity assay with the fluoride
sensor. Fluoride standards: blank (0 uM), 200 uM F, glycosynthase reactions: E134A (positive), wt (negative),
pET16 (negative). Z-factor (fluoride standards) = 0.72, Z’-factor (E134S vs. wt) = 0.64.

2.- Developing the assay for glycosynthase activity

The enzyme here used to develop the proof-of-concept of the glycosynthase HTS assay is a B.
licheniformis 1,3-1,4-B-glucanase. The enzyme is intracellularly expressed in recombinant E. coli
cells harboring the pET16b-bg/ plasmid [34]. The expression set-up in deepwell microplates was
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first optimized with the wild-type enzyme. Best condition were induction after 8h growth at 372C
and expression at 252C for 16h, followed by freeze/thaw cycles combined with membrane cell
permeation with added toluene [38] to release the intracellular enzyme. These conditions were
then used in the glycosynthases screening assay.

Next, the screening assay was validated with an inactive and an active glycosynthase enzymes
as control references. Cells containing an empty plasmid (pET16b), the plasmid encoding for the
wt enzyme (pET16b-bg/, template for mutant library generation), and a plasmid expressing a
known glycosynthase mutant (pET16-bgl-E134A)) were subjected to the full screening assay:
protein expression, cell lysis, glycosynthase reaction, fluoride sensor assay, and fluorescence
measurement.

E.coli cells harboring the corresponding plasmids were grown, induced for protein expression,
and lysed. Glycosynthase activity was evaluated with a-laminaribiosyl fluoride as substrate, which
is known to act as donor and acceptor in self-condensation reactions with the E134A
glycosynthase mutant of 1,3-1,4-B-glucanase [33]. Equal volumes of the clarified cell lysate
containing the enzyme and substrate solution in reaction buffer (final 1.5 mM concentration in 50
mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM CaCl,) were incubated at 302C. The fluoride released by the
glycosynthase reactions and fluoride standards (0 and 200 uM) were then quantified by the
fluoride sensor as described above. Results are summarized in Figure 2b, in which mean
fluorescence values (as F-Fo) and standard deviations for each sample (n=8 repetitions) are given.
Visual inspection clearly shows good discrimination between positive and negative samples. The
quality of the method in HTS assays is often expressed by Z-factors defined as in eq. 3 [39]:

304+30-_

Z=1-
[+ —p-|

eq. 3

Where p is the mean signal value ((F-Fo) in this case) for positive (+) and negative (-) levels, and o.
and o. are their corresponding standard deviations. The intrinsic Z-factor applies to the sensor
reaction (standard fluoride solutions at 0 and 200 uM as negative and positive levels, respectively),
and the Z’-factor evaluates the quality of the overall process of library screening. E. coli cells
harboring the empty vector (pET16b) and the vector expressing the wt enzyme (pET16b-Bg/) are
taken as negative levels, whereas cells expressing a glycosynthase mutant (pET16-Bg/-E134A) are
the positive level. For the fluoride standards, the Z-factor was 0.72, whereas for enzyme samples
were Z'= 0.69 (glycosynthase mutant vs. empty plasmid) or Z'= 0.64 (glycosynthase mutant vs. wt
glucanase). These values indicate a good discrimination between negative and positive hits [39].
The variation coefficients for (F-Fo) values are lower than 5% for all samples, which is a low
variability considering the number of steps involved in the overall assay. This complies with a
reliable method for the screening of glycosynthase activities implemented in an HTS format.

3.- Saturation mutagenesis library at position 134 of 1,3-1,4- 8-glucanase

Mutation of the catalytic nucleophile Glu134 of 1,3-1,4-B-glucanase to Ala, Gly, or Ser residues
renders a glycosynthase [33]. As a proof-of-concept of the screening assay, and to search for any
other possible nucleophile mutant with glycosynthase activity in our target enzyme, a saturation
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mutagenesis library at the nucleophile residue was prepared. Mutagenesis used the gene
encoding for the wt (hydrolase) enzyme as template and partially overlapping oligonucleotides
containing a NNK degenerated codon. 168 clones were taken into two 96-well microplates. The
library was screened according to the validated protocol (see Experimental). The final fluorescence
measured in each well was converted to fluoride concentration by means of the fluoride standards
included in each plate. Results are shown in Figure 3, in which R-factor=([F]-[F]o)/[F]o for each
clone are presented, where [F] is the fluoride concentration of a given clone and [F]o is the
fluoride concentration of the negative control (the one with the highest signal of pET16b or
pET16b-bgl/). Two clusters are clearly segregated: those clones with R-factor around O,
corresponding to negative clones, and those with R-factor >1.5. The 30 positives (out of 168
clones) were recovered, and plasmid DNA sequenced. Mutations found in the positive clones were
Ser, Ala, Gly, Cys, Thr, and Asp (Table 1). The first three (Ser, Ala, Gly) were already known
glycosynthase variants for this enzyme, and are the common amino acid substitutions reported
for glycosynthases, where their relative glycosynthase activity depends on the particular enzyme
[6]. Cys mutant was not previously known as having glycosynthase activity for 1,3-1,4-B-glucanase,
but it has been reported as a glycosynthase mutation in few other enzymes [40]. Interestingly two
new amino acid substitutions have shown here to render active glycosynthases: Thr, which is a
reasonable substitution similar to Ser, and Asp which was fully unexpected.
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Figure 3 Library screening with the fluoride sensor for screening

Screening results of the saturation E134X mutant library, representing R-factor (normalized fluoride
concentration) for all clones in the library (168 clones). Inset: Positive hits with R-factor > 1.5. Clone axes:
clone number ordered by R-factor.

To assess that positive hits were true glycosynthases and that the activity observed as fluoride
release was not due to hydrolysis of the donor substrate (although not expected due to the a-
fluoride configuration, opposite to the normal substrate for hydrolysis by the wt B-glycosidase),
one clone of each mutation was expressed and purified for enzyme characterization. For general
application with larger libraries (i.e. coming from random libraries), a secondary screening can be
included to discard mutants with high hydrolase activity on the a-glycosyl fluoride donor (e.g. by
a reducing sugar assay) before proceeding with the characterization of the positive glycosynthase
mutants.
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Codons in
Aa # Clones Codons found
NNK*

Ser 6 1xAGT, 2xTCG, 3xTCT 3
Ala 4 1xGCG, 3xGCT 2
Thr 8 5xACT, 3xACG 2
Gly 3 3xGGT 2
Asp 5 5xGAT 1
Cys 1 IXTGT 1
n.d. 3 - -

Table 1 Positive hits for glycosynthase activity from the saturation library at position 134
* The number of codons for each amino acid in an NNK codon degeneracy. Mutants found cover all codons
(expect for Gly) showing good quality of the library. N.d. sequence not determined

4.- Characterization of positive glycosynthase hits

The six hits (E134A, E134S, E134T, E134C, E134G, E134D) were grown in 200 mL scale.
Glucanase mutants were expressed and purified by affinity chromatography as reported for E134S
[34]. Their glycosynthase activities were determined with Glcf4Glc3GlcaF as donor and Glc-pNP
as acceptor substrates at pH 7.0, 352C, monitoring product formation by HPLC. In all cases a time-
dependent formation of the condensation product was observed, and no donor hydrolysis was
detected (TLC). Hydrolase activity with the chromogenic substrate Glcf4GIc3GIcBMU was also
evaluated to detect any residual B-glycosidase activity of the mutant variants.

1.5+

E134D

[donor] (mM)

Figure 4 Kinetics of the glycosynthase variants
Conditions: 0-8 mM donor (GIcB4GIcB3GlcaF), 20 mM acceptor (Glc-pNP), 0.5 uM enzyme, 50 mM
phosphate pH 7.0, 0.1 mM CaCl,, 352C.
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Kecat Km,donor (Kcat/Km)d

Mutant e o ey -
E134S 1.08 £ 0.04 0.10+£0.02 1.08-10* 75 100
E134G 1.15+0.05 0.23+£0.03 4.92-103 80 46
E134D 1.44 +0.05 0.49 £ 0.05 2.95-103 100 27
E134C 1.22 £ 0.07 1.03+0.15 1.19-10° 85 11
E134A 1.04 £ 0.04 1.12+£0.12 9.27-10? 72

E134T 0.374 £ 0.003 1.14 £ 0.03 3.29-10? 26

Table 2 Kinetic parameter for the glycosynthase mutants
Conditions: 0-8 mM donor (GlcB4GIcB3GlcaF), 20 mM acceptor (Glc-pNP), 0.5 uM enzyme, 50 mM phosphate
pH 7.0, 0.1 mM CacCl2, 35°C.

Glycosynthase kinetics are plotted in Figure 4 and kinetic parameters summarized in Table 2.
In terms of keat/Km values, the Ser mutant is the most efficient glycosynthase, mainly due to its low
Km for the donor substrate, followed by Gly, Asp, Cys, Ala, and Thr mutants. But comparing Kcat
values, E134D is the most active. Nucleophile mutations to Ser, Ala, and Gly were already known
glycosynthases for 1,3-1,4-B-glucanase [3,33]. The Cys mutant also behaves as a glycosynthase as
observed in other enzymes, and the Thr mutant (to our knowledge a mutation not reported for
other glycosynthases) is also active but having the lowest activity. But the Asp mutant was not
expected to have glycosynthase activity. This is a surprising result since it is a conservative
substitution of the wild-type glutamate acting as nucleophile in the hydrolase reaction catalyzed
by the wt enzyme. When testing the hydrolase activity with a B-glycoside substrate
(GIcB4GIcB3GIcBMU), all mutants gave no detectable activity except E134D, which retained 2% of
wt activity. Shortening the side chain of the nucleophile residue (Glu to Asp) was already known
to decrease significantly the hydrolase activity of B-glycosidases (e.g. lacZ B-galactosidase [41],
Agrobacterium B-glucosidase [42], B. circulans xylanase [43]).
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Figure 5 Time-course and pH dependence of the reactions catalyzed by the E134D mutant

A) Time-course monitoring of the glycosynthase reaction catalyzed by the E134D mutant (2 mM
GlcB4GIcB3GlcaF donor + 20 mM Glcp-NP acceptor, 2 uM E134D enzyme, pH 7.0, 352C). B) pH dependence
of (Kcat/Km)donor fOr the glycosynthase activity of E134D.
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The glycosynthase reaction of E134D was monitored during long incubation times. As shown
in Figure 5a, the condensation product was rapidly formed up to 90% conversion, but then slowly
hydrolyzed upon long incubation. Therefore, E134D can be seen as a transitional mutant between
hydrolase and synthase activities.

5.- The E134D nucleophile mutant is an intermediate between hydrolase and glycosynthase

Based on the 3D structure of the enzyme/product complex of the hydrolase reaction [44] and
our theoretical calculations on the hydrolase mechanism of the 1,3-1,4-B-glucanase [45], the
glycosynthase mutants with bound a-glycosyl fluoride substrate were modeled in an attempt to
rationalize the results here obtained (Figure 6). Whereas a B-glycoside substrate binds with a 1S3
distorted conformation in the Michaelis complex with the wt enzyme (preactivated conformation
for catalysis in the hydrolase mechanism [46,47]), the a-glycosyl fluoride donor in the
glycosynthase mutants remains in a chair (*C1) conformation (as recently observed in the X-ray 3D
structures of glycosynthase mutants of rice BGlul [48]). The shorter side chain of the mutants at
position 134 relative to the wild-type creates a cavity that accommodates the fluoride aglycon
with a-configuration. For the Ser mutant (Figure 6a), the hydroxyl oxygen is at approximately 4.3
A of the fluoride atom, with an orientation that may allow for a weak hydrogen bonding
interaction to assist the departure of the fluoride aglycon in the SN, displacement reaction by the
acceptor. This rationale has also been given to explain the higher activity of Ser mutants as
compared to Ala or Gly mutants in other glycosynthases [49,50]. Additionally, the occurrence of
this H-bond R-F:-H-O-Ser will result in better binding, which is in agreement with the lower Ky
(donor) observed for the E134S mutant.

Glu138 Glu138

Ser134

- o - m—

Figure 6 E134S and’E134D modeled structures
Modeled structure of enzyme-donor complexes for E134S and E134D mutant 1,3-1,4-B-glucanases with a-
laminaribiosyl fluoride donor.

An essential aspect of the glycosynthase mechanism is the need of a deprotonated carboxylate
to act as a general base to activate the acceptor substrate (Figure 1). In the wt 1,3-1,4-B-glucanase,
Glu138is the general acid (with a pK, 7.2) in the first step leading to the covalent glycosyl-enzyme
intermediate in the hydrolase mechanism [3]. This high pK; is in part due to the presence of the
negatively charged catalytic nucleophile Glu134 which destabilizes the conjugate base of Glu138.
It drops in the glycosyl-enzyme intermediate due to neutralization of the negative charge in the
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covalent complex allowing Glu138 to act as a general base in the deglycosylation step leading to
the hydrolysis product [51]. In the glycosynthase mechanism catalyzed by the original E134A
mutant, Glu138 has a lower pK; of 5.2 [36] because of the Ala for Glu134 replacement. The same
concept applies for the other glycosynthase variants having a neutral residue in the position of
the original nucleophile. But the here identified E134D mutation is at least surprising. To explain
that the mutant E134D behaves as a glycosynthase, Glu138 should also be able to act as a base.
The E134D mutant shows a pH dependence corresponding to general base catalysis, with a kinetic
pK; (on keat/Km) of 5.7 and maximum activity at pH 7 (Figure 5b). At pH values higher than 7.5 the
protein is less stable and precipitates, precluding kinetic measurements. The observed pK, is
similar to that previously obtained with the original E134A glycosynthase mutant of 1,3-1,4-f-
glucanase (pK. = 5.2), which corresponds to Glu138 acting as general base (as assigned in the
E134A mutant by titration with a water-soluble carbodiimide) [36]. This is also consistent with the
pH profile of the residual hydrolase activity of the mutant with a B-glycoside substrate (Figure 5c),
where the hydrolase activity decreases with pH, with a pK, value of 5.9, assigned to Glul38 as
general acid (pK, 7.2 in the wt enzyme).

Possible reasons for the low pK, of Glu138 in the E134D mutant are that the longer distance
between the carboxylates reduces the electrostatic effect of the negatively charged Asp134, or
that the carboxylate of Glul38 is stabilized by a H-bonding interaction with Asp136, a third
auxiliary residue of the so called catalytic triad in family GH16 which participates in modulating
the pK, s of the catalytic residues. The latter is consistent with the observed X-ray structures of
the free wt enzyme (Asp136 is hydrogen bonding with Glul34), of a covalent enzyme-ligand
complex (Asp136 has been rearranged and hydrogen bonds with Glu138), and of an enzyme-
product complex (where Aspl36 occupies an intermediate position) [52]. Therefore, it is
reasonable in the E134D glycosynthase that, even with Asp134 being deprotonated, the
carboxylate of Glu138 might be stabilized by Asp136, thus being able to act as a base (Figure 6b).
Another possible effect is the partial shielding of the negative charge of Asp134 by an halogen
bonding interaction with the fluorine atom of the glycosyl donor in the enzyme:-substrate complex.
Although this interaction might be very weak with fluoride (more significant for heavier halogens),
the modeled structure in Figure 6b proposes a distance F--O of 3.3 A and a C1-F--O angle of 1602
that perfectly fit the average geometry of halogen bonding interactions found in protein-ligand
complexes [53]. Work is in progress to get a deeper understanding on the mechanism of the
different glycosynthase variants, and explain the efficiency of the E134D mutant.

Conclusions

The here reported glycosynthase screening assay based on a chemical fluoride sensor is a
general method applicable to any glycosynthase with a glycosyl fluoride donor. It is independent
of the substrate specificity of the particular enzyme since it is based on the detection and
guantification of the fluoride ion released, which is a general by-product in the reaction. There are
two main objectives in evolving a glycosynthase: modify substrate specificity to accept a non-
natural (or modified) substrate, and improve the efficiency of a given glycosynthase reaction. In
the first case, a glycosynthase mutant active on its “natural” substrate and inactive on the new

I”

“non-natural” substrate will be the negative control and template for evolution. The assay as here

implemented will identify positive variants with glycosynthase activity. In the second case, an
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active glycosynthase with the substrate to be used in the screening is the initial template for
evolution, and therefore the parameter to be evaluated is the increase of glycosynthase activity.
The assay as reported allows for two variables to be adjusted to different levels of activity: reduce
the amount of enzyme in the glycosynthase reaction and/or reduce the incubation time so that to
bring the initial glycosynthase template to a negative level for the fluoride sensor assay. The
sensitivity window is therefore shifted to detect more active glycosynthase variants.

Application of the screening assay to a nucleophile saturation library of 1,3-1,4-B-glucanase
has identified, in addition to the known Ala, Ser, and Gly mutations, two new variants, Thr and
Asp. The E134D mutant was an unexpected glycosynthase with improved k.t value, but still with
residual hydrolase activity. It appears as an intermediate state between hydrolase and
glycosynthase for which further studies will contribute to decipher the fine tuning of active site
pKa values in the glycosynthase mechanism.
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Abstract

Glycosynthases from more than 16 glycosidase families have been developed for the efficient
synthesis of oligosaccharides and glycoconjugates. 3-1,3-1,4-Glucan oligo- and polysaccharides
with defined sequences can be quantitatively achieved with the glycosynthases derived from
Bacillus licheniformis B-1,3-1,4-glucanase. The screening of a nucleophile saturation library of this
enzyme yielded the unexpected E134D mutant which has high glycosynthase efficiency (25%
higher ket than the best glycosynthase to date, E134S) but also retains some hydrolase activity
(2% relative to the wild-type enzyme). Here, we report the biochemical and structural analyses of
this mutant compared to E134S and wild-type enzymes. E134D shows a pH profile of general base
catalysis for the glycosynthase activity, with a kinetic pK. (on ket/Kwm) assigned to Glu138 of 5.8,
whereas the same residue acts as a general acid in the hydrolase activity with the same pK;, value.
The pK, of Glul38 in the wt enzyme was 7.0, a high value due to the presence of the catalytic
nucleophile Glu134 which destabilizes the conjugate base of Glu138. Thus, the pK, of Glu138 drops
1.1 pH units in the mutant relative to the wild-type enzyme meaning that the larger distance
between carboxylates in positions 138 and 134 (5.6 A for wt, 7.0 A for E134D) and/or a new
hydrogen bonding interaction with a third Asp residue (Asp136) in the mutant reduces the effect
of the negatively charged Asp134. In consequence, the pK, of Glu138 has a similar pK, value in the
E134D mutant than in the other glycosynthase mutants having a neutral residue in position 134.
The behavior of the E134D mutant shows that shortening the side chain of the nucleophile,
despite maintaining a carboxylate group, confers glycosynthase activity. Therefore E134D is a
transitional hydrolase to glycosynthase mutation.

Keywords

Glycosynthase, B-glucanase, Bacillus licheniformis, hydrolase, B-1,3-1,4-glucans, pKa.

1. Introduction

Retaining glycosidases (or glycoside hydrolases, GH) catalyze the hydrolysis of glycosidic bonds
of oligosaccharides, polysaccharides, and glycoconjugates by general acid/base catalysis in a
double displacement reaction with net retention of the anomeric configuration. The catalytic
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mechanism involves two essential residues, a general acid/base and a catalytic nucleophile, the
reaction proceeding through the formation of a covalent glycosyl-enzyme intermediate® (Figure
1A). A variation of this mechanism is found in some hexosaminidases which operate by substrate-
assisted catalysis; they lack the catalytic nucleophile and the 2-acetamido group of the substrate
acts as an internal nucleophile?3. Retaining GH have been extensively used for enzymatic synthesis
of oligosaccharides and glycoconjugates through their ability to catalyze transglycosylation
reactions®. However, kinetically-controlled transglycosylation is severely hampered by the
predominant hydrolase activity, where the product formed is necessarily a hydrolysable substrate.
The introduction of the glycosynthases concept in 1998%¢ overcomes this limitation for the
efficient enzymatic synthesis of oligosaccharides and glycoconjugates.

A general acid/base
OLCI) OJ\O_
OH H OH ) OH
HO 0 ) HO o H Hoﬁ
%/O O~p > E/O /—O“H > E/O OH
OH OH OH
0.0
“0._0 T
nucleophile
B general base
0 O‘)
OH
OH OH
H OH
; OH © 0 © 0
OH OH OH
donor F acceptor
X

mutated nucleophile

Figure 1 Enzymatic mechanisms: hydrolase vs glycosynthase

A) Mechanism of a retaining glycosidase involving the participation of a general acid/base residue and a
catalytic nucleophile residue. B) Mechanism of a glycosynthase mutant, where X is a non-nucleophilic
substitution for the original nucleophile in the wt enzyme.

Glycosynthases are engineered retaining glycoside hydrolases in which the catalytic
nucleophile has been replaced by a non-nucleophilic residue. They are inactive hydrolases but
efficiently catalyze glycosyl transfer to an acceptor when using activated glycosyl fluoride donors
with the opposite anomeric configuration than the original substrate of the parental wt hydrolase
reaction (Figure 1B). Enzymes from more than 16 different GH families (according to the CAZY
database classification’) have been converted into glycosynthases. They cover different
specificities and relevant applications have been developed (for reviews see &11),

Bacillus licheniformis 1,3-1,4-B-glucanase is a retaining endo-glycosidase belonging to CAZY
family GH16, which hydrolases mixed-linked 1,3-1,4-B-glucans? The catalytic machinery involves
a catalytic triad formed by Glu138 and Glu134 as general acid/base and catalytic nucleophile,
respectively, and Asp136 as assisting residue that participates in the modulation of the pK, s of
the catalytic residues®**. Nucleophile mutants E134A and E134S are efficient glycosynthases
catalyzing condensation reactions between glycosyl fluoride donors of general structure
(GIcB4)nGIcB3GlcaF and gluco-oligosaccharide acceptors with regioselective formation of B-1,4
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glycosidic bonds®>8, More recently, they have shown to be efficient catalysts for the preparation
of artificial polysaccharides with regular structures through glycosynthase-catalyzed donor self-
condensation®.

During the development of a screening assay for the analysis of mutant glycosynthase libraries
(HTS based on a fluoride chemosensor assay)?°, we analyzed a nucleophile saturation library
(E134X) of the Bacillus licheniformis 1,3-1,4-Bglucanase. In addition to the expected and well
known glycosynthase variants (Ala, Ser, and Gly mutations), a surprising result was the finding that
E134D showed high glycosynthase activity while keeping residual hydrolase activity. Shortening
the side chain of the nucleophile residue (Glu to Asp) was already known to decrease significantly
the hydrolase activity of B-glycosidases (e.g. lacZ B-galactosidase?!, Agrobacterium B-
glucosidase?, B. circulans xylanase?3), but this conservative substitution has not been previously
reported as a glycosynthase. This surprising result may be interpreted as a transitional form
between the original hydrolase and its glycosynthase variants. Here we analyze the properties of
the E134D mutant 1,3-1,4-Bglucanase with the aim of understanding how a conservative mutation
(Asp for Glu substitution) still maintaining a carboxylate group behaves as a glycosynthase. pH
studies reveal significant aspects about the modulation of the pK, s of the catalytic residues.

2. Material and methods
2.1. Protein expression and purification

All the proteins (wt, E134A, E134S and E134D) were cloned in a pET16b vector as reported?%24,
E.coli BL21 DE3 Star cells harboring the corresponding expression plasmid were growth in 500 mL
LB medium (100 mg/mL ampicillin, 2% glucose) for 8 h at 372C and 250 rpm until late exponential
phase. The medium was changed to 500 mL LB containing 1 mM IPTG and 100 mg/mL ampicillin
for protein expression (16 h at 252C). Cells were harvest by centrifugation and resuspended in 100
mL phosphate buffer 50 mM, pH 7.0, 0.1 mM CaCl,. Proteins were purified essentially as reported
for the WT enzyme by means of metal affinity chromatography of the His-tagged proteins 2*. Cells
were lysed in a cell-disrupter (Constant Systems, UK) and centrifuged at 12,000 rpm. The
supernatant was loaded onto a HiTrap 1 ml column (GE Healthcare) previously equilibrated with
loading buffer (50 mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM CaCl;). The column was rinsed to remove
unbound proteins and then eluted with a gradient of 0.5 M imidazole in 50 mM phosphate pH 7.0,
0.1 mM CaCl,. Protein fractions were dialyzed twice against 50 mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM
CaCl,, followed by a last dialysis against water. Proteins were lyophilized for storage, and
redisolved prior to use. Enzymes were >95% homogeneous as judged by SDS-PAGE. Concentration

was determined by absorbance at 280 nm using an extinction coefficient of 3.53-:10° Mtecm™ %5,

2.2. Kinetics of glyconsynthase reactions

The glycosyl donor and acceptor, B-D-glucopyranosyl-(1->4)-B-Dglucopyranosyl(1->3)-a-D-
glucopyranosyl fluoride (GlcB4GlcB3GlcaF)?® and p-nitrophenyl B-Dglucopyranoside (GIcBpNP)
respectively, were dissolved in phosphate-citrate buffer (50 mM citric acid and 50 mM Na;HPQ,),
CaCl; (0.1 mM) at the indicated pH, and with a constant ionic strength of 1=0.5M adjusted with
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KCI. The solution was preincubated at 35 °C for 5 min. Reactions were initiated by addition of the
correspondent enzyme and the mixtures kept at 35 °C. Aliquots were taken at different time
intervals and diluted 1:10 in 2 % (v/v) formic acid to stop the enzymatic reaction. HPLC analysis
was done in an Agilent HPLC 1100 chromatograph using a reverse phase column (NovaPak C18, 4
pum, 3.9 mm x 150 mm, Waters), eluted with 12-14% MeOH in H,O at a flow of 1 mL/min, UV
detector at 310 nm. Initial rates (vo) were calculated from the linear portion of the progress curves
(normalized area vs time) and expressed as vo/[E] (s?).

For the reaction progress curve, mutants E134D and E134S were assayed at 2 uM enzyme
concentration, 2 mM donor and 20 mM acceptor in phosphate buffer (50 mM pH 7 and CaCl, 0.1
mM) at 352C. The formation/disappearance of glycosynthase- derived products was followed by
HPLC as described above.

The pH dependence of the glycosynthase activity was determined on ket and Kkeat/Km in the pH
range 5 to 9. At each pH, donor was varied (0.1 to 8 mM, 11 different concentrations) and acceptor
kept constant at 20 mM. Initial rates were fitted to the Michaelin-Menten equation to calculate
the kinetic parameters by non-linear regression. For E134D, kct/Km vs. pH data were fitted to an
upward single ionization curve.

kcat _ A
Ky 1+10(PKa=PH) Eq. 1

For E134S, kcat/Km VS. pH data were fitted to a double ionization curve with residual activity at
high pH, as reported for the E134A glycosynthase mutant? (eq. 2).

Keat A+B-10(PH-DPKq2)

Ky 1+10(PKa1-pH) 1 19(H-PKqa2)

Eq. 2

2.3. Kinetics of hydrolase reactions

The hydrolase activity was determined with 4-methylumbelliferyl 3-0-B-cellobiosylB-D-
glucopyranoside (GIcB4GIcB3GIcBMU) as substrate and following changes in UV absorbance due
to the release of 4-methylumbelliferone (MU) using matched 1 cm path length cells at 35°Cin an
Evolution 300 spectrophotometer (Thermo Scientific)!®. Rates of the enzyme-catalyzed reactions
were determined by incubating the enzyme with the substrate in citrate/phosphate buffer (50
mM citric acid and 50 mM Na,HPO,) and 0.1 mM CaCl, in the pH range of 5 to 7 in the
thermostated cell holder. Reactions were initiated by addition of enzyme to the preincubated
mixture of substrate and buffer. The absorbance change was monitored at a wavelength of A =
365 nm. Extinction coefficients for MU at 365 nm were determined at each pH under the same
experimental conditions. Initial rates (vo) were calculated from the linear portion of the progress
curves. For wt, the slope of vq vs. substrate concentration (0.1 to 0.3 mM) gave the ke.t/Km values
at each pH. keat/Km vs. pH data were fitted to a bell-shaped double ionization curve (eq.3)

kcat — A E 3
Ku 1+10®Ka1—pH) 1 19(PH-PKq2) a.

For E134D, initial rates were determined at 1 mM substrate concentration at each pH. These
rates at low substrate concentration were assumed to reflect keat/Km. Hydrolysis rates at lower
substrate concentrations (to determine true keat/Km values from the linear dependence vo vs.[S])
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were difficult to measure due to the low hydrolase activity of the mutant. vo/[E] (=kcat/Km) vs. pH
data were fitted to a downward single ionization curve (eq. 4)

Yo A
[E]  1+10PH-PKa)

Eq. 4
All fittings were done with the FigP software. Estimated standard errors in pK, determinations
were 0.1 pH units.

2.4. Chemical rescue

This assay was performed following a modification of the procedure reported in Viladot et al.2®,
A solution of enzyme (E134A, E134S, or E134D) (1 uM) and sodium azide (1M) was preincubated
in a thermostated cell holder at 302C in phosphate-citrate buffer (87 mM phosphate, 6.5 mM
citrate) pH= 7.2. Reactions were initiated by adding 2,4-dintrophenyl 3-O-B-cellobiosyl-B-D-
glucopyranoside (GIcB4GIcB3GIcBDNP) substrate (1 mM), and the release of 2,4-dinitrophenol
(DNP) was monitored by absorbance changes at 425 nm, using an extinction coefficient of Ac 6134
Mt.cm? 2627 Blank reactions without sodium azide were run in parallel to substract the
background enzymatic hydrolysis rate of this reactive substrate. Initial rate were calculated as the
slope of DNP concentration (reaction-blank) vs.t.

2.5. Enzymatic polymerization

Reactions were carried out in phosphate buffer (50 mM pH 7, 0.1 mM CacCl,). The donor
substrate Glcf4GlcB3GlcaF (150 mM) was incubated with different enzyme concentrations at 35
°C with orbital shaking at 250 rpm for 24 hours. Enzyme concentrations for E134S and E134D were
chosen as to have the same activity according to the higher kcat value for E134D: 19 uM (E134D),
25 uM (E134S) for low enzyme concentration, and 47 uM (E134D), 63 uM (E134S) for high enzyme
concentration. A precipitate was formed during the reactions. It was recovered by centrifugation
at 13,000 rpm for 5 min, washed several times with cold water, and freeze-dried. Product yields
are expressed in % (weight polymer/weight initial donor) for the insoluble material. Supernatants
were also lyophilized to recover soluble oligomers. Products were analyzed by HPSEC to determine
the molecular mass profiles as described in Perez et al. ¥°. Analyses were performed on an Agilent
1100 HPLC system equipped with a refractive index detector (RID) using a PSS Gram column (8.0
x 300 mm, 100 A, 10 pm) and a PSS Gram precolumn (8.0 x 50 mm, 100 A, 10 um) thermostated
at 50 °C, and DMSO with lithium bromide (5 g/L) as eluent at a flow rate of 0.5 mL/min. The
calibration curve was obtained with dextrans as standards in the range 1 to 55 kDa (American
Polymer Standards Corporation DXT1-DXT55 kDa). Freeze-dried polymers from the enzymatic
reactions and standards were dissolved in DMSO and filtered. From the chromatograms, Mp
(molecular mass of the peak maximum), Mw (weight average molecular mass), Mn (number
average molecular mass), DP (degree of polymerization), and PDI (polydispersity index) were
calculated?®.
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2.6. Modeling of the enzyme substrate complexes

The three dimensional structures of different enzyme-substrate complexes of Bacillus
licheniformis 1,3-1,4-B-glucanase were modeled in-silico by means of homology modeling?®. The
structure of the wt-substrate complex was previously modeled®°. E134S and E134D variants were
modeled based on the 3D structure of the free enzyme (PDB accession code: 1GBG). The substrate
was extracted from the structure of the orthologous Bacillus macerans 1,3-1,4-B-glucanase in
complex with the tetrasaccharide product (GlcB4GlcB4GIcB3Glc) (PDB accession code: 1UO0A),
which was manually converted to an a-fluoride glycosyl donor (GlcB3GlcaF), and its position in the
structure was kept fixed during the modeling. 100 replicas of the models were generated for each
variant, in which different orientations of the side-chains were sampled during a brief simulated
annealing and geometry optimization process.

3. Results

The ability of the E134D 1,3-1,4-B-glucanase to behave as a glycosynthases poses a number of
guestions about the mechanism: how large is the cavity created by shortening the Glu to Asp side
chain to accommodate the a-fluoride of the donor substrate?; does the mutant enzyme operate
by general base catalysis thus implying a large downward shift of the pK, of E138 (general acid in
the wt hydrolase mechanism) to behave as a base in the glycosynthase mechanism?; which is the
extend and pH dependence of the residual hydrolase activity?; is it a practical mutant for the
enzymatic synthesis of polysaccharides by donor self-condensation?.

3.1. Glycosynthase activity of the mutant E134D

The time course of the glycosynthase reaction of E134D at pH 7, 359C, is compared to that of
the well characterized E134S glycosynthase using GlcB4GlcB3GlcaF (2 mM) as donor and GIcBpNP
(20 mM) as acceptor substrates, where the acceptor is in large excess to minimize donor self-
condensation. As shown in Figure 2, E134S rapidly forms the condensation product
(GlcBAGIcB3GIcBAGIcBpNP) up to 90% yield, and the product remains stable upon long incubation
time. E134D has the same initial reaction rate, reaching a maximum of 90% yield, but the product
is then slowly hydrolyzed due to the still significant hydrolase activity. Kinetic parameters had been
previously determined?® and are summarized in Table 1. Under initial rate conditions (<10%
conversion), E134D has a 25% higher ke, than E134S and E134A, but Ky (donor) is in between both
Ser and Ala glycosynthase mutants.

The pH dependence of the glycosynthase activity for E134D, compared to that of E134S, is
presented in Figure 3. The E134D mutant shows a pH dependence corresponding to general base
catalysis, with a kinetic pKa (on keat/Kwm) of 5.8 and maximum activity at pH 7. At pH values higher
than 7.5 the protein is less stable and precipitates, precluding kinetic measurements. The profile
up to pH 7 is similar to that of E134S (and the previously reported E134A mutant!’, with the same
kinetic pK, than E134S (5.8) and slightly higher than E134A (5.2). It corresponds to Glu138 acting
as general base as it was previously assigned in the E134A mutant by titration with a water-soluble

carbodiimide®.
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Figure 2 Time-course monitoring of glycosynthase reaction
Time-course monitoring of the glycosynthase reactions catalyzed by the E134D and E134S mutants.
Conditions: 2 mM GlcB4GIcB3GlcaF donor, 20 mM GIcBpNP acceptor, 2 uM enzyme, pH 7.0, 352C.

- fdorer (Dl Sk % K Ko
E134D 1.44 +0.05 0.49+£0.05 2.95-10° 100 27
E134S 1.08£0.04 0.10+£0.02 1.08-10* 75 100
E134A 1.04+0.04 1.12+0.12 9.27-10? 72 9

Table 1 Kinetic parameters of glycosynthase activity

Kinetic parameters for the glyconsyhtase activity of E134D, S and A mutants.Conditions: 0-8 mM donor
(GlcB4GIcB3GlcaF), 20 mM acceptor (Glc-pNP), 0.5 uM enzyme, 50 mM phosphate pH 7.0, 0.1 mM CaCl,,
359C.

100- B .
[ ]
754
=
< K,5.8 C .
x‘é’ 50 PRA4 O.
X
254
E134S E134D
O_ T T T T T O_ T T T T
5 6 7 8 9 5 6 7 8

pH pH
Figure 3 Glycosynthase activity pH dependence
pH dependence of keat/Km for the glycosynthase activity of E134S (A) and E134D (B) mutant enzymes. At pH
> 7.5, E134D activity decreases due to protein precipitation (* in the graph).
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3.2. Hydrolase activity of E134D

The hydrolase activity of E134D was determined with GlcB4GIcB3GIcBMU (MU: 4-
methylumbelliferyl), a common B-aryl glycoside substrate of the wt enzyme, by monitoring MU
release. At pH 7, 352C, the specific activity of E134D is about 2% of the wt enzyme. To evaluate
the kinetic pK; of the general acid residue E138 in the mutant, the pH dependence of the hydrolytic
reaction was determined and compared to that of the wt enzyme. For the wt enzyme, the pH
profile of keat/Km (Figure 4A) follows a double ionization curve, with a high pK, of 7.0 corresponding
to the general acid E138, and a low pK;, of 5.4 for the nucleophile E134. These values are close to
those previously reported at 532C (pK, s of 7.0 and 5.5, respectively), temperature of maximum
activity for the wt enzyme?*3. For E134D, rates at 1 mM substrate were assumed to reflect kcat/Kw
values (hydrolysis rates at lower substrate concentration were difficult to measure due to the low
activity of the mutant). As shown in Figure 4B, the hydrolase activity decreases from pH 5 to 7,
with a kinetic pK, of 5.9 assignable to the general acid E138 in the hydrolase mechanism. Thus the
E134D mutation results in a pK, decrease of one pH unit. It is also consistent with the pK; (5.8)
determined for the glycosynthase activity and assigned to Glu138, but acting as general base (see
Discussion).

100

T T T T

5 6 7 8 9

Figura 4 keat/Kn vs pH
pH dependence of ke.t/Km for the hydrolytic activity of the WT (A) and E134D mutant (B) enzymes

3.3. Chemical rescue with an exogenous nucleophile

Alanine mutants at the catalytic nucleophile can be reactivated using an exogenous nucleophile
that can bind into the cavity left by removal of the catalytic carboxylate (Ala for Glu mutation). The
E134A 1,3-1,4-B-glucanase is reactivated by addition of azide in a concentration dependent
manner using an activated 2,4-dinitrophenyl Bglycoside substrate, to give the a-glycosyl azide
product?®3132, The experiment was applied to the E134S and E134D mutants by incubating the
enzymes with 1 mM GlcB4GIcB3GIcBDNP (DNP: 2,4-dinitrophenyl) and 1 M sodium azide at pH 7.2
and 302C. The release of DNP (after subtracting the blank rate in the absence of sodium azide) is
plotted in Figure 5. E134S shows reactivation (chemical rescue) but to a lesser extent than the
E134A mutant, whereas the E134D mutant is not reactivated but instead, azide inhibits the
residual hydrolase activity of the mutant.
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Figure 5 Chemical rescue in E134D, E134A and E134S

Chemical rescue by exogenous azide of mutants E134A, E134S and E134D. Conditions: 1mM
GIcB4GIcB3GIcBDNP, 1 M NaNs, 1 uM enzyme, citrate-phosphate buffer pH 7.2, 0.1 mM CacCl,, 302C.

3.4. Glycosynthase-catalyzed Polymerization

The glycosynthase mutants E134A and E134S of 1,3-1,4-B-glucanase are able to produce
artificial polysaccharides by donor self-condensation in the absence of an acceptor!®33, The E134S-
catalyzed polymerization of the tetrasaccharide donor GIcf4GIcB4GlcB3GIcaF led to high
molecular mass polysaccharides (up to Mw of 30 kDa), where the degree of polymerization (DP)
was linearly dependent on enzyme activity. Since the polymers are water-insoluble at rather low
Mw, it was hypothesized that the balance between enzymatic polymerization rate and polymer
precipitation rate dictates the molecular mass of the products?®. In keeping with that, a more
active glycosynthase would in principle achieve polysaccharides with higher DP. Although the new
E134D mutant is not a practical glycosynthase for soluble oligosaccharide synthesis due to the
residual hydrolase activity, it might be efficient for polysaccharide synthesis: insoluble
polysaccharides might be formed fast (E134D has a 25% higher ket than E134S (Table 1)) and their
precipitation protect them from hydrolysis.

[E] Yield Mw Mn M,P
Mutant Sample DP? PDI
(uMm) (%) (kDa) (kDa) (kDa)
19 Precipitate 10 5.5 34 2.8 1.9 4.8,0.6
Supernatant 90 1.0 6 0.7 14 0.6,1.2
E134D
47 Precipitate 20 14.0 86 35 4.0 37.6,4.4,0.6
Supernatant 80 1.7 10 0.8 2.3 0.6
25 Precipitate 80 12.3 76 4.2 2.9 15.8
Supernatant 20 7.6 47 1.8 4.2 -
E134S o
63 Precipitate 90 12.4 76 4.4 2.8 15.4
Supernatant 10 4.9 30 1.3 3.7 -

Table 2 Enzymatic polymerization by E134D an E134S glycosynthase mutants

Reaction conditions were 50 mM phosphate buffer pH 7, 0.1 mM CaCl,, and 150 mM GlcB4GlcB3GlcaF donor
at 352C for 24h. 2 Degree of polymerization (DP) expressed as the number of glucosyl units for the weight
average molecular mass polysaccharide (My,). ® My, molecular mass of the peak maximum.

Polymerization reactions catalyzed by E134S and E134D were performed with the trisaccharide
donor GlcB4GlcB3GlcaF (150 mM) in phosphate buffer pH 7 at 352C. Precipitated polysaccharides
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and the soluble fractions were analyzed by HPSEC (Figure 6). Results are summarized in Table 2.
For E134S (at low and high concentrations) the insoluble polymers show a monomodal distribution
of molecular masses with Mw of 13 kDa, (DP 78), corresponding to 26 condensations, whereas the
soluble fraction only contains traces of oligosaccharides. For E134D the size distribution of the
precipitated polymers is multimodal and dependent of enzyme concentration. At low (19 uM)
concentration, an insoluble polymer with Mw 5.5 kDa is obtained, with a main peak (Mp) at 5.3
kDa (DP 33), and a minor peak at M, 0.6 kDa for a trisaccharide, either unreacted donor or
hydrolysis product. At higher enzyme concentration (47 uM) Mw increases up to 14 kDa, and the
molecular mass distribution becomes trimodal with Mp 32.7, 4.7, and 0.6 kDa, corresponding to
DP 201, 30, and 3, respectively. A significant fraction of a larger polymer is obtained, but some
trisaccharide (Mp 0.6 kDa) is still present. As opposed to the case of E134S, the soluble fractions
in the E134D reactions contain a significant amount of trisaccharide (Mp 0.6 kDa) and
hexasaccharide (Mp 1.2 kDa) at low enzyme concentration and mainly trisaccaride at high enzyme
concentration. The nature of these small molecules may be explained by two nonexcluding
hypotheses: unreacted donor or hydrolysis of the longer polymers formed. In agreement with the
progress curve of the glycosynthase reaction shown in Figure 2 (high synthase activity but then
product hydrolysis), it is more likely that they are hydrolysis products. Moreover, the yield of
insoluble polymers were low (10-20%) for the E134D reactions (about 90% for E134S), and only a
trisaccharide product was observed in the soluble fraction at high enzyme concentration, all
supportive of hydrolysis of the products formed.
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Figure 6 Size exclusion chromatography of insoluble products of glyconsynthase reaction

Size exclusion chromatograms (HPSEC) of the insoluble polysaccharides by glycosynthase-catalyzed
polymerization, A) with E134D, B) with E134S, and of the soluble fractions, C) with E134D, D) with E134S, at
two different enzyme concentrations . Mp values (maximum of the peaks) are indicated in kDa.
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3.5. Modeling the enzyme-substrate complex in the glycosynthase mutants

Mutants E134D and E134S with bound a-glycosyl fluoride substrate were modeled in silico and
compared to the modeled Michaelis complex of the wt 1,3-1,4-B- glucanase previously
reported3®3* (Figure 7). A B-glycoside substrate binds with a !Ss distorted conformation in the
Michaelis complex of the wt enzyme (preactivated conformation for catalysis in the hydrolase

mechanism?3%%)

, Whereas the a-glycosyl fluoride donor in the glycosynthase mutants remains in a
chair (*C1) conformation (as recently observed 3¢). The shorter side in the X-ray 3D structures of
glycosynthase mutants of rice BGlu13®). The shorter side chain of the mutants at position 134
relative to the wild-type creates a cavity that accommodates the fluoride aglycon with a-
configuration. The distance between the carboxylates in position 138 and 134 are 5.6 A in the wt,
and 7.0 in the E134D mutant. For the Ser mutant (Figure 7C), the hydroxyl oxygen is at
approximately 4.3 A of the fluoride atom, with an orientation that may allow for a weak hydrogen
bonding interaction to assist the departure of the fluoride aglycon in the SN, displacement
reaction by the acceptor. For the Asp mutant (Figure 7B), the distance between the fluoride and
the carboxylate is shorter, and may involve a halogen bonding interaction (distance F--O of 3.3 A
and a C1-F--0 angle of =1609, a geometry that perfectly fits that of halogen bonding interactions
found in protein-ligand complexes)®’. Preliminary computational results by ab initio methods
indicate that this type of electrostatic interaction, although present in a-halogen-glycosyl systems,
is very weak for fluoride (data not shown).

Glu138

Figure 7 Modeled enzyme substrate complexes
Modeled enzyme-substrate complexes, WT with GIcB4GIcB3GIcB4GIc, E134D and E134S with Glcf3GlcaF.
Dashed lines are distances between heteroatoms expressed in A.

Itis relevant, as it will be discussed below, that Asp136, a third carboxylate of the catalytic triad
in the wt enzyme, is hydrogen bonding to the nucleophile Glu134 (O---O distance of 2.7 A, Figure
7A) but the same residue is predicted by the modeling to hydrogen bond with Glu138 in the E134D
and E134S mutants (Figure 7B,C).

4. Discussion

Typical glycosynthases arise from replacement of the catalytic nucleophile of a retaining
glycosidase by a non-nucleophilic residue. Surprisingly, the conservative Glu to Asp substitution
(E134D mutant) in 1,3-1,4-B-glucanase results in an active glycosynthase. It was an unexpected
result because the carboxylate group is still present although in a different position due to the
shorter side chain. Two essential aspects of the glycosynthase mechanism are that the nucleophile
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mutation has to create room to allow binding of the donor with the fluoride aglycon in a, and that
general base catalysis is required to activate the acceptor substrate.

Replacement of the catalytic nucleophile by Ala, Gly, or Ser in typical glycosynthases, results in
a shorter side chain that creates a cavity for the accommodation of the a-fluoride of the donor. It
can be tested by chemical rescue of the hydrolytically inactive mutant by addition of an exogenous
nucleophile as sodium azide or formate. For the E134A mutant, addition of azide restores the
activity with an activated B-glycoside substrate (such as 2,4-dinitrophenyl B-glycoside). Azide is
able to bind into the cavity left by removal of the nucleophile side chain and displace the B-
aglycone by an Sy2 mechanism to give the a-glycosyl azide product?®. Whereas activity is restored
in the E134A and E134S mutants, azide inhibits the hydrolase activity of the E134D mutant (Figure
5). This behavior is similar to that observed with the wt enzyme 2. It indicates that the Glu to Asp
mutation does not leave enough room for azide to bind and act as a nucleophile, or that the
negative charge of the Asp residue prevents proper binding of azide by electrostatic repulsion,
resulting in any case in the absence of chemical rescue. Although this experiment does not prove
or disprove that a cavity has been created, the fact that the mutant has glycosynthase activity
confirms that the a-fluoride is bound. As shown in the modeled structure (Figure 7B), the a-
glycosyl fluoride is properly bound and oriented for catalysis.

According to the general mechanisms depicted in Figure 1, the residue acting as general acid
in the first step of the hydrolase mechanism behaves as a base to activate the acceptor in the
glycosynthase mechanism. This change of the pK, of the same residue is the result of different
environments in the wt and glycosynthase mutant due to the presence or absence of the catalytic
nucleophile. In the wt 1,3-1,4-B-glucanase, Glu138 is the general acid with a pK; of 7.0 (Figure 4A)
in the first step leading to the covalent glycosyl-enzyme intermediate in the hydrolase
mechanism®. This high pK, is in part due to the presence of the negatively charged catalytic
nucleophile Glul34 which destabilizes the conjugate base of Glul138. It drops in the glycosyl-
enzyme intermediate due to neutralization of the negative charge in the covalent complex
allowing Glu138 to act as general base in the deglycosylation step leading to the hydrolysis
product. This pK, cycling of the general acid/base residue in retaining glycosidases has been nicely
demonstrated in a B.circulans xylanase by *C-NMR titration®. In the glycosynthase mechanism
catalyzed by the original E134A mutant, Glu138 has a lower pK, of 5.2% because of the Ala for
Glul34 replacement, where removal of the carboxylate group deletes the negative charge that
destabilized the conjugate base of Glu138. The active site charge is equivalent to that in the
covalent glycosyl- enzyme intermediate of the wt enzyme, thus Glu138 having a low pK,. The same
concept applies to the other glycosynthase variants having a neutral residue in the position of the
original nucleophile, as it is the case of the E134S mutant (with a pK, of 5.8, Figure 3A). But what
about the E134D mutation?.

Glu138 should be able to act as a base to explain that the E134D mutant behaves as a
glycosynthase. Certainly, the E134D mutant shows a pH dependence corresponding to general
base catalysis, with a kinetic pK, of 5.8 and maximum activity at pH 7 (Figure 3B). This pK; value is
the same as that for E134S (5.8) and slightly higher than that for E134A (5.2). It is also consistent
with the pH profile of the residual hydrolase activity of the mutant, with a calculated pK, of 5.9 in
the downward profile for general acid catalysis. Therefore, E134D can be seen as a transitional
hydrolase to glycosynthase mutant depending on pH, with hydrolase activity at low pH and
glycosynthase activity at high pH.
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Possible reasons for the low pK; of Glu138 in the E134D mutant are as follows: a) The distance
between the carboxylates in positions 138 and 134 is longer in the mutant than in the wt (Figure
7), thus reducing the electrostatic effect of the carboxylate of Asp134 and resulting in a lower
destabilization of the conjugate base of GIu138. Asa consequence its pK, becomes similar to that
in the E134S and E134A neutral nucleophile mutations. b) The carboxylate of Glu138 is stabilized
by a H-bonding interaction with Asp136, the third auxiliary residue of the catalytic triad in family
GH16 which participates in modulating the pK, s of the catalytic residues!®. As observed in the X-
ray structures of the wt enzyme, Asp136 is hydrogen bonding with Glu134 in the free enzyme3°%,
but it is rearranged in a covalent enzyme-ligand complex to hydrogen bond with Glu138, and
occupies an intermediate position in the enzyme-product complex**2, Given the flexibility of the
side chain of Asp136 (as observed in the crystal structures of the wt enzyme), the modeled
structure of the E134D-substrate complex (Figure 7B) proposes an orientation of the Asp136 side
chain that can establish a H-bond with Glu138. Therefore, it is reasonable that, even with Asp134
being deprotonated, the carboxylate of Glu138 might be stabilized by Asp136, thus lowering its
pKa and being able to act as a base in the glycosynthase reaction.

Because E134D has a higher ket than E134S in the glycosynthase reaction (Table 1), it was
tested in polymerization reactions. The question was whether the fast donor condensation leads
to polymeric products that precipitate and become inaccessible to the enzyme before they are
hydrolyzed by the residual hydrolase activity of the mutant. It is shown not to be the case since
low yields in polymeric products were obtained as compared to the E134S mutant (Table 2). The
polymers obtained (although in low amount) had a different distribution but were not significantly
larger than those produced by the E134S glycosynthase. Although this new mutant is a more active
glycosynthase in terms of initial rates, it is not practical as biocatalyst.

5. Conclusions

The screening of a nucleophile saturation library revealed that the E134D mutant is a novel
glycosynthase. Characterization of the glycosynthase and residual hydrolase activities of this
mutant allows to conclude that shortening the side chain of the residue at position 134 creates
enough room for binding the a-fluoride donor, and that Glu138 has a low pK, to act as a general
base in the glycosynthase mechanism similar to other neutral substitutions in position 134. E134D
represents a transition between a glycosidase and a glycosynthase, with hydrolase activity at low
pH and synthase activity at high pH.
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11.3. Discusidn glicosintasas

A pesar de la gran relevancia industrial, biomédica, entre otras, de aplicaciones basadas en
formulaciones incluyendo carbohidratos y sus deriados, en la actualidad siguen existiendo ciertas
necesidades dentro del drea de la sintesis de carbohidratos naturales y no naturales que no estdn
cubiertas. Las aproximaciones de sintesis quimica tradicional se basan en complejos protocolos
en los que son necesarios multiples pasos de proteccion y desproteccion de grupos funcionales
los cuales implican, por lo general, bajos rendimientos de produccidn y altos costes (Demchenko,
2008). En las ultimas décadas ha surgido la sintesis enzimatica como una alternativa eficiente a
los procesos clasicos. Mediante la aplicacion de biocatalizadores se pueden conseguir
producciones con un alto control del producto final.

Como se recoje en el capitulo de libro “When enzymes do it better: Enzymatic glycosilation
methods” (Planas et al., 2015) dentro del repertorio natural de enzimas involucrados en la sintesis
y rotura de enlaces glicosidicos se incluyen glicosiltransferarsas (GTs) que son capaces de transferir
una unidad de azucar utilizando carbohidratos activados como dadores y las glicosidasas (GHs)
gue son las encargadas de hidrolizar los enlaces glicosidicos. Estas Ultimas también pueden formar
enlaces glicosidicos mediante reacciones de transglicosilacion. La aplicacién de GTs en la
produccién de carbohidratos estd limitada por su baja estabilidad y su reducida variedad de
sustratos utiles (Harle & Bechthold, 2009; Luzhetskyy, Méndez, Salas, & Bechthold, 2008). Esto
hace que la sintesis de enlaces glicosidicos mediante GHs se haya establecido como la opcidn de
preferencia.

A partir de las GHs version salvaje se han conseguido desarrollar mediante ingenieria enzimatica
biocatalizadores en los que su capacidad transglicosiladora esta altamente potenciada: las
glicosintasas (Mackenzie et al., 1998; Malet & Planas, 1998). En estos enzimas se ha mutado el
residuo nucleofilo por uno inerte, asi utilizan como sustrato dadores activados (generalmente por
fluoruro) que imitan la configuracién anomérica del intermediario glicosil-enzima los cuales son
transferidos a la molécula aceptora. A diferencia de las GTs, estos enzimas son mucho mas
promiscuos en sus sutratos especialmente en cuanto a aceptores se refiere. Estas caracteristicas
definitorias de las glicosintasas hacen que sean capaces de generar una gran variedad de
productos mediante la combinacion de dadores y aceptores (glicosidicos o no).

En la actualidad se ha conseguido desarrollar un amplio repertorio de glicosintasas incluyendo
ejemplos en 16 de las familias de las GHs con retencién de configuracidn del carbono anomérico
(Armstrong & Withers, 2013; Cobucci-Ponzano & Moracci, 2012; Perugino, Trincone, Rossi, &
Moracci, 2004; Shaikh & Withers, 2008; L.-X. Wang & Huang, 2009).

El primero de los articulos presentados supone el establecimiento de una técnica para el cribado
de bibliotecas de glicosintasas independientemente de la naturaleza de las mismas y de sus
productos. La capacidad de aplicar protocolos de evolucion dirigida a un enzima depende en gran
medida en la capacidad de disponer de un método de cribado lo suficientemente simple, robusto
y sensible como para detectar los mutantes mejorados. Asi, el poder mejorar enzimas a través de
protocolos de evolucion dirigida dispara significativamente las posibilidades de éxito. Gracias a la
aplicacion de este método se llegaron a descubrir mutantes puntuales que convertian al enzima
en glicosintasa pero que no habian sido descritos previamente. El método descrito no solo ha
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demostrado ser util, sino que la comunidad cientifica se ha hecho eco de su potencial. Este es el
caso de la mencidn que Danby y Withers hacen en su revision “Advances in Enzymatic Glycoside
Synthesis” (Danby & Withers, 2016):

“Planas and coworkers recently developed a fluoride chemo-sensor assay for the
express purpose of evaluating putative synthase mutants (Andrés, Aragunde, &
Planas, 2014). In this assay chemical detection of fluoride is effected indirectly using
a protected fluorophore: tert-butylsilyl protected methylumbelliferone (MU- TBS).
Fluoride catalyzed cleavage of MU-TBS generates fluorescent MU, allowing
detection of fluorescence in a high-throughput manner. As proof of concept multiple
nucleophile mutants of 1,3-1,4-8-glucanase from Bacillus licheniformis were
prepared and reacted with a- laminaribiosyl fluoride. Subsequent reaction with MU-
TBS monitored by fluorescence identified six mutants with synthase activity: of these
three, E134T, E134D and E134C, had not been previously reported. Expanding this
assay to larger more diverse libraries would represent an exciting step in acquiring
new, useful synthase enyzmes. Combining these approaches with emerging
technologies, such as microfluidic droplet based platforms (Romero, Tran, & Abate,
2015), may provide a way forward to rapidly generate glycosynthases from diverse
GH families”

Tras la publicacion de este primer método para la determinacién de la actividad glicosintasa
basado en un quemosensor de fluoruro otros han seguido utilizando la misma base funcional
(Hayes, Bochinsky, Seibt, Elling, & Pietruszka, 2017).

Ademas en el cribado realizado se encontré el mutante E134D, que se interpreté como el “eslabén
perdido” entre las hidrolasas y las glicosintasas, ya que es capaz de llevar a cabo las dos
actividades. Esta dualidad se asigna a varios factores: en primer lugar la reduccidn del tamario de
la cadena lateral de un Glu a Asp permite que se acomode el sustrato activado con un a-fluoruro.
El segundo factor se justifica mediante la caida del pKa del residuo E138. En el enzima WT su pKa
es anormalmente alto (7,2) debido a que la proximidad de la carga del E134 desestabiliza su base
conjugada, con la formacién del intermediario glicosil-enzima mediante el E134 el residuo E138
recupera un valor de pKa mas préximo al esperado y se comporta como una base catalitica. En su
comportamiento como glicosintasas la mayor distacia entre el E134D y el E138 permite que este
muestre un pKa mas bajo (5,9) lo que permite que se comporte como una base, algo necesario
para que se lleve a cabo el mecanismo de formacién de enlace glicosidico en las glicosintasas.

Asi en funcidn del pH en el que se encuentra el enzima el comportamiento del mismo puede
modulares hacia la potenciacién del mecanismo hidrolasa o glicosintasa. A pHs bajos el E138 se
encuentra protonado y se comporta como un acido, mientras que a pHs por enzima del pKa
prevalece el comportamiento como glicosintasa del enzima.
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Figura 11.3-1 Dualidad hidrolasa/glicosintasas del mutante E134D

Representacién del perfil de actividad hidrolasa y glicosintasa del mutante E134D en funciéon del pH. Con un
pKa 5,8-5,9 se observa que por debajo del mismo prevalece la actividad hidrolasa y por encima la glicosintasa.

Este fendmeno no habia sido descrito previamente de ahi la relevancia de llegar a elucidar el
mecanismo por el cual este enzima mostraba esta dualidad catalitica. En el marco de las
glicosilhidrolasas, glicosintasas y en general cualquier otro enzima, las aportaciones que lleven a
una mayor comprension del mecanismo catalitico y de los residuos que interactian con el sustrato
en el centro activo sirven de punto de apoyo para las palancas que serdn necesarias en la
optimizacidn del enzima para su mejora o para cualquier otro fin como podria ser la inactivacién,
modulacién, etc.
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12. Conclusiones

A continuacién se detallaran las conclusiones extraidas del trabajo realizado en esta tesis en las
dos familias de enzimas estudiadas: las desacetilasas de quitinas y las glicosintasas.

12.1. Conclusiones capitulo 1: quitina desacetilasas

1. Se ha desarrollado y validado una metodologia completa de analisis de la actividad
desacetilasas basada en una plataforma robdtica y una cuantificacidon de los porductos
por HPLC-MS en modo desatendido gracias al desarrollo de un tampdn de parada de la
reaccion. Este procedimiento tiene una repetibilidad definida por un CV inferior al 11% y
un rango lineal hasta, al menos, 225 uM.

2. Se comprobd que la desacetilasa de quitooligosacédridos de Vibrio cholerae reduce su
actividad a medida que se incrementa el DP del sustrato. Paralelamente se identificd que
el metal catalitico que permite a este enzima desarrollar una mayor actividad catalitica es
el Zn*2.

3. Se construyd una versidn truncada del enzima en la que solo estd presente el dominio
catalitico eliminando los dos CBMs que presenta el enzima original. Este constructo
mostré niveles similares de expresion y actividad del enzima WT mantienendo la
especificdad por sustratos y el patrén de desacetilacion. Este apoya la hipdtesis de que los
CBMs tienen la funcién biolégica de concentrar el enzima préximo a fuentes de quitina
pero no un papel en la funcion catalitica.

4. Se generaron dos estrategias para la demostracion del Subsite Capping Model:

4.1. Bloqueo del loop 5: se cred un puente disulfuro con el fin de bloquear los subsitios
positivos. El mutante P193C/N273C demostrd una actividad reducida con DP4 y
DP5 mientras que los sustratos de menor tamafio no se veian afectados.

4.2. Eliminacion del loop 5: Se creé una quimera VcCDA L5-BsPdaA en la que se realizé
la sustituciéon del loop 5 por uno de tamaifo minimo. Este constructo invirtié por
completo la especificidad por sustrato del enzima mostrandose mas activo con
DP4 que con DP2. Este mutante mostraba una baja actividad en general y un
reducido rendimiento de expresion.

Estos dos resultados demuestran que el Subsite Capping Model es capaz de explicar la
especificidad por sustratos de la VcCDA y que por lo tanto, los loops que decoran el surco
catalitico definen los subsitios accesibles y son responsables de definir el patrén de
desacetilacion.

5. Se desarrollaron tres estrategias de disefio racional del loop 5 del VcCDA que permitieron
la creacidn de cuatro mutantes de segunda generacidn con el fin de incrementar la
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12.2.

actividad con sustratos largos sin afectar negativamente otros pardmetros. Todos los
mutantes conseguian este fin. De entre ellos el mutante P-G (P266G, P271G y P280G)
demostrd ser un candidato ideal para su aplicacién en la produccién biotecnoldgica de
oligdmeros de quitosano con un patrén de acetilacion definido.

Conclusiones capitulo 2: glicosintasas

Se ha desarrollado y aplicado una metodologia de cribado de bibliotecas de glicosintasas
basadas en un sensor quimico fluoresecente de fluoruro, 4-MUTBS (4-methylumbellyferyl
tert-butyldimethylsilyl ether). Esta metodologia presenta un Z-Factor de 0,62 lo que
denota una buena discriminacién.

Al aplicar esta metodologia de cribado a una biblioteca de saturacion del residuo
nucledfilo de la 1,3-1,4-B-Glucanasa de Bacillus licheniformis se detectaron 6 mutantes
diferentes con actividad glicosintasa. Tres de estos mutantes no habian sido descritos
previamente E134C, E134T y E134D.

El mutante E134D ha demostrado ser un mutante con un comportamiento dual hidrolasa
y glicosintasa siendo capaz de desarrollar las dos actividades. Este mutante fue
caracterizado en detalle bioquimicamente y mediante modelado de su estructura. Este
analisis ha revelado como el pK, de los residuos cataliticos se ve alterado por los residuos
adyacentes, especialmente el E138 que en funcién del pH puede actuar como acido o base
general dando lugar a un mecanismo hidrolitico o glicosintasa a pH por debajo o por
enzima de su pk, respectivamente.
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13.1. Creacidon de mutantes y constructos

13.1.1. Aislamiento y clonaje del Domino catalitico

Se cred un nuevo constructo en el que se eliminaron los dos CBMs presentes en VcCDA WT FLy
ademas se desplazo el Strep-Tag Il al extremo N terminal mediante el uso de un vector de
expresion diferente al original, pPR-IBA2.

Se realiza un estudio bioinformdatico (PFAM) y estructural para la definicion del lugar de
truncado de la proteina. Se decidid que el lugar idéneo de corte era la T336.

Se disefian los cebadores de tal modo que incluyan las dianas de restricciéon que se
utilizaran para el clonaje (5’ Kasl y Pstl en 3’).

Nombre cebador Direccion Secuencia n Tm (2C)
CD_pPR_Kasl_F Forward 5’-GAAAAAGGCGCCATGAACAGCACGCCGAAAG-3’ 31 66
CD_pPR_Pstl_R Reverse 5’-GTCCCCCTGCAGCTACGTATAATTGTCCATGGTATC-3’ 36 64

Tabla 13.1- 1 Cebadores aislamiento CD de VcCDA
Cebadores utilizados para el aislamiento y clonacidn del dominio catalitico de VcCDA en el vector pPR-IBA2.

Se obtiene ADN plasmidico del vector original (pET22b-VcCDA WT FL) mediante miniprep
asi como del vector de destino pPR-IBA2.

Se extrae la secuencia del dominio catalitico mediante la técnica de PCR. Se utilizan los
cebadores previamente mencionados y el kit Iproof High Fidelity Master Mix (Bio-Rad).
Las condiciones son las siguientes: 25 ng de ADN, 0,2 uM de concentracidon de cada
cebador en un volumen total de 50 pL.

Las etapas de programa de PCR son las que se muestran en la tabla que sigue:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95eC 2 min
2 Desnaturalizacién 952C 30 seg
3 Hibridacién 60°C 30 seg
4 Extensién 729C 1 min 30 seg
5 Repetir desde #2 25 veces - -
6 Extension final 729C 2 min
7 Conservacion 4°C oo

Tabla 13.1- 2 Programa PCR aislamiento CD de VcCDA
Etapas del programa utilizado para la obtencidn de del dominio catalitico de VcCDA.

El amplicén es purificado mediante el kit GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich).

1 pg tanto del vector de destino como del amplicén son digeridos preparativamente
utilizando los enzimas Kasl y Pstl (NEB).

El coctel de digestidon se carga directamente en un gel de agarosa preparativo (1% de
concentracion).

Se realiza una extracciéon de ADN desde banda en gel de agarosa.
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La ligacidn se realiza a diferentes ratios vector-inserto durante 30 minutos a temperatura
ambiente

Se transforma el producto de ligacién en E. coli DH5a quimicamente competentes por
CaCl, y se extiende en placa de LB con ampicilina (100 mg/L).

Se comprobd la identidad del nuevo constructo mediante PCR y secuenciacién.

13.1.2. Creacion del puente disulfuro: VcCDA P193C/N273C

Para la obtencion de este doble mutante lo que se ha realizado han sido dos rondas mutagénesis
de Quick Change PCR (QC-PCR). Se parte del constructo original pET22b VcCDA WT FL.

Mediante estudio de la estructura de la proteina se identifica el residuo del loop 5 mas
préoximo al loop 3 que podria crear un puente disulfuro que bloquee su movimiento. Estas
posiciones son P193C (L3) y N273C (L5).

Se disefian los cebadores siguiendo las recomendaciones de Zheng et al. (Zheng,
Baumann, & Reymond, 2004).

Nombre ) L, .

Direccion Secuencia n Tm (2€)
cebador
P193C_F Forward 5’-TCTGAAATGCTGGGAACCGGGTTATG-3’ 26 61
P193C_R Reverse 5’-GGTTCCCAGCATTTCAGATTATCTGAGG-3’ 28 59
N273C_F Forward 5’-GAACCGATCTGCTCTAAAACCCAGGAATTCC-3’ 31 62
N273C_R Reverse 5'-GTTTTAGAGCAGATCGGTTCAATCGTGGTCG-3’ 31 62

Tabla 13.1- 3 Cebadores doble mutacion P193C/N273C en VVcCDA FL
Cebadores utilizados para la introducciéon de una doble mutacién en VcCDA full-length para el
establecimiento de un puente disulfuro.

Se obtiene ADN plasmidico del vector original (pET22b-VcCDA WT FL).
Para la incorporacion de la primera mutacién (P193C). Se realiza un protocolo de QC-PCR.
Se utilizan los cebadores previamente mencionados y el kit Iproof High Fidelity Master Mix

(Bio-Rad). Las condiciones son las siguientes: 7 ng de ADN, 0,375 uM de concentracion de
cada cebador en un volumen total de 40 pL.

Las etapas de programa de PCR son las que se muestran en la tabla que sigue:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 982C 3 min
2 Desnaturalizacion 982C 30s eg
3 Hibridacién 55¢C 30 seg
4 Extensidn 72¢C 3 min 30 seg
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extension final 729C 4 min
7 Conservacion 4°C oo

Tabla 13.1- 4 Programa PCR Quick-Change para la mutacion P193C/N273C
Etapas del programa utilizado en las PCR de mutagénesis utilizando VcCDA FL como molde para la creacion
de un puente disulfuro en P193C/N273C.

El amplicén es purificado mediante el kit GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich) y eluido
en 40 pL H,0 MilliQ autoclavada.

Se realiza una digestién con Dpnl con su correspondiente tampon a 372C durante 3h.
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Después de la digestion se realiza la transformacion del producto resultante (2 alicuotas
de 10 pL de digerido) en E. coli DH5a quimicamente competentes por CaCl,.

Se comprueba la correcta insercion de la mutacion mediante secuenciacion del ADN
plasmidico de alguna de las colonias obtenidas tras la trasformacién.

Una vez obtenido el primer mutante se realizéd el mismo proceso para incorporar la
segunda mutacion (N273C) del par que crearan el puente disulfuro.

13.1.3. Quimera VcCDA L5-BsPdaA

Para la obtencién de este mutante eliminando el loop 5 de la version original del enzima VcCDA 'y
la insercién del mismo loop de Bacillus subtilis PdaA (PDB: 1NY1) en un Unico paso se utilizd una
versién adaptada del protocolo publicado por Lee et al. (J. Lee et al., 2010). Se utilizd la proteina
completa clonada en el plasmido pET22b como molde para todo el proceso de biologia molecular.
En el disefio de la figura siguiente se ejemplifica el disefio del experimento (valido también para
el constructo dentro de pPR iBA2).

L5 VcBs F
T6.9 F — —
- h‘mmm—v
.‘_
L5 _VcBs R * T6.9_R
1 Paso 1: PCR de
T6.9.F eliminacién/insercion
—_—
1 AdAAAA[AAA]
[AAAJAAAAAA 1]
¥ E—
T6.9 R
l Paso 2: PCR de Ligacion
L] AbAAAAALAANAAAA 1]
Kas | pPR-IBA2 VcCDA ———— Pstl|
Neel e PET22 VECDA e Scl

Figura 13.1-1 Esquema protocolo intercambio de loop 5 VVcCDA-BsPdaA
Esquema del protocolo de biologia molecular utilizado para la sustitucion del loop 5 de VcCDA por el de
BsPdaA aplicable tanto en la proteina FL como para el dominio catalitico.

Mediante estudio de la estructura de las dos proteinas se identifica la zona que serd
sustituida. Se eliminara desde Y256 hasta V290 en VcCDA (ambos residuos incluidos) y se
introducira desde Q212 hasta A217 provenientes de BsPdaA (ambos aminodacidos

incluidos).

Se disefian los cebadores mutagénicos de tal forma que hibriden con VcCDA y existan unas
zonas de secuencia extra en 5’ que codifiquen para la secuencia del loop 5 de BsPdaA.
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VP FLAQAWHUPGA I VLTHDETF
5'-CAG GCG CAT CCG GGT GCG atc gtg ctg acc cacgactttc—3’
3’-gc cag gge aaagac cgg GTC CGC GTA GGC CCA CGC-Y

Figura 13.1-2 Solapamiento cebadores loop 5 VcCDA-BsPdaA
Esquema de hibridacién de los cebadores utilizados para la introduccién del loop 5 de BsPdaA en VcCDA y su
traduccion en aminodcidos.

Los cebadores utilizados son los siguientes:

Nombre Direccién Secuencia n Tm
cebador (2C)
T6.9_F Forward 5’-GATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG-3’ 39 63
T6.9_R Reverse 5’-GGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC-3’ 39 70
L5_VcBs_F Forward 5’- CAGGCGCATCCGGGTGCGATCGTGCTGACCCACGACTTTC-3’ 40 73
L5 VcBs_R Reverse 5’-CGCACCCGGATGCGCCTGGGCCAGAAACGGGACC-3’ 34 76

Tabla 13.1- 5 Cebadores intercambio de loop 5 BsPdaA-VcCDA
Cebadores utilizados durante toda la metodologia de eliminacién del loop 5 de VcCDA vy la introduccién del
equivalente loop de BsPdaA.

Se realizan las dos PCRs primarias para obtener las dos mitades del nuevo constructo, es
decir N terminal de VcCDA con el loop 5 de BsPdaA y C terminal de VcCDA con el loop 5 de
BsPdaA. Para la mezcla de reaccion se utiliza el kit Iproof High Fidelity Master Mix (Bio-
Rad) y los siguientes pares de cebadores T6.9 F/L5 VcBs R y L5 VcBs _F/T6.9 R. Las
condiciones son las siguientes: 25 ng de ADN, 0,5 uM de concentracion de cada cebador
en un volumen total de 50 pL.

Las etapas de programa de PCR son las que se muestran en la tabla que sigue:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 952C 2 min
2 Desnaturalizacion 952C 30 seg

S 57,52C (extremo N)
3 Hibridacién 30 seg
702C (extremo C)

4 Extensién 729C 30 seg
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extension final 72°C 2 min
7 Conservacion 4°C oo

Tabla 13.1- 6 Programa 1€ PCR eliminacion/insercion loop 5 BsPdaA-VcCDA
Etapas del programa utilizado para eliminacion del loop 5 de VcCDA, divisién del gen en dos mitades y la
insercion de la secuencia del loop 5 de BsPdaA.

El céctel de reaccidn se carga directamente en un gel de agarosa preparativo (1% de
concentracion).

Se realiza una extraccion de ADN desde banda en gel de agarosa utilizando el kit
GenElute™ Gel Extraccion Kit (Sigma-Aldrich).

Se realiza la PCR de ligacion utilizando 1 pL del producto purificado de cada extremo, los
cebadores flanqueantes (T6.9_F y T6.9_R) a una concentracion de 0,5 uM cada uno y el
mismo kit de PCR en un volumen final de 50 pL.

Las etapas de programa de PCR de ligacion son las que se muestran en la tabla que sigue:
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# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 952C 2 min
2 Desnaturalizacion 952C 30 seg
3 Hibridacion 60,22C 30 seg
4 Extensidn 72°C 50 seg
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extension final 729C 2 min
7 Conservacion 4°C oo

Tabla 13.1- 7 Programa 22 PCR de ligacion loop 5 BsPdaA-VcCDA
Etapas del programa utilizado para la fusion de las dos mitades del gen obtenido en la etapa previa incluyendo
lainsercidn de la secuencia del loop 5 de BsPdaA.

El amplicdn es purificado mediante el kit GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich) y eluido
en 40 pL H,O0 MilliQ autoclavada.

1 pg tanto del vector de destino (pET22b) como del amplicon son digeridos
preparativamente utilizando los enzimas Ndel y Sacl-HF (NEB).

El coctel de digestidon se carga directamente en un gel de agarosa preparativo (1% de

concentracion).
Se realiza una extraccion de ADN desde banda en gel de agarosa.

La ligacidn se realiza a diferentes ratios vector-inserto durante 30 minutos a temperatura

ambiente

Se transforma el producto de ligacién en E. coli DH5a quimicamente competentes por
CaCl, y se extiende en placa de LB con ampicilina (100 mg/L).

Se comprobd la identidad del nuevo constructo mediante PCR y secuenciacion.

13.1.4. VcCDA mutantes de segunda generacion

Para la creacidon de esta segunda generacidén de mutantes se utilizé una modificacién del protocolo
de por Lee et al. (J. Lee et al., 2010). En este caso se utilizd como molde el dominio catalitico
clonado en el pldasmido pPR-IBA2. En el disefio de la figura siguiente se ejemplifica el disefio del

experimento.
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6.9 F Gen Diana 15 F Cassette a insertar
—_— SOttt
[ AALLLL [650000 SR AARAAL ] o
kb 000 «
L5_R T6.9_R
1 Paso 1: PCR Obtencién de los
xt del
T6.9 F 15 X F extremos ael gen
 E— Y [Co550 WL eeeees)
[_eeiee oy ——
L5 X F f's.s_R
1 Paso 2: PCR Adicidn de cassette a
cada extremo
[ TV VYV YN

| T R ]

l Paso 3: PCR fusién del gen

FYVVY VY Lo ) ]

l Paso 4: Restriccidn y clonaje

S

Figura 13.1-3 Esquema protocolo de introduccion de casete para la creacion de los mutantes de segunda
generacion

Esquema del protocolo de biologia molecular utilizado para la eliminacion de parte del loop 5 de VcCDA v las
etapas posteriores para la inclusion de casetes modificados en los que se incluyen diferentes
mutaciones/estrategias.

Mediante estudio de la estructura de la proteina se disefian las estrategias de mutacion,
como limite se toma el puente disulfuro que existe dentro del loop entre C264 y C281.:

- VcCDA CD ALS: Eliminacién del loop 5 (AS265-P280)

- VcCDA CD P-G: Mutacion de las 3 Prolinas a Glicinas (P266G, P271G, P280G)

- VcCDA CD AHélice 1: Reduccidn parcial de loop 5 eliminando una hélice del
extremo N terminal del loop (AS265-T268)

- VcCDA CD AHélice 2: Reduccidn parcial de loop 5 eliminando una hélice del
extremo C terminal del loop (AP271-T276)

Se disefan cebadores para eliminar una parte central del loop que se definira como casete
de insercion sobre el que se realizaran los cambios en la secuencia para introducir las
correspondientes mutaciones.

Los cebadores utilizados son los indicados en |la Tabla 13.1- 8.

Se realizan las dos PCRs primarias para obtener las dos mitades de la secuencia del
dominio catalitico de VcCDA en las que se elimina el casete del loop 5. Para la mezcla de
reaccion se utiliza el kit Iproof High Fidelity Master Mix (Bio-Rad) y los siguientes pares de
cebadores T6.9_F/L5 Ry L5 F/T6.9_R. Las condiciones son las siguientes: 25 ng de ADN,
0,5 uM de concentracién de cada cebador en un volumen total de 50 pL.
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Nombre Direccion Secuencia n Tm
cebador (eC)
T6.9_F Forward 5 _-GATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG-3' 39 63
T6.9 R Reverse 5'-GGCCCCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC-3' 39 70
L5_F Forward 5'-CAGTGCTTTGTCCACATAGGCCAGAAAC-3’ 28 62
L5 R Reverse 5'-CCGCTGCATGCGGATAAAGTCATCGTG-3’ 27 64
5 TATGTGGACAAAGCACTGAACAGCGCGGGCGCGGGTACGCCGCTGCATG
L5_AGA_F Forward CGGATAAA-3 57 75
5’ TTTATCCGCATGCAGCGGCGTACCCGCGCCCGCGCTGTTCAGTGCTTTGTC
L5 _AGA_R Reverse 57 75
CACATA-3’
5’ TATGTGGACAAAGCACTGAACAGCTGCTCTGGCACCACGATTGAAGGCAT
5 PGF  Forward  CAATTCTAAAACCCAGGAATTCGGCTGTGGTACGCCGCTGCATGCGGATAAA 120 73
_3’
5 b6 R Reverse - TATCCGCATGCAGCGGCGTACCACAGCCGAATTCCTGGGTTTTAGAATTG 10
=T ATGCCTTCAATCGTGGTGCCAGAGCAGCTGTTCAGTGCTTTGTCCACATA-3 2
,  5-TATGTGGACAAAGCACTGAACAGCTGCATTGAACCGATCAATTCTAARAC .
L5_AHLF  Forwar CCAGGAATTCCCGTGTGGTACGCCGCTGCATGCGGATAAA-3' /
5’ TTTATCCGCATGCAGCGGCGTACCACACGGGAATTCCTGGGTTTTAGAATT
L5 AHLR — Reverse GATCGGTTCAATGCAGCTGTTCAGTGCTTTGTCCACATA-3’ %0 73
5 A2 F Forward S TATGTGGACAAAGCACTGAACAGCTGCTCTCCGACCACGATTGAACAGGA o\
-Ane ATTCCCGTGTGGTACGCCGCTGCATGCGGATAAA-3'
5’ TTTATCCGCATGCAGCGGCGTACCACACGGGAATTCCTGTTCAATCGTGGT
L5_AH2_R Reverse 84 73

CGGAGAGCAGCTGTTCAGTGCTTTGTCCACATA-3’

Tabla 13.1- 8 Cebadores para la creacion de los mutantes de segunda generacion
Cebadores utilizados durante toda la metodologia de eliminacién del loop 5 de VcCDA vy la introduccion de los
diferentes casetes mutagénicos.

Las etapas de programa de PCR son las que se muestran en la Tabla 13.1- 9:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95¢C 2 min
2 Desnaturalizacién 95¢C 30 seg
3 Hibridacion 60,22C 30 seg
4 Extensidn 729C 30 seg
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extension final 72°C 2 min
7 Conservacién 49C oo

Tabla 13.1- 9 Programa 12 PCR eliminacion loop 5 VcCDA
Etapas del programa utilizado para eliminacion de parte del loop 5 de VcCDA produciendo la division del gen
en dos mitades.

El cOctel de reaccidn se carga directamente en un gel de agarosa preparativo (1% de

concentracion).

Se realiza una extraccion de ADN desde banda en gel de agarosa utilizando el kit
GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma-Aldrich).

Se realiza la PCR de adicion de cada casete, para ello se realizan dos PCRs por estrategia

para fusionar el casete a cada mitad del gen previamente obtenida. Asi se utilizan los pares

de cebadores T6.9_F/L5_ X Ry L5_X F/T6.9_R para los extremos correspondientes a los

extremos N and C terminal, donde X es el indicativo de los diferentes mutantes. La

concentracidn de cada cebadores es 0,5 uM, la cantidad de ADN usada fue 25 ng y usando

el mismo kit de PCR en un volumen final de 50 pL.
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Las etapas de programa de PCR de ligacidn son las que se muestran en la Tabla 13.1- 10:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacidn inicial 95eC 2 min
2 Desnaturalizacion 95¢C 30 seg
3 Hibridacién 402C 30 seg
4 Extensién 729C 50 seg
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extension final 72°C 2 min
7 Conservacién 42C oo

Tabla 13.1- 10 Programa 29 PCR adicion de casete loop 5
Etapas del programa utilizado para la insercién de la secuencia del casete mutagénico en cada una de las dos
mitades obtenidas en la etapa previa de eliminacion del loop 5.

Los fragmentos amplificados son nuevamente cargados en un gel de agarosa y purificados
desde ahi.

Se realiza una tercera reaccién de PCR (Tabla 13.1- 11) para fusionar las dos mitades en
las que se ha unido el casete. Para eso se utilizan cantidades equimolares de cada uno de
los extremos sin la adicién de ningun cebador adicional. Se utiliza el mismo kit y un
volumen final de 50 pL.

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 95¢C 2 min
2 Desnaturalizacion 95¢C 30 seg
3 Hibridacién 45°C 30 seg
4 Extension 72°C 1 min
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extension final 72°C 2 min
7 Conservacion 49C oo

Tabla 13.1- 11 Programa 39 PCR fusion de gen en mutantes de segunda generacion
Etapas del programa utilizado para fusién de las dos mitades del gen en los que se ha incluido casete
mutagénico del loop 5.

El producto de PCR es cargado en un gel de agarosa al 1% y la banda del tamafio
correspondiente a la fusidn de las dos mitades purificada.

Esta banda es amplificada mediante el uso de los cebadores flanqueantes T7 promoter y
T7 terminator (Tabla 13.1- 12). La concentracion de cada cebadores es 0,5 uM, la cantidad
de ADN usada fue 10 ng y usando como kit de PCR la RedTaq (Sigma-Aldrich) en un
volumen final de 50 pL.

Cebador Secuencia Tm n %G/C
T7 promoter 5 -TAATAC GACTCA CTATAG GG - 3’ 48°C 20 40%
T7 terminator 5’ - GCT AGT TATTGCTCAGCG G -3’ 54eC 19 53%

Tabla 13.1- 12 Cebadores T7
Secuencia de los cebadores T7 universales.
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El programa de PCR utilizado en la Ultima etapa de amplificacién es el que se indica en la

Tabla 13.1- 13:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacién inicial 95¢C 2 min
2 Desnaturalizacion 95¢C 35 seg
3 Hibridacién 40°C 30 seg
4 Extensidn 729C 1 min
5 Repetir desde #2 35 veces - -
6 Extension final 729C 2 min
7 Conservacion 4°C oo

Tabla 13.1- 13 Programa 42 PCR amplificacion de producto de unién de mutantes de segunda generacion
Etapas del programa utilizado para la amplificacién del producto de fusion del gen en el proceso de generacion
de los mutantes de segunda generacion.

El amplicon es purificado mediante el kit GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich) y eluido
en 40 pL H,O0 MilliQ autoclavada.

1 pg tanto del vector de destino (pPR-IBA2) como del amplicén son digeridos
preparativamente utilizando los enzimas Kasl y Pstl-HF (NEB).

El céctel de digestidon se carga directamente en un gel de agarosa preparativo (1% de
concentracion).

Se realiza una extraccién de ADN desde banda en gel de agarosa.

La ligacidn se realiza a diferentes ratios vector-inserto durante 30 minutos a temperatura
ambiente

Se transforma el producto de ligacién en E. coli DH5a quimicamente competentes por
CaCl, y se extiende en placa de LB con ampicilina (100 mg/L).

Se comprobd la identidad del nuevo constructo mediante PCR y secuenciacion.

13.1.5. Creacion de mutantes inactivos D39S

Para los estudios de cristalogénesis en un intento de resolver la estructura de los nuevos
constructos era necesaria la obtencion mutantes inactivos, para ello se decidié realizar la
inactivacién de la base general (D39) mediante su modificacién a serina. Para este proceso se sigue
un protocolo de mutagénesis de Quick Change PCR (QC-PCR).

Se disefian los cebadores siguiendo las recomendaciones de Zheng et al (Zheng et al.,
2004) (Tabla 13.1- 14).

Nombre cebador Direccion Secuencia n Tm (2€)
D39S_F Forward 5’-TGACGTTTTCTGATGGCCCGGTGAAC-3’ 26 65
D39S_R Reverse 5’-GGGCCATCAGAAAACGTCAGATAGATCG-3’ 27 63

Tabla 13.1- 14 Cebadores mutagénicos D39S para la inactivacion de VcCDA
Cebadores utilizados para la introduccion de la mutacion D39S para la inactivacién de la base general.

Se obtiene ADN plasmidico de cada uno de los constructos clonados en el vector pPR-
IBA2.
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13.2 Expresion y purificacion de proteinas

Se realiza un protocolo de QC-PCR. Se utilizan los cebadores previamente mencionados y
el kit Iproof High Fidelity Master Mix (Bio-Rad). Las condiciones son las siguientes: 7 ng de
ADN, 0,375 uM de concentracion de cada cebador en un volumen total de 40 pL.

Las etapas de programa de PCR son las que se muestran en la Tabla 13.1- 15:

# Etapa Etapa Temperatura Tiempo
1 Desnaturalizacion inicial 982C 3 min
2 Desnaturalizacion 98eC 30 seg
3 Hibridacién 579C 30 seg
4 Extensidn 72°C 3 min 30 seg
5 Repetir desde #2 30 veces - -
6 Extensidn final 72°C 4 min
7 Conservacion 4°C oo

Tabla 13.1- 15 Programa PCR Quick-Change para la mutacion D39S
Etapas del programa utilizado en las PCR de mutagénesis para la inactivacién de los diferentes mutantes
mediante el cambio D39S para la inactivacidn de la base general.

El amplicén es purificado mediante el kit GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich) y eluido
en 40 uL H,0 MilliQ autoclavada.

Se realiza una digestién con Dpnl con su correspondiente tampon a 372C durante 3h.

Después de la digestion se realiza la transformacién del producto resultante (2 alicuotas
de 10 pL de digerido) en E. coli DH5a quimicamente competentes por CaCl,.

Se comprueba la correcta insercidon de la mutacion mediante secuenciacion del ADN
plasmidico de alguna de las colonias obtenidas tras la trasformacién.

13.2. Expresion y purificacion de proteinas
13.2.1. Expresion de proteinas
13.2.1.1. Optimizacion/estudio de la expresion de proteinas

Durante la realizacion de este trabajo se ha tomado siempre como referencia el medio de
autoinduccidén para la sobreexpresion de proteinas recombinantes en E. coli. Este es debido a que
esta ha sido la metodologia reportada desde un principio como éptima para la expresién de VcCDA
WT. Por consiguiente, en muchos casos se ha analizado Unicamente la expresion de proteinas a
pequefia escala en este medio. Solo en el caso de VcCDA-ALS fue necesario un estudio mas
extenso debido a la poca expresion de esta quimera.

Se transforma una alicuota de E. coli BI21 con el plasmido en el cual se encuentra clonado
la proteina recombinante a expresar. Se sigue el protocolo estandar de transformacién y
se extiende en placas de LB-Ampicilina y se incuban ON a 37°C.

A partir de una colonia Unica se realiza un preinéculo de 10 mL de medio LB con ampicilina
(100 mg/L). Este cultivo se realiza en un tubo Falcon de 50 mL estéril.

Se incuba ON a 372Cy 250 rpm.
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13.2 Expresion y purificacion de proteinas

Para la prueba de expresién en medio de autoinduccién:

Se preparan 30 mL de medio de autoinduccidon para cada uno de los
mutantes/controles/condiciones a estudiar.

Se reparten en erlenmeyers estériles de 100 mL.

Seinocula 1 mL de preinéculo.

Se incuban durante 48h a la temperatura o temperaturas escogidas.

Se toman entre 5y 8 mL de cultivo y se centrifugan a 5000 rpm durante 5 minutos.
Se resuspende en 1 mL de tampdn fosfato 50 mM pH 8.5 300 mM de NaCl.

Se lisa durante 1 minuto (en total) utilizando un sonicador utilizando los
siguientes parametros: 50% de amplitud, ciclos de 5 segundos activo/15
segundos inactivo mediante el uso de una sonda de 2 mm de diametro.

Se centrifuga a 12000 rpm durante 30 minutos a 49C.

Se recupera el sobrenadante y se guarda el precipitado de restos celulares.

Se resuspende el pellet en un volumen equivalente al sobrenadante de tampdn
fosfato.

Se toma una alicuota de cada una de las muestras si analizan por SDS-PAGE.

Para la prueba de expresidn utilizando IPTG con/sin choque térmico como inductor en el
caso del mutante VcCDA-ALS:

Se preparan 30 mL de medio de autoinduccién para cada uno de los
mutantes/controles/condiciones a estudiar.

Se reparten en erlenmeyers estériles de 100 mL.

Se incuban a 372C hasta que la ODggo alcanza un valor préximo al 0,3.

Una réplica de cada cultivo se somete a choque térmico y la otra no: Se mantienen
en n bafio a 422C durante 30 minutos.

Se ainade IPTG hasta una concentracion final de 1 mMy se incuban a 252C durante
20horas como maximo.

Alas2,4,6y20horasse toman5 mLde cultivo se centrifugan a 5000 rpm durante
5 minutos y se congela el pellet. Adicionalmente a cada uno de estos tiempos se
comprueba la ODggo de cada cultivo.

Cada uno de estas muestras, se resuspende en 1 ml de tampdn fosfato 50 mM pH
8.5300 mM de NaCl.

Se lisa durante 1 minuto (en total) utilizando un sonicador utilizando los
siguientes parametros: 50% de amplitud, ciclos de 5 segundos activo/15
segundos inactivo mediante el uso de una sonda de 2 mm de didmetro.

Se centrifuga a 12000 rpm durante 30 minutos a 49C.

Se recupera el sobrenadante y se guarda el precipitado de restos celulares.

Se resuspende el pellet en un volumen equivalente al sobrenadante de tampdn
fosfato.

Se toma una alicuota de cada una de las muestras si analizan por SDS-PAGE.
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13.2 Expresion y purificacion de proteinas

13.2.1.2. Expresion mediante medio de autoinduccion

La gran mayoria de las proteinas reportadas en este trabajo se expresan mediante el uso de

protocolo de autoinduccion similar al aplicado por Studier en su publicacion (Studier, 2005). A

continuacién se detallan las proteinas para las cuales se determind que este era el método éptimo

de sobreexpresion.

Durante el desarrollo de este estudio se han producido lotes de proteina provenientes de

diferentes voliumenes de cultivo. En este procedimiento se describe el procedimiento seguido

para el volumen de cultivo mas frecuente, 600 mL.

Se transforma una alicuota de E. coli BI21 con el pldsmido en el cual se encuentra clonado
la proteina recombinante a expresar. Se sigue el protocolo estandar de transformacién y
se extiende en placas de LB-Ampicilina y se incuban ON a 379C.

A partir de una colonia Unica se realiza un preinéculo de 10 mL de medio LB con ampicilina
(100 mg/L). Este cultivo se realiza en un tubo Falcon de 50 mL estéril.

Seincuba ON a 372Cy 250 rpm.

En un Erlenmeyer de 2L se prepara medio de autoinduccién para un volumen de 600 mL
de medio LB liquido suplementado con ampicilina (100 mg/L).

Se adicionan 5 mL de inéculo en el Erlenmeyer.
Se incuba durante 48 horas a 252Cy 180 rpm.

Una vez ha transcurrido el tiempo indicado se centrifuga la totalidad del cultivo a 4000
rpm durante 10 minutos y 4°C.

Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los pellets en un volumen maximo de 50
ml de una disolucién al 0,9% de NaCl.

Se transfiere el cultivo a un tubo Falcon de 50ml.
Se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos a 49C.

Se elimina el sobrenadante y el pellet puede ser conservado a -202C o usado directamente
para su lisis y purificacion.

13.2.1.3. Expresion mediante induccion por IPTG

Esta metodologia fue aplicada para el mutante de primera generacién VcCDA L5-BsPdaA.

Se transforma una alicuota de E. coli BI21 con el plasmido en el cual se encuentra clonado
la proteina recombinante a expresar. Se sigue el protocolo estandar de transformacién y
se extiende en placas de LB-Ampicilina y se incuban ON a 37°C.

A partir de una colonia Unica se realiza un preinéculo de 10 mL de medio LB con ampicilina
(100 mg/L). Este cultivo se realiza en un tubo Falcon de 50 mL estéril.

Se incuba ON a 379Cy 250 rpm.
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13.2 Expresion y purificacion de proteinas

En un Erlenmeyer de 2L se preparan 600 mL de medio LB liquido suplementado con
ampicilina (100 mg/L).

Se adicionan los 10 mL de indculo en el Erlenmeyer.
Se incuba 372Cy 250 rpm hasta que la ODgoo estd a 0,3.

Se induce la expresién de proteina afiadiendo una disoluciéon estéril de IPTG hasta una
concentracioén final en el Erlenmeyer de 1 mM.

Se incuba a 202C durante 6h para que se produzca la expresidn de la proteina.

Una vez ha transcurrido el tiempo indicado se centrifuga la totalidad del cultivo a 4000
rpm durante 10 minutos y 4°C.

Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los pellets en un volumen maximo de 50
ml de una disolucién al 0,9% de NaCl.

Se transfiere el cultivo a un tubo Falcon de 50 ml.
Se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos a 42C.

Se elimina el sobrenadante y el pellet puede ser conservado a -209C o usado directamente
para su lisis y purificacién.

13.2.2. Purificacidn de proteinas
13.2.2.1. Cromatografia de afinidad — StrepTrap

En todos los plasmidos descritos en este trabajo se encuentra presente una Strep-Tag ll, ya bien
sea en el extremo C terminal (pET-22b) o en el extremo N terminal (pPR-IBA 2) utilizada para la
purificacién por cromatografia de afinidad.

Se resuspende el pellet en 40 ml de PBS 50 mM pH 8,5 300 mM NaCl 1 mM PMSF.

La lisis se realiza con un sonicador en el que se definen los siguientes pardmetros: 50% de
amplitud, ciclos de 5 segundos activo/15 segundos inactivo para un total de 8 minutos
activo utilizando la sonda de 6 mm de didmetro.

El lisado se reparte en tubos de centrifuga de 40 mLy se centrifugan a 12000 rpm durante
1 horay 42C.

Mientras, se acondiciona la columna Strep-Trap 1 ml (GE, Healthcare). Este procedimiento
es para una columna que ha sido usada previamente. Utiliza un flujo entre 2 y 3 mL/min:

- Se pasan 5 volumenes de columna de H,O.

- Se pasan 5 volumenes de una disolucién de 0,5 M de NaOH

- Se pasan 5 volumenes de H,0 para retirar completamente el NaOH. Es
recomendable comprobar el pH para asegurar el lavado completo.

- Se pasan 5 volumenes del tampdn en el que se ha disuelto la proteina. Por lo
general este tampdn es fosfato 50 mM pH 8,5 y NaCl 300 mM

- Se pasan 2 volumenes del mismo tampdn PBS con HABA en una concentracién 1
mM. O hasta que la columna cambia por completo a un color rojo.
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13.2 Expresion y purificacion de proteinas

- Seelimina el HABA mediante un lavado con PBS.

Para una columna nueva, se procede directamente al lavado con H,0 milliQ para eliminar
la solucién de conservacién y a continuacion se acondiciona con el tampodn
correspondiente. Todas las soluciones que atraviesan la columna estan filtradas
previamente a 0,45 pum.

La columna es conectada al equipo recolector de fracciones Akta (Akta FPLC —Abersham
Biosciences).

Una vez terminada la centrifugacion, se separa sobrenadante del pellet. Este ultimo se
conserva para el andlisis por electroforesis de la fraccién insoluble.

Se filtran el sobrenadante con filtros con un poro de 0,45 um de diametro.

Se cargan en la columna en fracciones de 10 mL a un flujo similar al de acondicionado y
monitorizando mediante un detector en linea de absorbancia en UV

Se lava la columna haciendo pasar tampdn PBS hasta que se recupera la linea de base de
absorbancia.

Cada carga se eluye en un Unico paso con PBS destiobiotina 2,5 mM. Se recupera solo la
proteina mediante la recogida simultanea a la aparicidn del pico en pantalla.

Tras cada elucidn se lava con 2 volimenes de PBS, y regenera la columna con 5 volumenes
de columna de la solucion de HABA 1 mM (hasta que se ve completamente roja). Luego,
se elimina el HABA con PBS hasta eliminar el color. Una vez realizado este proceso la
columna esta lista para sufrir el siguiente ciclo de carga y descarga.

Una purificacion estandar implica de 3 a 5 ciclos de carga y descarga en funcién de la
cantidad de proteina que se vea en la eluciones.

Una vez terminada la purificacidon se lava la columna con agua y se conserva en una
solucién de etanol al 20%.

13.2.2.2. Cromatogradfia de filtracion en gel GFC

Cromatografia preparativa

Para la separacion preparativa de las diferentes fracciones oligoméricas de las proteinas

estudiadas en este trabajo se utiliza una columna 16/600 Superdex 200 (GE Healthcare).

Se acondiciona la columna a un flujo igual o inferior a 1 mL/min:

- Seelimina la solucién de etanol de conservacién

- Serealiza un acondicionamiento con el tampdn deseado (por lo general tampdn
fosfato 50 mM pH 8,5 NaCl 300 mM).

- Se conecta la columna al colector de fracciones monitorizado Akta.
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Se juntan todas las fracciones purificadas en la fase de cromatografia de afinidad por
strep-tag Il y se concentran en un Amicon con un MWCO de 10 kDa hasta un volumen
maximo de 2 mL.

El volumen de proteina concentrada es filtrada a través de un filtro de 0,45 um.

Se realiza la carga de la solucion de proteina a través de un loop (volumen 2 mL)
previamente lavado y acondicionado con el mismo tampdn en el que se encuentra
disuelta la proteina.

La elucidn de la proteina se realiza a un flujo de 1 mL minuto utilizando el mismo tampdn.

La elucidén de las fracciones oligoméricas de la columna de filtracidn en gel se monitoriza
median la medicién online de la absorbancia a 280 nm. Se recolectan fracciones de 1 mL
en microplacas deepwell.

Una vez realiza la elucion de la ultima fraccién se procede al lavado de la columna:

- Selava el tampdn presente en la columna con H,0 MilliQ.
- Se prepara para conservacion desplazando toda el agua con una solucion de
etanol al 20% filtrada a 0,45 um.

Todas las fracciones son conservadas para su andlisis por SDS-PAGE (al igual que algunas
referencias provenientes de la lisis y cromatografia de afinidad). Una vez estimada la pureza y
entidad (por MW) de la proteina de interés, se unifican las alicuotas de la fraccion oligomérica de
interés. Esta fraccidn es primordialmente la fraccion monomeérica, es decir, la ultima en ser eluida.

Calibracién de la columna 16/600 Superdex 200

La calibracion de una columna de filtracién en gel nos permite identificar el peso molecular
aparente de una proteina (u otro compuesto que pueda ser aplicado en este tipo de columnas) en
funcidn del volumen necesario para desplazarlas a través de la columna. Este pardmetro es
conocido como volumen de elucién. Para la calibracidn de la columna de preparativa se realizan
dos procesos: a) una estimacién del volumen muerto (Vo); y b) la obtencién de una recta de
calibrado utilizando unas proteinas patron de peso conocido. Para esta calibracion se utilizé un
set de patrones comercializado por Sigma-Aldrich® (Gel Filtration Markers Kit for Protein
Molecular Weights 6,500-66,000 Da).

Se acondiciona la columna al igual que en el protocolo descrito en el apartado anterior.

Para la calibracién de la columna se preparan las siguientes disoluciones (Tabla 13.2- 1):
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13.2 Expresion y purificacion de proteinas

Compuesto/proteina Mw Concentracion Inyeccién
Azul de dextrano 2000 kDa 1,5 mg/mL #1
Albumina 66 kDa 1 mg/mL #2
Citocromo C 12,4 kDa 1 mg/mL
Anhidrasa Carbdnica 29 kDa 1 mg/mL #3
Aprotinina 6,5 kDa 1 mg/mL

Tabla 13.2- 1 Calibracion GFC superdex200
Proteinas y compuestos utilizados en la calibraciéon de GFC preparativa superdex200 con sus respectivas
concentraciones y nimero de inyecciones.

Se prepara el volumen deseado con el tampdn que se vaya a usar en las metodologias
preparativas (tampdn fosfato 50 mM pH8,5 NaCl 300 mM) y se filtran a través de filtros
de 0,45 pum.

Se conecta la columna al Akta y se carga en el loop de inyeccién 1 mL de volumen. Como
se indica en la tabla se pueden combinar algunas de las proteinas o se pueden hacer
inyecciones individuales. En este trabajo se realizan las inyecciones combinadas que se
indican.

Se realiza la elucién de las proteinas al flujo en el que se trabajard en la metodologia
preparativa (1 mL/min).

Se monitoriza la elucién de las proteinas/compuestos leyendo la absorbancia online a
280nm.

Se extraen los datos de los cromatogramas y se toma como volumen de elucién (V.) de
cada proteina/compuesto aquel punto de maxima sefial.

500 1000
— Albumina y Citocromo C
— Aprotinina y Anhidrasa Carbodnica
450 — Azul de dextrano
n - 800
3
400 4 g
3 w
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Figura 13.2- 1 Cromatogramas calibracion de la columna GFC preparativa Superdex200

Cromatogramas resultantes de la elucion de las tres inyecciones con las proteinas de referencia para la
calibracién de la columna de filtracién en gel Superdex 200. Las inyecciones realizadas son: 1.Azul de dextrano,
2. Albumina y Citocromo Cy 3. Anhidrasa carbdnica y aprotinina.

Se realiza un ajuste lineal utilizando los valores de Log (Mw) y Ve/Vo (Tabla 13.2- 2).
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Mw (kDa) Log(Mw) Ve (mL) Ve/Vo
Aprotinina 6,50 0,81 103,07 2,33
Citocromo C 12,40 1,09 94,80 2,14
Anhidrasa Carbdnica 29,00 1,46 86,54 1,95
Albumina 66,00 1,82 71,40 1,61
Azul de dextrano (Vo) 2000 44,32 1

Tabla 13.2- 2 Calibracion GFC superdex200 volimenes de elucion

Proteinas y compuestos utilizados en la calibracién de GFC preparativa superdex200 con sus respectivos
tiempos de elucién y la transformacién de los datos para la construccion de la recta
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Figura 13.2-2 Recta patron de calibracion de la columna de GFC

Recta de patrén de calibrado de la columna de gel filtracion preparativa superdex 200 utilizando como
proteinas de referencia aprotinina, citocromo C, anhidrasa carbdnica y albimina. y=-1425x+4,156 R2= 0,982

Se utiliza la recta obtenida (Figura 13.2-2) para calcular el Mw aparente de las proteinas
separadas utilizando esta metodologia.

v,
—1,425.€+4,156
Mw =10 Vo

Ecuacion 3 Ecuacion de la recta de calibracion columna GFC preparativa

13.3. Cinéticas enzimaticas

13.3.1. Estimacion de actividad de las fracciones de GFC mediante AcOMU

Esta metodologia ha sido usada primordialmente para estudiar a “grosso modo” la actividad
relativa de cada una de las fracciones obtenidas tras la cromatografia de filtracidén en gel.

Se prepara una disolucion stock de AcOMU 50 mM (11 mg/mL) en acetonitrilo y se
conserva en oscuridad.

Se preincuban 50 mL de tampdn fosfato 50 mM pH 8,5 300 mM NacCl a 37¢9C.

Se prepara una recta patrén de MU en el tampdn previamente mencionado utilizando
como concentracion 0,5 mM.

Se dispensan 210 puL de cada una de las diluciones patrén en la filas G y H de una
microplaca negra (la recta patrdn se realiza por duplicado).

Se diluye la solucién madre de AcOMU hasta una concentracién final de 0,5 mM.
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Se dispensan 200 pL de la solucion de AcOMU y se mantiene 5 minutos en el soporte
calefactado de la plataforma robdtica Bravo (Agilent).

Utilizando la plataforma robdtica se anaden 10 puL de cada una de las fracciones
resultantes de la GFC sobre los 200 pL del tampdn con el sustrato.

Se lee la fluorescencia en modo continuo utilizando 340 nm como A de excitacién y 460
nmcomo A de emisidn.

Se calculan concentraciones utilizando la curva patrén (ajuste punto a punto) y las
velocidades de reaccién teniendo en cuenta el tiempo.

Superponiendo valores de absorbancia a 280nm de la elucién de la proteina y los valores
de velocidad relativa, se selecciona para caracterizacién aquella fraccién oligomérica o
monomeérica que desarrolle una mayor actividad.

13.3.2. Actividad especifica

Esta metodologia se utilizé de modo exploratorio para poder comprobar la correlacidn directa
entre la concentracién de proteina y las velocidades iniciales. A su vez, este caracter de ensayo
guia nos permitia identificar aquella concentracidn que nos permitiria realizar las cinéticas finas
para el cdlculo de los pardmetros ket y Km Esta. Teniendo esto en cuenta por cado ensayo se
probaban entre 3 0 4 concentraciones diferentes de proteina en 4 puntos temporales diferentes.

Se prepara las diferentes disoluciones stock del enzima en cuestion. La concentracion de
cada una de ella esta determinada por la concentracién final en reaccién deseada. Se
realiza de este modo porque se busca que la adicidon de enzima sea sincrona para las
diferentes concentraciones y esto se consigue con una adicidn Unica, por las limitaciones
de la plataforma, esta adicion debe ser del mismo volumen) para todas las condiciones
estudiadas (entre 10 y 20 plL ha sido lo mas comun, de ahi que se prepare un stock
diferente para cada concentracion.

Se prepara una disolucion stock del sustrato a 10 mM (DP2, DP3, DP4) o 4 mM (DP5) en
H,0 MilliQ (esta disolucion puede conservarse a -209C para varios usos). Por lo general
solo se han usado DP2 y DP4, ya que son los sustratos de referencia.

Se prepara un tampdn 5X (Tris 250 mM pH 8,5 1,5 M NacCl).

Se realizan dos replicas por cada ensayo. En las dos filas superiores se afiaden los
volumenes correspondiente para una reaccion de 100 pL de volumen final de tampdn,
sustrato y H,O MilliQ (Tabla 13.3- 1).
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Concentracion Concentracion en
s .. Volumen
inicial reaccion
Tampon 5x 1x 20 pL
Sustrato 10 mM 2mM 20 pL
Enzima X Y 10-20 pL
H,0 MilliQ - - 50-40 pL

Tabla 13.3- 1 Preparacion de una reaccion enzimdtica de actividad especifica
Compuestos utilizados y sus concentraciones para el ensayo de cdlculo de la actividad especifica en la
medida de la actividad de los diferentes mutantes.

En las dos filas inferiores (G y H) de la microplaca de reaccion se afiladen 25-50 uL de las
soluciones stock de enzima.

Se incuba la placa sellada a 379C en la plataforma del robot para que se atemperen todas
las soluciones.

Réplical 1
Réplica 2 -

10000000000,
1000000000000
EOOOOOQOOOQOQ

@% 0000,
08000

Réplical A
Réplica 2

Figura 13.3-1 Esquema de microplaca para el ensayo actividad especifica
Distribucidn de las diferentes soluciones en la microplaca de reaccion para el ensayo estandar para DP2 y
DP4 incluyendo dos réplicas para cada sustrato y tres concentraciones diferentes de enzima.

Se afiaden 90 uL de una solucién 1:1 H,0 MilliQ:1-propanol fria en los pocillos necesarios
de una microplaca de polipropileno (Agilent). Esta es la solucién de parada de reaccion.

Una vez transcurrida la incubacién del cdctel de reaccién y el enzima, se inicia la reaccién
mediante la adicién del volumen correspondiente de enzima (tomado de las dos filas
inferiores) sobre el resto de componentes (filas superiores).

Se mezcla por pipeteo y se incuba a 372C sellando la placa con un membrana troquelada
para que permita la toma de muestras automatica por el robot.

Se toman cuatro muestras temporales durante el desarrollo de la cinética: se toman 10
uL de la reaccidn y se vierten sobre los pocillos correspondientes de la placa de parada. Al
ser realzado con el robot todas las muestras son paradas en el mismo punto temporal.

Una vez tomadas todas las muestras, se sella la placa donde se ha muestreado y parado
la reaccidon con una membrana de silicona (Agilent) apta para los inyectores automaticos
en HPLC.
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13.3.3.

Las muestras son inyectadas directamente en el HPLC-MS utilizando el método y patrones
correspondientes o pueden ser conservadas a 42C durante 24 horas como maximo para
su analisis.

Las velocidades iniciales (vo) son calculadas mediante regresién lineal sobre una recta
patrén y se comprueba la linealidad entre [enzima] y vo.

Calculo de parametros cinéticos Michaelis-Menten

Se prepara las diferentes el stock del enzima en cuestion. Se utiliza tampdn Tris 50 mM pH
8,5 NaCl 300 mM como tampdn de dilucion

Se prepara una disolucion stock del sustrato a 10 mM (DP2, DP3, DP4) o 4 mM (DP5) en
H,0 MilliQ (esta disolucidn puede conservarse a -202C para varios usos). A partir de este
se crea un segundo stock de 500 uM para aquellas condiciones en ensayo de valores mas
bajos de concentracién.

Se prepara un tampdn 5X (Tris 250 mM pH 8,5 1,5 M NacCl).

Se realizan dos réplicas de cada concentracién de sustrato por cada ensayo. En las dos
filas superiores se afiaden los volimenes correspondientes para una reacciéon de 100 pL
de volumen final de tampdn, sustrato y H,O MilliQ. El rango de concentraciones utilizado
para la determinacién de los parametros cinéticos va desde 4000 uM hasta 25 um en 12
puntos de concentracién en todo el intervalo:

Concentracion Concentracion en
. L Volumen
inicial reaccion
Tampdn 5x 1x 20 uL
Sustrato 10 mM 4 mM-25uM X uL
Enzima y 0,1-1 uM 10-20 pL
H,0 MilliQ - - Hasta 100 pL

Tabla 13.3- 2 Preparacion de una reaccion enzimdtica de caracterizacion M&M
Compuestos utilizados y sus concentraciones para el ensayo de cdlculo de los parametros cinéticos de la
ecuacion Michaelis-Menten segun actividad la de los diferentes mutantes.

En las dos filas inferiores (G y H) de la microplaca de reaccién se afiaden 25-50uL de la
solucidn stock de enzima. Durante todo el trabajo las concentraciones de enzima en
ensayo utilizadas se encuentran entre 0,1y 1 uM.

Se incuba la placa sellada a 379C en la plataforma del robot para que se atemperen todas
las soluciones.
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:zz::z:;::gg%@%%%%% <3
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Figura 13.3-2 Esquema de microplaca para el ensayo de caracterizacion M&M
Distribucion de las diferentes soluciones en la microplaca de reaccion para el ensayo estandar para un sustrato
incluyendo 12 concentraciones diferentes y dos réplicas.

Se afiaden 90 uL de una solucién 1:1 H,O MilliQ:1-propanol fria en cada pocillo de dos
microplacas de polipropileno (Agilent). Esta es la solucién de parada de reaccion.

Una vez transcurrida la incubacién del cdctel de reaccién y el enzima, se inicia la reaccién
mediante la adicién del volumen correspondiente de enzima (tomado de las dos filas
inferiores) sobre el resto de componentes (filas superiores).

Se mezcla por pipeteo y se incuba a 372C sellando la placa con un membrana troquelada
para que permita la toma de muestras automatica por el robot.

Se toman ocho muestras temporales (4 puntos de tiempo por cada placa de parada)
durante el desarrollo de la cinética: se toman 10 L de la reaccién y se vierten sobre los
pocillos correspondientes de la placa de parada. Al ser realzado con el robot todas las
muestras son paradas en el mismo punto temporal.

Una vez tomadas todas las muestras, se sellan las placas donde se ha muestreadoy parado
las reacciones con una membrana de silicona (Agilent) apta para los inyectores
automaticos en HPLC.

Las muestras son inyectadas directamente en el HPLC-MS utilizando el método y patrones
correspondientes o pueden ser conservadas a 42C durante 24 horas como maximo para
su analisis.

Las velocidades iniciales son calculadas mediante regresion lineal sobre una recta patrén,
y los pardmetros ket y Km son obtenidas mediante al regresion no lineal de vo/[E] frente a
la [sustrato] usando la ecuacion de Michaelis& Menten mediante el software Graphpad.
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13.4. Caracterizacion de la dependencia de metales en el mecanismo catalitico

Este proceso consta de varias etapas: eliminacion del metal nativo, incorporacién de un nuevo
cation y ensayo cinético de caracterizacién.

Se dializa un lote de la fraccion monomérica pura de VcCDA en 20 mM de EDTA en PBS.
Se utiliza una membrana de didlisis de 6-8 kDa de MWCO (Cellu Sep.). La membrana fue
tratada para eliminaciéon de trazas de metales.

Se realizan tres lavados con el quelante. Una muestra control también es dializada pero
solo contra PBS.

Se realizan tres nuevos lavados solo con tampdn para eliminar el EDTA. La muestra control
también sufre tres lavados adicionales con PBS.

Se calcula la concentracion de proteina de recuperada utilizando la metodologia del BCA.

La fraccidn tratada con EDTA es separada en alicuotas he incubada con los siguientes
cationes divalentes a una concentracién de 1 mM: Ca*?, Cd*?, Co*?, Fe*?, Mg*?, Mn*?, Ni*? y
Zn*2. De la muestra control también se preparan unas alicuotas las cuales son tratadas con
Cd*? y Zn*%. Todos los metales utilizados fueron disueltos desde su cloruro (Panreac y
Sigma-Aldrich). La concentracién de enzima en esta etapa es de 3,78 uM

Las mezclas con metales se dejan incubando a 42C durante 3-4 horas.

Su actividad enzimatica es calculada usando el protocolo de actividades especificas
usando DP2 como sustrato y en presencia del metal a una concentracion de 1 mM en el
cOctel de reaccidn. La concentracidn de enzima en las cinéticas es de 0,05 pM.

La formacidon de producto desacetilado se realiza a través del método HPLC-MS
correspondiente.

13.5. Metodologia HPLC-MS para la estimacion de productos
monodesacetilados

13.5.1. Preparacion de patrones

Se prepararon patrones de productos monodesacetilados por VcCDA utilizando los sustratos DP2,
DP3, DP4 y DPS5.

Se diluyen 10 mg de cada uno de los quitooligosacaridos (DP2 a DP5) en 0,5 mL de tampdn
PBS (Fosfato 50 mM pH 8,5 300 mM NaCl).

Se aflade un volumen de enzima purificado tal que la concentracion final es de 3 pM.
Se lleva el volumen a un total de 1,5 mL con tampdn PBS y se incuba a 379C durante 48h.

Durante la incubacidn se realiza agitacion ocasional y la comprobacién de la evolucién de
la reaccion de desacetilacion mediante HPLC-MS.
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13.5 Metodologia HPLC-MS para la estimacion de productos monodesacetilados

Una vez se confirma el consumo completo de sustrato o la no evolucion de la reaccidn el
enzima es eliminado de la solucién mediante cromatografia de afinidad utilizando una
columna Strep-Trap.

Se extraen los productos puros monodesacetilados utilizando cromatografia de
intercambio idnico mediante la aplicacién de la muestra a la resina Dowex 50wx8 200 en
batch:

Por cada 5 mg de producto esperado se utilizé 1g de resina previamente lavada
(H20 MmilliQ).

- Seincuba durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién en una noria.

- Se centrifuga cada suspension a 4000 rpm durante un minuto para separar la fase
liguida de la matriz de la resina.

- Selava laresina con H,0 milliQ una vez ya cargada la muestra.

- Serealiza la elucién de los productos monodesacetilados utilizando un gradiente
de NH3

- En cada paso de lavado/elucion se comprueba la presencia de producto en el
volumen recuperado mediante HPLC-MS tras dejar evaporar el NHsz bajo un
chorro de aire comprimido.

Una vez recuperadas todas las fracciones en la que se ha identificado la presencia uUnica
del producto monodesacetilado se congelan y liofilizan durante 48h.

Se comprueba el rendimiento del proceso por pesada utilizando tubos previamente
tarados.

Se disuelve parte de la muestra liofilizada para cada uno de los DPs y se comprueba su
pureza mediante HPLC-MS.

Los sélidos se conservan a 42C hasta su utilizacion.

Para su uso como disoluciones patrén se disuelven los sélidos a una concentracién de 1
mM en una solucién 1:1 H,0 MilliQ:1-Propanol. Esta solucién madre se conserva a -202C.

A partir de la solucién madre se preparan diluciones en el rango de 225 uM hasta 0,1 uM.

Estas disoluciones son preparadas en viales de vidrio y se conservan a -202C hasta su uso.
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13.5.2. Metodologia HPLC-MS

La metodologia escrita a continuacién es la utilizada para la monitorizacion de productos
monodesacetilados en las cinéticas enzimaticas y otro tipo de aplicaciones.

13.5.2.1. Descripcion del equipo
HPLC Agilent serie 1260 (Agilent).
Desgasificador de vacio (Agilent, 1260)
Bomba binaria (Agilent, 1260)
Auto muestreador (Agilent, 1260)
VWD detector de absorbancia (Agilent, 1260)

Detector MS de cuadrupolo simple equipado con un ESI (electrospray) para la ionizacion
(Agilent, 1260).

Columna: HPLC Xbrige BEH Amide 2,5 uM 2,1 * 100 cm con precolumna de 5 mm
(Waters).

13.5.2.2. Método de parada de reaccion enzimatica

La identificacion de una solucidon que permita detener de modo inmediato el proceso de
transformacion enzimatica del sustrato es esencial para el desarrollo de un método off-line de
deteccion de la acumulacién de producto de desacetilacion.

Para el estudio de este factor se utilizé en todos los casos una diluciéon 1:9 de la muestra en la
solucién de parada. Las mezclas estudiadas incluyen: 7:3 acetonitrilo:agua, dcido féormico al 20%,
1:1 isopropanol:agua, 1:1 n-propanol:agua y 1:1 etanol:agua.

Las condiciones finales incluyen una disolucién 1:9 en una solucién de parada compuesta por 1:1
n-propanol:agua. Los volumenes utilizados por lo general son 10 uL de muestra y 90 plL de solucién
de parada.

13.5.2.3. Condiciones cromatograficas

Para el establecimiento de un método de elucidén isocratico, varios ratios de acetonitrilo/agua y
flujos fueron probados.

EL rango de mezcla de solvente probado incluye 65:35, 67:33 y 70:30 siendo acetonitrilo:agua
respectivamente. El rango de flujo estudiado abarca: 0,2 mL/min, 0,4 mL/min, 0,6 mL/miny 0,8
mL/min. En todos los casos se ha afiadido acido férmico en una concentracion final del 1% para
asegurar la protonacion de los productos de la desacetilacion enzimatica.
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13.6 Identificacion de los patrones de desacetilacion

Las condiciones finales de separacién cromatografica definidas son las que constan a
continuacién:

Eluyente: Acetonitrilo:H,0 65:35
Aditivo en eluyente: acido férmico al 1%
Flujo: 0,4 mL/min

Volumen de inyeccion: 5 L
Temperatura de columna: 602C

Duraciéon de cromatograma: 2,5-3,5 min

13.5.2.4. Condiciones detector MS

Para la cuantificaciéon de los productos monodesacetilados se utiliza la M+H*. Se analizé la
conveniencia de realizar el seguimiento de otros aductos, sin embargo el producto
monoprotonado se identificé como el que aportaba mayor sensibilidad.

Fuente de ionizacion: Electrospray

Modo: positivo

Voltaje de capilar: 4 kV

Gas de desolvatacion: Nitrégeno

Flujo de gas de desolvatacién: 12 L/min
Temperatura: 3002C

Dwelling time: 20% para DPX y 80% para DPX(N)

Método de deteccion: SIM M+H™:
- DP2(N):383 // DP2:425
- DP3(N):586 // DP3:628
- DP4(N):789 // DP4:831
- DP5(N):993 // DP5:1035

Para la transformacion de las abundancias idnicas en concentracién de producto de la reaccidn
enzimatica, el drea de cada pico fue interpolada en una recta patrén del correspondiente producto
de referencia con el mismo DP y PA.

13.6. Identificacion de los patrones de desacetilacion

Toda la metodologia indicada en este apartado fue desarrollada por el grupo del Dr. Bruno M.
Moerschbacher en el “Institute of Plant Biotechnology and Biology” en Minster (Alemania). Los
detalles de todo el proceso asi como su validacién pueden comprobarse en la publicacion del
método (Cord-Landwehr et al., 2017). La aplicacion del mismo se realizé durante una estancia de
investigacion del autor de este trabajo durante junio del 2016.

275



13.6 Identificacion de los patrones de desacetilacion

13.6.1.

Preparacion de los productos de desacetilacion

Para el anadlisis de los patrones de desacetilacion de los mutantes creados durante el desarrollo

de este

trabajo se utilizaron diferentes sustratos: DP2, DP4 y DP5. Los dos primeros por ser los

referentes de VcCDA y DP5 en mutantes de especial interés, ya sea por relevantes y prometedoras

las evidencias previas (mutante P=>G) o por ser usados como referencia (CD).

13.6.2.

Se purifican los enzimas segun el protocolo de autoinduccién para todos ellos. Los
mutantes estudiados son los siguientes:

- CD

- CDAGA

- CDP-G

- CD AHélicel

- CD AHélice2

- FLP193C/N273C

Se preparan los cécteles de reaccidn en las siguientes condiciones:

- Tampdn: Tris 50 mM pH 8,5 NaCl 300 mM
- Concentracién de enzima: 1-2 uM

- Cantidad de sustrato: 10 mg

- Volumen: 1250 puL a 1750 pL

Se incuban con agitacién ocasional a 372C.

Se realizan comprobaciones periddicas del estado de reaccion mediante el método
descrito de HPLC-MS. Se extraen 5 uL de muestra y se para la reaccidn en 45 plL de 1-
Propanol:H,0 1:1.

Transcurridas 48 horas se congelan los tubos de reaccion a -802C.
Se liofilizan las muestras durante 48 horas.

Se comprueba el rendimiento de reaccién y se conserva el sélido a -202C hasta su
utilizacion.

Descripcién del equipo y columna

UHPLC Dionex Ultimate 3000RS UHPLC system (Thermo Scientific).
UV-Detector (Dionex).

ELSD Model Sedex 90LT (Sedere - Cedex).

MS" detector ion trap AmaZon speed (Bruker).

Columna: Acquity UPLC BEH Amide 1,7 uM 2,1 * 150 cm con precolumna de 5 mm
(Waters).
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13.6.3. Parametros de la seccion de cromatografia liquida.

En este apartado se utilizaron dos métodos basicos cromatograficos: a) uno mas de duracién mas
extensa y a un flujo reducido y b) otro método mas breve y a un flujo mas elevado. Por lo general
los parametros descritos para la seccion de cromatografia liquida son independientes de la trampa
idnica.

Eluyente A: 80:20 AcN: H,0 con 10 mM formato amdnico y 0,1% de acido féormico
Eluyente B: 20:80 AcN: H,0 con 10 mM formato aménico y 0,1% de acido féormico
Gradiente de 100%A al 25%A
Columna Acquity UPLC BEH Amide 1,7 uM 2,1 * 150 cm
Flujo:
- Método A 0,4 mL/min
- Método B 0,8 mL/min
Temperatura de columna:
- Método A 35°C
- Método B 752C
Volumen de inyeccién: 2 L
Detector UV: 210nm

Tras el detector VWD el flujo se divide en dos lineas 50%-50% para el ELSD y el detector
de masas.

Duracion de los cromatogramas y etapas del gradiente:

- Método A: 16 min

Tiempos Eluyente
0-0,8 min 100% A
0,8-3,3 min 0%B—>70%B
3,3-4,3 min 70%B
4,3-4,5 min 70%B > 0%B
4,5-5,5 min 0%B

- Método B: 5,5 min

Tiempos Eluyente
0-2,5 min 100% A
2,5-12,5 min 0%B—>75%B

12,5-13,5 min 75%B
13,5-15 min 75% = 0%B
15-16 min 0%B
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13.6.4. Parametros del ELSD

Durante todo los estudios descritos en este trabajo, los pardmetros del ELSD se mantuvieron
invariables independiente de las condiciones cromatograficas.

Temperatura: 50°C
Modelo de nebulizador: HPLC Nebulizer
Gain: 12

Presién del nebulizador: 3,4 bar (nitrégeno)

13.6.5. Parametros trampa idnica

Independientemente del DP de cada muestra, los parametros de la trampa iénica siempre se
mantienen en las mismas condiciones generales aqui descritas. Los Unicos pardmetros que pueden
sufrir ligeras variaciones son el tune, y en el MS? la seleccién de los iones a fragmentar y en que
segmentos del cromatograma se haran estas fragmentaciones.

Modo:
- Enhanced resolution scan
Source:

- Nebulizer: 15 psi

- Drygas: 8 L/min

- Dry temperature: 200°C

- Capillary voltage: 4kV

- End plate Offset voltage : 500 V

Tune:

- Target mass 500 m/z. Se utiliza un valor de 500 por encontrarse en un punto
medio de todas las muestras usadas, pero este parametro se adapta a la muestra
gue se analice aproximandolo a la masa del producto mayoritario presente en la
muestra.

Polaridad:

- Modo positivo
Trap:

- Scan 50-2000 m/z
MS?2:

- Modo MRM — multiple reaction monitoring

- Enhanced fragmentation
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- CID activado (ajuste de intensidad en la fragmentacion) desde el 60% para a DP2
hasta el 100% usado en DP4 o DP5.

- Se seleccionan los iones que se desean fragmentar con un margen de #1,5
unidades de masa.

- Es necesario, cuando se utiliza el MS?, realzar el ajuste del target mass a un valor
proximo a la masa de los compuestos a fragmentar.

- Segmentos:

Este aspecto solo se utilizd en muestras en las que se conocia la presencia
de productos con diferente DP. Este es el caso de las muestras que
provienen de utilizar DP5 como sustrato ya que contienen una cantidad
proxima al 4% de DP4. En caso contrario esta opcidn es innecesaria.

Método A
Tiempos Eluyente
3,4-5,6 min DP2
5,6-6,9 min DP3
6,9-7,6 min DP4
7,6-15 min DP5

13.6.6. Comprobacion MS1 de los productos de partida

Se diluyen las muestras para que la concentracion final sea de 1 mg/mL. Con 0,5 mL con
estas caracteristicas es mas que suficiente. Hay que considerar que tras la liofilizacién de
las muestras todavia estan presentes sales y enzima, por lo que es necesario estimar la
pureza de los COS para asegurar esta concentracion.

Las muestras se filtran con los filtros de 3 kDa para microcentrifuga para eliminar
particulas y el enzima.

13.6.7. [2Hs3] N-acetilacién

Son necesario de 10-20 pug de muestra. 10 pug son equivalentes a 10 uL de la muestra previamente
disuelta, si se utilizan 20 uL es necesario secar la muestra y volverla a resuspender en 10 plL de
H,O0.

Se afiade en un tubo Eppendorf safe lock:

- 10 pL de H,O0 (lo lleva ya la muestra)

- 10 pL de NaHCOs (100 mM; pH ~8,45)

- 20 pL metanol

- 1l de [®H¢] anhidrido acético (Sigma-Aldrich®)
Se incuba 30 minutos a 302C y 1200 rpm.

Se afiade 1 pL de [2Hs] anhidrido acético.
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Se incuba de nuevo 30 min a 302Cy 1200 rpm.

Se seca la muestra en speed vac durante 1 hora a 302Cy 1300 rpm.

Se resuspende en 70 uL de H,0.

Se congela durante 30 min a -802C.

Se liofiliza la muestra ON.

Una vez liofilizada la muestra se resuspende de nuevo en 20 plL de H,0.

Se introducen 3 pL en un vial para analisis por MS! para comprobar la acetilacién.

13.6.8. Marcaje del extremo reductor con 20

Son necesarios entre 5 y 10 ug pero en este caso se continda con toda la muestra restante de la
reacetilacion.

Se elimina todo el disolvente mediante speed vac (45 min 302C 1300 rpm).
Se resuspende el precipitado en 5 plL de H,*0 (Eurisotop).

Se incuba durante 6h a 70°C.

Se elimina de nuevo el disolvente en speed vac (25min 302C 1300 rpm).

Se resuspende el precipitado en 10 pL de H,*®0.

Se incuba ON a 70°C.

Se deja recuperar la temperatura ambiente.

Se centrifuga a para bajar todo el disolvente al fondo.

Se recupera todo el volumen y se introduce en un vial con inserto para HPLC.

Asi la muestra ya estd lista para ser analizada por MS! (Comprobar el correcto marcaje) y MS?
(fragmentacidn y analisis de PA).

13.6.9. Scripts de analisis de datos

Para la transformacion de los resultados de MS1 y MS2 en datos interpretables como patrones
de acetilacion de los oligosacdridos y sus frecuencias, es necesaria la aplicacion de una serie de
programas. Estos han sido creados en laboratorio del Dr. Bruno M. Moerschbacher en el “Institute
of Plant Biotechnology and Biology” en Miinster, Alemania.

A continuacion se detallan los scripts de Python proporcionados para esta tarea:

candidates.py
msanalysis.py
filevscos.py
cuantseq.py
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13.7. Differential Scanning Fluorimetry DSF—- Estimacidn de estabilidad

Para esta metodologia se utilizé el colorante comercial Sypro Orange (Thermo Fisher), que es
capaz de unirse a las zonas hidrofébicas de la proteina que se exponen al ser esta desnaturaliza.
Al producirse este fendmeno la eficiencia de fluorescencia del compuesto aumenta.

Se crea una dilucion stock a partir de la solucién comercial de Sypro Orange (5000x) hasta
una concentracion final de 10x utilizando el mismo tampdn en el que estd disuelto la
proteina. En este estudio se ha usado tampdn fosfato 50 mM pH 8,5 300 mM Nacl.

Se prepara la solucidn stock de proteina tal que en un volumen de reaccién final de 25 pL,
la concentracién de ensayo de Sypro Orange sea 2x (5 pL) y con los 20 pl restantes del
stock de proteina se obtenga una concentracion entre 1y 5 uM.

Se realiza la mezcla de reaccidn y se mezcla en los propios eppendorfs de pared fina de
0,2 mL para PCR. Se mantienen en hielo.

Se realizan controles en los que solo existe tampdn y no proteina.

Se utiliza el equipo de PCR a tiempo real Rotogene 3000 (Corbett Research). El programa
de rampa de desnaturalizacion es el siguiente: 1 minuto a 252C, incremento de 12C en 19C
deteniéndose 30 segundos en cada etapa de temperatura hasta los 952C. La longitud de
onda de excitacién es 483nm y 560nm la longitud de onda de emisién. La ganancia se sitla
entre 5y 6.

Una vez obtenidos los datos se normalizan mediante su tratamiento en Excel (Microsoft)
y su ajuste no lineal se realiza mediante el software GraphPad (Prism) utilizando la
Ecuacion 4.

Fluor.gyperior— Fluor.pgse

1+ e(%)

Fluor.= Fluor.ggse+
Ecuacion 4 Ecuacion Sigmoidal de Boltzmann para el cdlculo de la T,

Esta experiencia se realizd también en presencia de Zn*?. Para esto se afiadié ZnCl, en una
concentracién final en el ensayo de 0,1 mM.

13.8. Titulacion de cisteinas libres, Método de Ellman

Para la comprobacién de la correcta formacién del puente disulfuro creado por mutacion es
necesario el poder comprobar la no existencia de cisteinas libres, esto se realiza mediante la
reactividad diferencial de su cadena lateral.

Se prepara la solucion stock del reactivo de Ellman: 2 mM a&cido 5,5'-Dithiobis(2-
nitrobenzoico), DTNB y 50 mM de acetato sddico.

Se crea una serie de diluciones patrén de hidrocloruro de L-cisteina en el rango de
concentraciones de 1-75 pM.

En un eppendorf de 1,5 mL, 750 uL de agua son mezclados con 100 pL de tampdn tris (1M
pH 8) y 100 uL de muestra.
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La mezcla es agitada vigorosamente e incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Las muestras son transferidas a una cubeta de cuarzo y su absorbancia leida a 412nm.

La concentracién se obtiene mediante la interpolacion de los valores de absorbancia en la
recta patrén obtenida.

13.9. Protocolos de biologia molecular basicos
13.9.1. Preparacion de medios
- Medio Luria Bertani (LB) liquido

Se ha utilizado el preparado en polvo LB Broth (Lennox) comercializado por Sigma-Aldrich®. Para
un 1 L de medio se realiza el siguiente proceso:

Se pesan 20g del sélido. Esta cantidad proporciona las siguientes cantidad de los
componentes bdsicos del medio LB.

- Extracto de levadura: 10 g (concentracion final 10 g/L)
- Triptona: 5 g (concentracién final 5 g/L)

- NaCl: 5 g (concentracidn final 5 g/L)
Se disuelve en 1 L de agua destilada y se autoclava.
El medio puede ser conservado a temperatura ambiente.

En el caso de que sea necesaria la presencia de antibidtico, una vez el medio haya
alcanzado una temperatura préxima a la ambiental se le afiade el volumen
correspondiente de una solucién estéril de antibidtico stock. En el presente trabajo solo
ampicilina (Sigma-Aldrich®) ha sido usada como elemento de seleccion. Se prepara una
disolucion 100x equivalente a 100 mg/mL con agua MilliQ. El volumen preparado es
esterilizado por filtracion a 0,22 um (filtros Merck-Millipore). Esta solucidon puede ser
conservada a -209C. La concentracién final deseada en el medio de cultivo ha sido
constante con un valor de 100 mg/L. Una vez afiadido el antibiético el medio se conserva
a4°C.

- Medio Luria Bertani (LB) sélido en placa

Se ha utilizado el preparado en polvo LB Broth with agar (Lennox) comercializado por Sigma-
Aldrich®. Para un 1L de medio se realiza el siguiente proceso:

Se pesan 35 g del sélido. Esta cantidad proporciona las siguientes cantidad de los
componentes basicos del medio LB.

- Extracto de levadura: 10 g (concentracion final 10 g/L)
- Triptona: 5 g (concentracion final 5 g/L)
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- NaCl: 5 g (concentracion final 5 g/L)
- Agar: 15 g (concentracion final 15 g/L)

Se disuelve en 1 L de agua destilada y se esteriliza por autoclavado.

Una vez el medio ha enfriado lo suficiente para ser manipulado, se vierte un volumen
préoximo a los 25 mL en placas de Petri (90 mm) estériles en condiciones asépticas en una
cabina de flujo laminar y préximo a la llama de un mechero Bunsen.

Las placas se mantienen abiertas durante 30 minutos aproximadamente para permitir la
solidificacion del medio evitando condensacion.

Las placas se conservan a 4°C.

En el caso de que sea necesaria la presencia de antibidtico, una vez el medio haya
alcanzado una temperatura préoxima a la ambiental se le afade el volumen
correspondiente de una solucion estéril de antibiodtico stock (idéntica a la mencionada en
la preparacion del medio liquido). La concentracién final deseada en el medio de cultivo
ha sido constante con un valor de 100 mg/I. Estas placas también deben ser conservada a
4°C,

- Medio Luria Bertani (LB) liquido suplementado para autoinduccién

Parala preparacién de este medio de expresion proteica se utilizan las directrices de la publicacion
de Studier et al.(Studier, 2005). El protocolo indicado a continuacidn se utiliza para suplementar

medio LB liquido preparado utilizando el protocolo correspondiente.

Se preparan las siguientes soluciones stock estériles utilizando agua MilliQ como
disolvente:

- Solucién M stock 50x esterilizada por autoclavado (Tabla 13.9-1):

Solucién M
Concentracion 50 X
Volumen 1000 mL
Compuesto Casa comercial MW Concentracion final (M) Concentracion Stock (M) g/L

Na;HPO4 Panreac 141,96 0,025 1,25 177,45
KH,PO4 Panreac 136,09 0,025 1,25 170,11
NH,4CI Panreac 53,49 0,05 2,5 133,73
Na,SO4 Panreac 142,04 0,005 0,25 35,51

Tabla 13.9-1 Solucion M medio autoinduccion
Reactivos y concentraciones para la preparacion de la solucién M (50x) del medio de autoinduccion.
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- Solucién 5052 stock 50x esterilizada por autoclavado (Tabla 13.9-2):

Solucién 5052
Concentracion 50 X
Volumen 1000 mL
Compuesto Casa comercial MW Concentracion final (%) Concentracion Stock (%) g/L
Glicerol Merck 92,09 0,5 25 250,00
D-Glucosa Sigma-Aldrich 180,16 0,05 2,5 25,00
Lactosa Sigma-Aldrich 342,3 0,2 10 100,00

Tabla 13.9-2 Solucion 5052 medio autoinduccion
Reactivos y concentraciones para la preparacion de la solucién 5052 (50x) del medio de autoinduccién.

- Solucién de MgSO, stock 100x esterilizada por filtraciéon a 0,22 um:

Solucion MgSO,
Concentracién 100 X
Volumen 1000 mL
Compuesto Casa comercial MW Concentracion final (M) Concentracion Stock (M) g/L
MgSO, Sigma-Aldrich 120,37 0,002 0,2 24,07

Tabla 13.9-3 Solucion MgSO, medio autoinduccion
Reactivos y concentraciones para la preparacion de la solucién de MgSO, (100x) del medio de
autoinduccién.

Se prepara en un matraz Erlenmeyer del volumen apropiado, 1 L de medio LB liquido.

Se suplementa este medio, una vez alcanza la temperatura ambiental, con las siguientes
cantidades de las soluciones stock M, 5052 y MgSQOa:

Componente Erlenmeyer
Medio LB 1000 mL
5052 (50x) 20 mL
M (50x) 20 mL
MgS0O,4 (100x) 10 mL

Todos los pldsmidos de expresidn utilizados utilizan un gen de resistencia a ampicilina
como agente de seleccidon de ahi la necesidad de afadir este antibidtico en todos los
medios de expresidon. Se afiade el volumen correspondiente de una solucién estéril de
antibidtico stock (idéntica a la mencionada en la preparacién del medio liquido). La
concentracidn final deseada en el medio de cultivo ha sido constante con un valor de 100
mg/L.

Este medio se prepara inmediatamente previo a su utilizacién.

13.9.2. Medida de la densidad dptica de un cultivo

Se una toma un muestra 1 mL del medio en el que se esté creciendo y se afiade en una
cubeta de poliestireno con un paso de luz de 1cm.

Se mide su absorbancia a A=600nm habiendo realizado un blanco con el disolvente en el
que esta preparado el medio (H,O destilada).
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Se toma una muestra de 1 ml del cultivo en condiciones estériles y se afiade en una cubeta
equivalente a las utilizadas en la medida de las referencias y se mide su absorbancia.

La sustraccion del valor de referencia del medio con la del cultivo en un estado
determinado es la ODggo.

13.9.3. Creacion de un glicerinado stock a -802C.

A partir de una colonia Unica de E.coli obtenida por una siembra u otra metodologia, se
realiza un indculo en 3 mL de medio LB liquido suplementado con el antibiético
correspondiente (ampicilina 100 mg/L en este trabajo), en el caso de necesitarlo.

Se incuba ON a 372Cy 250 rpm.

Sobre el cultivo se afiade glicerol estéril hasta una concentracion final entre el 15% v el
20%.

Se mezcla vigorosamente mediante el uso de un vértex.

Se reparten alicuotas de esta suspension celular en tubos estériles resistentes a bajas
temperaturas.

Se conserva en congelador a un temperatura de -80°C.

13.9.4. Obtencion de células competentes y transformacion
- Células competentes por CaCl,

Este protocolo ha sido aplicado tanto a células destinadas a la clonacidon de ADN para los trabajos
de biologia molecular (E. coli DH5a - Invitrogen) como para la expresion proteinas clonadas en
plasmidos de expresion (E. coli BL21 (DE3) star - Invitrogen).

A partir de un glicerinado stock de la cepa de E. coli correspondiente se realiza una siembra
en estria para la obtencién de cultivos puros en una placa de medio LB sélido. Esta placa
se incuba ON a 379C.

Se selecciona una colonia Unica y se inocula en 3 mL de medio LB liquido. Se incuba ON a
372Cy 250 rpm.

Se inoculan 500 pL del cultivo anterior en 50 mL de LB. Se mantiene en incubacién a 372C
y 250 rpm

Periédicamente se comprueba la ODgoo hasta que alcanza un valor de 0,3. El cultivo en
este estado se transfiere a tubos de centrifuga estériles y se enfria en hielo durante 30
minutos.

Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos a 42C.
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Se elimina el sobrenadante y se resuspende en 1/2 del volumen de cultivo inicial (25 mL)
en una disolucién de CaCl, 50 mM (Sigma-Aldrich®) estéril y a 49C. Esta suspensién se
mantienen en hielo durante 15 minutos.

Se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones y se elimina el sobrenadante.

Se resuspende en 1/10 del volumen inicial (5 mL) utilizando una solucién de CaCl, 50 mM
y glicerol al 15% a 4°C.

El total del volumen se reparte en tubos eppendorf estériles en alicuotas de 150 pL.

Se conservan a -802C. Podrian ser utilizadas al instante.

- Transformacion de células competentes por CaCl,

Este protocolo ha sido aplicado para la transformacién de plasmidos dentro de células
guimicamente competentes por CaCl,.

Se descongelan en hielo las alicuotas de células competentes que habian sido conservadas
a -802C.

Se afiade un volumen determinado de ADN en funcién del fin del mismo (por lo general
entre 5y 10 uL) sobre los 150 plL de la alicuota de células competentes. Se asegura la
perfecta homogenizacién de la suspension. Es necesaria la consideracion de controles
negativos y positivos:

- Control de contaminacion de reactivos, se afiade H,0, se sembrard en medio con
antibiodtico.

- Control de supervivencia de las células, se sembraran en medio sin antibidtico.

- Control de contaminacion, se sembraran en medio con antibiético.

- Control positivo, transformacién con un plasmido cuya eficiencia de
transformacion esté demostrada.

La mezcla de células competentes y ADN plasmidico se mantiene en hielo durante 30
minutos.

Se transfiere la mezcla a un bano a 422C durante 2 minutos.
Se vuelven a incubar en hielo durante 5 minutos.

A la mezcla se le afladen 300 ulL de medio LB liquido estéril en el propio vial eppendorf. Se
incuba este pre-indculo durante 45 minutos a 372Cy 250 rpm.

Transcurrido el tiempo necesario, se extiende el preindculo en placas de LB sélido con el
antibidtico correspondiente (ampicilina en la totalidad de este trabajo), por lo general el
volumen producido se extiende en dos placas de tamano estandar (90 mm de diametro).
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13.9.5. Obtencion y purificacion de ADN

- Extraccion de ADN plasmidico: miniprep

Para la extraccion de ADN plasmidico se utilizd el kit comercializado por Sigma-Aldrich®:
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit.

A partir de un cultivo puro de una cepa transformada con un plasmido (desde glicerinado
o colonia Unica proveniente de una estria en medio sélido) se realiza un inéculo en 5 mL
de LB liquido suplementado con el antibidtico correspondiente (ampicilina 100 mg/L) en
un tubo de 15 mL apto para centrifuga.

Se incuba a 372Cy 250 rpm ON.

Se centrifugan los tubos de cultivo a 3500 rpm durante 15 minutos (centrifuga sobremesa
Sigma.

Se elimina el sobrenadantey el pellet es resuspendido por pipeteo en 200 pL de la solucion
de resuspension (Resuspension solution). Esta suspension es transferida a tubos
eppendorfs previamente autoclavados para la eliminacién de nucleasas.

Se adicionan 200 pL de la solucién de lisis (Lysis solution). Se homogeniza la mezcla
mediante inversién suave del tubo con la muestra entre 8 y 10 veces.

El cultivo lisado se neutraliza afiadiendo 350 uL de la soluciéon de neutralizacién. El
mezclado en este paso también se realiza mediante la inversion cuidadosa del tubo.

El volumen total resultante es centrifugada a 12000 rpm durante 15 minutos en una
microcentrifuga de sobremesa (Eppendorf).

Las microcolumnas de purificacidn se preparan colocandolas sobre un tubo de recoleccién
(ambos elementos proporcionados en el kit) y afiadiendo 500 pL de solucién de
preparacion de columna (Column preparation solution). Este sistema es centrifugado
durante 1 minuto 12000 rpm. Se elimina el filtrado y se devuelve la columna al mismo
tubo de recoleccién.

Una vez separadas las fases de la muestra, se recupera la fase liquida y se transfiere a la
columna previamente preparada. Se centrifuga durante 1 minuto a 12000rpm vy se elimina
el volumen filtrado. Se mantiene la columna en el mismo tubo de recoleccién

Se realiza un lavado del ADN retenido en la matriz de la columna mediante la adicién de
750 pL de la solucién de lavado proporcionada (Wash solution). De nuevo, se centrifuga
durante 1 minuto a 12000 rpm vy se elimina el flujo que ha atravesado la columna.

Sin la adicién de ningun tipo de solucién o eluyente, se realiza un nuevo centrifugado del
sistema para eliminar soluciones retenidas en la matriz de la columna. Esta dura 2 minutos
y a una velocidad de 12000 rpm.

Se trasfiere la columna a un tubo eppendorf de 1,5 ml autoclavado y se afiade el volumen
de H,0O MilliQ autoclavada deseado (por lo general, 50 uL) para la elucién del ADN.

Se centrifuga durante 1 minuto a 12000 rpm.

El ADN es recuperado en el flujo retenido en el vial.
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Su conservacion se realiza en congelador a -20°C.

- Purificacion de fragmentos de ADN provenientes de PCR

Para la purificacién de productos de PCR se utilizé el siguiente kit comercial: QIAquick spin — PCR
purification Kit de Qiagen.

Una vez obtenido el producto de PCR se le afiade 1 volumen equivalente al de reaccién de
solucién PB.

Esta muestra es afiadida directamente en la columna (previamente introducida en un
tubo de recoleccion de 2 ml).

Se centrifuga a 12000 rpm durante 1 minuto y se elimina el flujo.
Se lava el ADN unido a la columna mediante la adiciéon de 750ul del tampén PE.

De nuevo se centrifuga durante 1 minutos a 12000 rpm y se elimina el flujo que ha
atravesado la columna.

Sin afadir nada la columna se vuelve a centrifugar durante 2 minutos en las mismas
condiciones para eliminar toda la solucién de lavado restante.

Se transfiere la columna a un tubo eppendorf autoclavado vy se le afiade el volumen
deseado de H,0O MilliQ autoclavada para la elucién del ADN. Se deja reposar durante un
minuto para aumentar la efectividad de la recuperacion del ADN.

Tras esto se centrifuga durante 1 minuto a 12000 rpm.

El ADN obtenido de este modo se conserva a -202C.

- Extraccion de ADN desde banda de gel de agarosa
Para la purificacion de productos de PCR se utilizé el siguiente kit comercial: QlAquick — Gel
extraction Kit de Qiagen.
Una vez migrado realizada la electroforesis en gel de agarosa con las muestras de interés.
Se recortan las bandas, y se introducen en un tubo de 2 mL previamente tarado.

Se pesan las bandas y se estima que peso=volumen. Se afiaden 3 volimenes del tampdn
QG.

Se incuba a 502C con agitacién ocasional hasta que los fragmentos de agarosa estan

completamente disueltos.
Se afiade un volumen de isopropanol de calidad “Biologia molecular” (Sigma-Aldrich®).

Esta muestra es afiadida directamente en la columna (previamente introducida en un
tubo de recoleccion de 2 ml).

Se centrifuga a 12000 rpm durante 1 minuto y se elimina el flujo.
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Se afiaden 500 pL de tampdn QG a la columna y se centrifuga en las mismas condiciones.
Se elimina el volumen que ha atravesado la columna.

Se realiza un lavado del ADN retenido en la columna mediante la adicién de 750 uL de
tampon PE y centrifugando en las mismas condiciones. Tras el paso de centrifugacion se
elimina el sobrenadante.

Sin afiadir nada la columna se vuelve a centrifugar durante 2 minutos en las mismas
condiciones para eliminar toda la solucién de lavado restante.

Se transfiere la columna a un tubo eppendorf autoclavado y se le afiade el volumen
deseado de H,0 MilliQ autoclavada para la elucién del ADN. Se deja reposar durante un
minuto para aumentar la efectividad de la recuperacién del ADN.

Tras esto se centrifuga durante 1 minuto a 12000 rpm.

El ADN obtenido de este modo se conserva a -202C.

13.9.6. Estimacion de la concentracion de ADN

- Estimacion de la concentracion de ADN usando Qubit®.

Para la cuantificacion de ADN utilizando el sistema de Qubit® de Thermo Fisher Scientific existen
dos metodologias: Broad Range (BR) y High Sensitivity (HS). En todo este trabajo el protocolo
utilizad es el Broad Range.

Se prepara el tampdén de reaccidon diluyendo el reactivo 1:200 en el tampdn
proporcionado. Se mezcla vigorosamente con un vortex.

En tubos transparentes de plastico proporcionados se afiade el volumen de muestra de
ADN entre 1y 20 uL y se lleva a un volumen total de 200 pL.

En dos tubos se afiaden 190 pL del tampdn de reaccién y 10 pL de cada uno de los patrones
proporcionados en el kit.

Se agitan muestras y patrones de 2 a 3 segundos en el vortex y se incuban 2 minutos a
temperatura ambiente.

Se calibra el lector Qubit® y se realiza la medida de cada una de las muestras.

La concentracion es directamente proporcionada por el equipo.

- Estimacidén aproximada de la concentracidon de ADN usando electroforesis en gel de agarosa.

En esta metodologia se aprovecha la propiedad del bromuro de etidio por la cual la intensidad de
fluorescencia al intercalarse en el ADN es proporcional a su cantidad.

Se realiza un gel de agarosa analitico tal como se indica en el protocolo mencionado
anteriormente.
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En el gel se cargan 12 plL el marcador de tamafio molecular. Se prepara segun las
indicaciones del fabricante (Marcador:H,0:Tampdn de Carga 4:6:2), de tal modo que la
cantidad cargada de cada fragmento es conocida.

Marker 111

pb ng/4pL
— 21226 —438

5148 — 106
=== 4973 103
— 4268 — 88
— 3530 — 73

_ 2027 42
= 1904 — 39
— 1584 — 33
—1375 — 28
— 947 — 19
— 831 — 17
— 564 - 12

Figura 13.9-1 Marker Ill ADN
Separacion de 1 ug de ADN del marcador de peso molecular Marker Il en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. (Editado del manual del fabricante. Roche).

Se captura una imagen en el transiluminador UV.

Se realiza un analisis de imagen utilizando el software Imagel para transformar la
intensidad de cada banda en un valor numérico

Con las valores del marcador se crea una recta de calibracidn y se interpolan los valores
de la muestra problema en esa recta obteniendo la cantidad de ADN cargado en la
muestra.

13.9.7. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

- Preparacion de las muestras y patrones

Se prepara el tampdn de carga 6x: Sacarosa 0,4 g/mL (Sigma-Aldrich®) en H,O MilliQy una
pequefia cantidad de azul de bromofenol (Riedel-de Haén).

Se toman alicuotas de las muestras de ADN a analizar y, para un procedimiento analitico,
se llevan a un volumen final de 10 pL con H,O MilliQ autoclavada. En un gel de
electroforesis preparativa no es necesaria esta limitacion.

Sobre estos 10 pL se afiaden 2 pL de tampdn de carga de ADN 6x. En el caso de una
electroforesis preparativa se afiaden el volumen de tampén de carga correspondiente.

El patrén utilizado en este trabajo fue el Marker Ill en nuestro caso de Roche. Se prepard
un stock con las siguientes proporciones Marcador : H,O : Tampdn de Carga 4:6:2. Se
separaron alicuotas de 12 uL y se conservaron hasta su uso a -20°C.
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Preparacion del gel y electroforesis

Se prepara una disolucién de agarosa (Sigma-Aldrich®) en tampdn TAE con el porcentaje
deseado. Para la totalidad de aplicaciones en este trabajo se utilizé un 1% de agarosa. Para
un gel pequefio (12 carriles) se preparaban 30 ml y para un gel grande (24 carriles) se
preparaban 120 ml.

Esta mezcla se lleva a ebullicion en un horno microondas hasta que no se observen los
cristales de agarosa.

Una vez se ha reducido la temperatura, se afiaden 2 pL de bromuro de etidio 10 mg/mL
en el caso de un gel pequeiio y 5 en el caso de un gel grande. Se homogeniza la soluciéon

Se vierte en un molde de geles de agarosa donde previamente se introdujo el peine que
crea los pocillos.

Se deja enfriar a temperatura ambiente.

Una vez solidificado se retira el peine y se sumerge en una cubeta de electroforesis llena
de tampdn TAE.

Se cargan 12 ul del marcador y de las muestras y se inicia el campo eléctrico de 90V
constantes.

Una vez el frente de migracidn (indicado por el azul de bromofenol del tampdn de carga)
ha corrido lo suficiente, se retira el gel de la cubeta y se adquiere la imagen en un
transiluminador de luz UV con cdmara acoplada. Este gel puede ser utilizado también para
la extraccion de ADN.

13.9.8. Secuenciacion de ADN plasmidico

La secuenciacion de los diferentes constructos y mutantes creados en el presente trabajo se
realizaron mediante un servicio externo proporcionado por la empresa StabVida. A continuacidn
se detallan los aspectos clave en la preparacién de la muestra asi como parametros facilitados.

Se preparan 20 uL de ADN plasmidico proveniente de una miniprep comun. Esta muestra
debe contener al menos 20 ng/uL de concentracién de ADN vy es suficiente para dos
secuenciaciones.

La muestra se envia en un vial eppendorf sellado y a temperatura ambiente.

Los cebadores utilizados para la secuenciacién son los T7 en todo el trabajo aqui
presentado.

Cebador Secuencia Tm n %G/C
T7 promoter 5" -TAATAC GACTCA CTATAG GG - 3’ 48°C 20 40%
T7 terminator 5 -GCT AGTTATTGCTCAGCG G -3’ 54°C 19 53%
Tabla 13.9- 4 Cebadores T7
Secuencia de los cebadores T7 universales.

Las reacciones de secuenciacion y extraccion de datos es realizada por el proveedor de
servicios.
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Las secuencias son analizadas comparadas frente a las teéricas mediante el software ApE

(A plasmid Editor).

13.9.9. Digestion de ADN mediante enzimas de restriccion

La aplicacidon de esta metodologia durante el desarrollo de este trabajo se realizé de modo
preparativo. Esta modalidad permite obtener grandes cantidades de ADN para la clonaciéon de los
mutantes y constructos en sus respectivos plasmidos. Por lo general se aplican digestiones dobles

para la clonacién direccional del ADN.

Se identifican los enzimas de restriccion a utilizar y el tampdn de reaccién en el que ambos
desarrollan su méximo de actividad. El proveedor de enzimas de restriccion utilizado es
New England Biolabs (NEB).

Se parte de una muestra de ADN cuyo origen puede ser PCR, miniprep o cualquier otro
tipo de método de purificacion de ADN.

Se crea el céctel de reaccidon que se indica en la siguiente tabla. Se tiene en cuenta la
actividad especifica de cada enzima de restriccidn.

Tabla 13.9- 5 Preparacion reaccion de digestion de ADN
Reactivos, concentraciones y sus volimenes para la realizacién de una digestion preparativa de ADN con

enzimas de restriccion.

Componente Concentracion Stock  Concentracion final Vol
Tampodn de reaccion stock 10x 1x 2 uL
ADN a 0,5-1 pg total X pL
Enzimas de restriccidén - - 1-2uL
H,0 MilliQ autoclavada - - Hasta pL
Volumen total 20 pL

13.9.10.

Se incuba a 372C durante 4 horas.
Se realiza una electroforesis de garosa preparativa.

Se extrae la banda, se purifica y se estima su concentracion.

Ligacion de fragmentos de restriccion para su clonacion en vector

En este trabajo se realizd la clonacién de constructos provenientes de diferentes metodologias de

manipulacion de ADN, tanto de simple amplificacién por PCR como complejas estrategias de

eliminacion e insercién de secuencias.

Se realizan las digestiones preparativas tanto del pldsmido como del inserto con los
mismos enzimas. Se cuantifica el ADN resultante.

Se realiza el siguiente coctel de reaccion asegurando diferentes ratios estequiométricos
de inserto: vector (1:1,3:1, 6:1 son los recomendados). Se utiliza la T4 ADN ligasa de New
England Biolabs. Se intenta asegurar una cantidad préxima a los 100 ng de ADN en la
reaccion.
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Componente Concentracion Stock  Concentracion final Vol
T4 ADN ligasa buffer 10x 1x 2uL
Vector a Segun ratio X pL
Inserto b Segun ratio y uL
Ligasa T4 - 1puL
H,0 MilliQ autoclavada - - Hasta 20 pL
Volumen total 20 pL

Tabla 13.9- 6 Preparacion reaccion de ligacion de ADN con extremos cohesivos
Reactivos, concentraciones y sus volumenes para la realizacion de una ligaciéon de fragmentos de ADN
previamente digeridos con enzimas de restricciéon que generen extremos cohesivos.

Es necesario la consideracion de controles negativos:

- Solo vector con ligasa: control de religacion.

- Soloinserto con ligasa: control de contaminacién de la procedencia del inserto.

- Solo ligasa: control de presencia de contaminacion de algun plasmido de origen
desconocida.

Se mezcla ligeramente por pipeteo y se realiza un pulso de centrifuga para llevar todo el
volumen al fondo del tubo (eppendorf, 200 uL).

Se mantiene a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Se transforman en las células competentes E. coli DH5a.
Se extrae el ADN por miniprep.

Se comprueba la identidad por PCR y secuenciacion.

13.10. Protocolos bioquimicos basicos

13.10.1. Electroforesis en gel desnaturalizante SDS-PAGE
- Soluciones y compuestos necesarios:

Solucidén A: 30% acrilamida, 2.7% bisacrilamida (Thermo-Fisher Scientific).
Solucién B: 1,5M Tris-HCl pH 5,8 (Sigma-Aldrich®).

Solucién C: 0,5M Tris-HCl pH 5,8 (Sigma-Aldrich®).

Solucién D: 10% SDS (w / V) (Sigma-Aldrich®).

TEMED (Sigma-Aldrich®).

Persulfato de amonio (Sigma-Aldrich®).

Tampon electroforesis 10x: 30 g/L Tris-Base, 144 g/L glicina 10 g/L SDS pH 8,3.

Tampon de carga 5x: 62,5 mM Tris-HCI, 25% glicerol, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, un
pequefia cantidad de azul de bromofenol.

Marcador de peso molecular: 2:4:14 Marcador stock: Tampdn de carga 5X: H,O MilliQ
(Low Range Standard marker, Bio-Rad).
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- Preparacion del gel SDS Page:

En este trabajo los geles SDS-PAGE realizados son siempre al 14% de acrilamida. Los
volumenes de cada solucién se indican la tabla siguiente.

Componente Gel separador Gel apilador
H,0 MilliQ (mL) 2,7 6,1
Solucién A (mL) 4,7 1,3
Solucién B (mL) 2,5 -
Solucion C (mL) - 2,5
Solucién D (uL) 100 100
TEMED (pL) 5 10

Tabla 13.10- 1 Preparacion gel SDS-PAGE
Volumenes de las soluciones stock necesarios para obtener un gel de electroforesis SDS-PAGE al 14% de
acrilamida

Se realiza el montaje del soporte del gel (Mini-Protean, Bio-Rad).

Se realiza la solucién del gel separador y justo antes de verterlo en el molde se le afnade
una punta de espatula de persulfato de amonio y se vierte en el molde dejando espacio
para el gel apilador.

Se aflade un pequefo volumen de agua por encima del gel para nivelar y se deja gelificar.

Una vez gelificado se elimina el agua y se afiade el gel apilador sobre el separador
preparandolo de forma idéntica al separador con las proporciones indicadas en la tabla.

Se introduce el molde de los pocillos y se deja gelificar.

Una vez gelificado se retira el molde, y se introduce el montaje en la cubeta. Se cubren los
geles con tampdn de electroforesis 1x.

- Preparacion de las muestras

Se mezclan 24 plL de muestra con 6 pL del tampén de carga 5x.

Se incuban en un bafio a 952C durante 10 minutos (el marcador también sufre este
procesado).

Transcurrido este tiempo se dejan enfriar.
- Carga y migracion del gel
Se carga el gel con 12 uL tanto de los marcadores como de la muestra.

Se aplica un voltaje constante de 180 V hasta observar la salida del frente de migracién
correspondiente al azul de bromofenol.

Se retira el gel del montaje y se procede a su tincion.

- Tincidn

Se deposita el gel en una bandeja y se realizan tres lavados con agua destilada durante 5
minutos cada uno.
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Posteriormente se afiade un volumen suficiente de Bio-Safe Coomasie Stain (Bio-Rad) para
cubrir el gel. Se incuba durante al menos 1 hora a temperatura ambiente y protegido de
la luz.

Se realiza un ultimo lavado con H,0 destilada y se introduce en bolsa de plastico sellada
para su conservacion y digitalizacion.

13.10.2. Estimacion de la concentracion de proteina por BCA en microplaca

Para la totalidad de proteinas estudiadas en este trabajo se utilizé6 el método de BCA para la
estimacion de su concentracidon usando BSA como proteina de referencia para la construccion de
la recta patroén.

Se realiza la mezcla del reactivo Ay el tampdn de reaccidn proporcionado por el fabricante
(Thermo-Fisher Scientific) en la relacidn indicada (50:1). Se mezcla vigorosamente esta
solucién.

Se preparan las diluciones del patrén de BSA. 2 mg/mL comercializado por Thermo-Fisher
Scientific. Se han utilizado diluciones seriadas 1/2 utilizando el mismo tampdn en el que
se encuentra disuelta la proteina. Este tampdn, por lo general, es PB 50 mM pH 8,5 300
mM NaCl. La recta patréon siempre se ha realizado por duplicado.

En una microplaca de poliestireno de fondo plano se afiaden 160 pL de la solucién de BCA
para las muestras y patrones.

Se preparan las diluciones de las muestras incégnita con el tampdn correspondiente. Por
lo general se han medido la muestra original y las diluciones: 1/2, 1/4y 1/10 todo por
duplicado.

Se afiaden en los pocillos correspondientes 20 pL de patrones y muestras.

Se sella con una membrana adhesiva y se agita vigorosamente en un agitador de
microplacas (Eppendorf) a 900 rpm durante 30 segundos.

Se incuba a 372C durante 30 minutos.

Se agita de nuevo vigorosamente en las mismas condiciones a las indicadas
anteriormente.

Se retira la ldmina adhesiva y se realiza a lectura en el lector de microplacas (Bio-Tek Elx)
a A=590nm.

Se obtiene los valores a través del software Gen5 y se realiza una regresion lineal con los
valores de la recta patrén de BSA y se calcula la concentracidon promedio de cada muestra
utilizando la ecuacién obtenida en Microsoft-Excel.

13.10.3. Estimacion de MW de una proteina pura por MALDI-TOF

Este procedimiento es realizado por el personal responsable del equipo a continuacion se indica
un resumen de la metodologia seguida para la preparacién de muestra
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Se utiliza una muestra de proteina ya purificada y con una concentracién préxima a 1
mg/mL.

Se prepara una solucidon de matriz, es una solucion saturada de acido sinapinico en
acetonitrilo con 0,1% TFA.

Se mezclan 1 0 2 pL de muestra de proteina y/o de la muestra de proteina y patrones con
un volumen idéntico de la solucion de matriz.

Se realiza el proceso anterior con la mezcla de proteinas patrén (Protein Standard
Calibration 1)

Se aplican 0,5 pL de esta mezcla en la placa de muestreo del espectrometro MALDI-TOF.
Se deja evaporar a temperatura ambiente.

Se afiaden 2 pL de una solucién de 0,1% TFA en H,0 ultra pura. Se mantiene durante unos
segundos y posteriormente se absorbe con un pedazo de papel absorbente (KimWipe).

Se afiaden otros 0,5 uL de la solucidn de matriz y se deja evaporar a RT.

La placa es introducida en el equipo (Microflex — Bruker Daltonics) y analizada segun los
parametros escogidos por el operador.

13.10.4. Concentrado de proteina / cambio de tampén por Amicon™

Los filtros Amicon son comercializados por Thermo Fisher Scientific. En este trabajo se han
utilizado los Amicon™ Ultra-15 con un MWCO de 10 kDa y para un volumen maximo de 15 mL.

Se lava el sistema afiadiendo 5 mL del tampdn en el que procede la muestra en el caso de
concentracion o del nuevo en el caso de cambidon de tampdn. Se centrifuga 1 minuto a
4000 rpm y se descarta tanto el retenido como el filtrado.

Se introduce la muestra con proteina y se centrifuga en periodos de 5-8 minutos a 4000
rpm y 42C. Tras cada paso se mezcla por inversién y se repite el paso de centrifugacion

En el caso de cambio de tampdn, tras cada paso de centrifugacion se elimina el filtrado y
se afiade un volumen equivalente del tampdn final.

Una vez alcanzado el volumen necesario o el intercambio eficiente de tampodn, se
recupera la muestray se filtra a 0,45 pum.
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15. Anexos

15.1. Secuenciacion del patrén de desacetilacion de VcCDA CD
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Obtencion del PA en DP4
Cromatograma total MS*
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Obtencion del PA en DP5
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15.2. Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de los constructos desarrollados

de VcCDA
Proteina VcCDA FL WT
Plasmido PET22b(+)
Mapa de
plasmido

StrepTag

VcCDA WT FL
6640 pb

Secuencia taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagat
Gen atacat.aacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttgatgatggcccggtgaacgcctcggtggaagtgatt
aaagtcctgaaccagggcggtgttaaagecaccttttatttcaacgcatggeatctggatggcattggtgacgaaaatgaa
gatcgtgcactggaagctctgaaactggcactggacagtggccatattgtgggtaaccactcctacgatcacatgatccac
aattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgcggattgtaacgecacgggtaatcatcagatccactcataccaagac
ccggtgegtgatgeggectcgticgaacagaacctgattaccctggaaaaatatctgecgacgatccgcagcetatecgaac
tacaaaggctatgaactggcgcgtctgecgtacaccaatggttggegegtcacgaaacattttcaggcagacggectgtge
gctacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgatccggctaaccegtcaaattcggtgaaagegteg
attcaggttcaaaacatcctggccaatcagggctaccaaacccacggttgggatgttgactgggctccggaaaactgggg
cattccgatgccggcgaatagectgaccgaageggteccgtttetggectatgtggacaaageactgaacagetgcetctec
gaccacgattgaaccgatcaattctaaaacccaggaattcccgtgtggtacgecgetgeatgeggataaagtcategtgcet
gacccacgactttctgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgcaaaacctgecgaaactggcagaatttaticg
catcgcgaaagaagccggttacgtgticgataccatggacaattatacgecgegttggagtgtgggcaaaacctaccagg
ccggtgaatacgttctgtatcaaggcegtggtitataaagcagtcatttcccacacggctcagcaagactgggegecgagea
gcaccagttccctgtggacgaacgcagatccggctaccaactggacgctgaatgttagcetatgaacagggegatategtc
aattacaaaggtaaacgctatctggtttctgtcccgeatgttitcgcagcaagactggacgecggacacccaaaataccctg
ttcaccgcactggagctccgtcgacaa_taggcttgcggccgcactcgagcaccacca
ccaccaccactgagatccggcetgctaacaaageccgaaaggaagctgagttggetgetgecacegetgageaataactag
c

Secuencia | MINSTPKGTIYLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDENEDRALEALKLALD
Proteina | SGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASFEQNLITLEKYLPTIR
SYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPANPSNSVKASIQVQNI
LANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSPTTIEPINSKTQEFPC
GTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMDNYTPRWSVGKTY
QAGEYVLYQGVVYKAVISHTAQQDWAPSSTSSLWTNADPATNWTLNVSYEQGDIVNYKGKRYL
vsvpHvsQaDbWTPDTANTLFTALELRR |

Leyenda Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT FL
Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator

Proteina VcCDA FL D39S

Plasmido PET22b(+)
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Mapa de
plasmido

StrepTag

VcCDA FL D395
6640 pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattccectctagaaataattttgtttaactttaagaaggagat
atacat.aacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttAGCgatggcccggtgaacgcctcggtggaagtga
ttaaagtcctgaaccagggceggtgttaaagecaccttttatttcaacgcatggeatctggatggcattggtgacgaaaatg
aagatcgtgcactggaagctctgaaactggcactggacagtggecatattgtgggtaaccactcctacgatcacatgatec
acaattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgeggattgtaacgecacgggtaatcatcagatccactcataccaag
acccggtgegtgatgeggectegticgaacagaacctgattaccctggaaaaatatctgecgacgatcegeagetatecga
actacaaaggctatgaactggcgcgtctgecgtacaccaatggttggcgegtcacgaaacattttcaggcagacggectgt
gcgctacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgatccggctaacccgtcaaattcggtgaaagegt
cgattcaggttcaaaacatcctggccaatcagggctaccaaacccacggtigggatgttgactgggctccggaaaactgg
ggcattccgatgecggegaatagectgaccgaageggteecgtttetggectatgtggacaaageactgaacagetgetct
ccgaccacgattgaaccgatcaattctaaaacccaggaattcccgtgtggtacgccgetgcatgeggataaagtcategtg
ctgacccacgactttctgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgcaaaacctgecgaaactggcagaatttatt
cgcatcgcgaaagaagecggttacgtgticgataccatggacaattatacgecgegttggagtgtgggcaaaacctacca
ggccggtgaatacgttctgtatcaaggegtggtttataaagcagtcatttcccacacggetcagcaagactgggegecgag
cagcaccagttccctgtggacgaacgcagatccggctaccaactggacgctgaatgttagctatgaacagggegatateg
tcaattacaaaggtaaacgctatctggtttctgteccgeatgtticgcagcaagactggacgecggacacccaaaataccc
tgttcaccgcactggagctccgtcgacaa_taggcttgcggccgcactcgagcaccac
caccaccaccactgagatccggctgctaacaaageccgaaaggaagetgagttggetgcetgecacegetgageaataact
agc

Secuencia
Proteina

MINSTPKGTIYLTFSDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDENEDRALEALKLALDS
GHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASFEQNLITLEKYLPTIRS
YPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPANPSNSVKASIQVONIL
ANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSPTTIEPINSKTQEFPCG
TPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMDNYTPRWSVGKTYQ
AGEYVLYQGVVYKAVISHTAQQDWAPSSTSSLWTNADPATNWTLNVSYEQGDIVNYKGKRYLV
svpHvsQaDWTPDTANTLFTALELRR

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT FL
Mutacion D39S

Cododn Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA FL L5-BsPdaA

Plasmido

pET22b(+)

Mapa de
plasmido

StrepTag
\

VcCDA FL L5-BsPdaA

6554 pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagat
atacat.aacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttgatgatggcccggtgaacgcctcggtggaagtgatt
aaagtcctgaaccagggceggtgttaaagecaccttttatttcaacgcatggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaa
gatcgtgcactggaagctctgaaactggcactggacagtggccatattgtgggtaaccactcctacgatcacatgatccac
aattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgeggattgtaacgccacgggtaatcatcagatccactcataccaagac
ccggtgcgtgatgeggectegticgaacagaacctgattaccctggaaaaatatctgecgacgatccgeagetatccgaac
tacaaaggctatgaactggcegegtctgecgtacaccaatggtiggegegtcacgaaacattttcaggcagacggectgtge
gctacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgatccggetaacccgtcaaattcggtgaaagegteg
attcaggttcaaaacatcctggccaatcagggctaccaaacccacggttgggatgttgactgggcetccggaaaactgggg
cattccgatgccggcgaatagectgaccgaageggtcecgtttctggccCAGGCGCATCCGGGTGCGatcgtgct
gacccacgactttctgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgcaaaacctgecgaaactggcagaatttattcg
catcgcgaaagaagcecggttacgtgticgataccatggacaattatacgecgegtiggagtgtgggcaaaacctaccagg
ccggtgaatacgttctgtatcaaggegtggtitataaagcagtcatttcccacacggctcagcaagactgggecccgagea
gcaccagttccctgtggacgaacgcagatceggcetaccaactggacgetgaatgttagetatgaacagggegatategtc
aattacaaaggtaaacgctatctggtttctgtcccgeatgtitcgcagecaagactggacgecggacacccaaaataccctg
ttcaccgcactggagctccgtcgacaaa_taggcttgcggccgcactcgagcaccacc
accaccaccactgagatccggetgctaacaaageccgaaaggaagetgagttggetgetgecaccgetgageaataacta

gC

Secuencia
Proteina

.NSTPKGTIYLTFDDG PVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDENEDRALEALKLALD

SGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASFEQNLITLEKYLPTIR
SYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPANPSNSVKASIQVQNI
LANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAQAHPGAIVLTHDFLFEDGKRGMG

ATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMDNYTPRWSVGKTYQAGEYVLYQGVVYKAVISHTAQQDW
APSSTSSLWTNADPATNWTLNVSYEQGDIVNYKGKRYLVSVPHVSQQDWTPDTQNTLFTALEL

HQWSHPQFEK"

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT
Mutacion: Loop 5-BsPdaA

Cododn Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA FL P193C-N273C

Plasmido

pET22b(+)

Mapa de
plasmido

StrepTag
\

VcCDA FL P193C-N273C
6640 pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactataggggaattgtgagcggataacaattcccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagat
atacat.aacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttgatgatggcccggtgaacgcctcggtggaagtgatt
aaagtcctgaaccagggcggtgttaaagcecaccttttatttcaacgcatggeatctggatggeattggtgacgaaaatgaa
gatcgtgcactggaagctctgaaactggcactggacagtggccatattgtgggtaaccactcctacgatcacatgatccac
aattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgcggattgtaacgecacgggtaatcatcagatccactcataccaagac
ccggtgegtgatgeggectegticgaacagaacctgattaccctggaaaaatatctgecgacgatccgeagcetatecgaac
tacaaaggctatgaactggcgcgtctgecgtacaccaatggttggegegtcacgaaacattttcaggcagacggectgtge
gctacctcagataatctgaaaTGCtgggaaccgggttatgtgtgtgatccggctaacccgtcaaattcggtgaaagegtc

gattcaggttcaaaacatcctggccaatcagggctaccaaacccacggtigggatgttgactgggctccggaaaactggg

gcattccgatgecggegaatagectgaccgaageggteecgtttctggectatgtggacaaagcactgaacagcetgcetctc

cgaccacgattgaaccgatcTGCtctaaaacccaggaattcccgtgtggtacgecgetgcatgeggataaagtcategtg
ctgacccacgactttctgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgcaaaacctgecgaaactggcagaatttatt
cgcatcgcgaaagaagecggttacgtgticgataccatggacaattatacgecgegttggagtgtgggcaaaacctacca

ggccggtgaatacgttctgtatcaaggegtggtitataaageagtcatttcccacacggetcagcaagactgggegecgag
cagcaccagttccctgtggacgaacgcagatccggctaccaactggacgctgaatgttagctatgaacagggegatateg

tcaattacaaaggtaaacgctatctggtttctgtcccgeatgtttcgcagcaagactggacgecggacacccaaaataccc

tgttcaccgcactggagctccgtcgacaa_taggcttgcggccgcactcgagcaccac

caccaccaccactgagatccggcetgctaacaaageccgaaaggaagcetgagttggetgetgecacegetgageaataact
agc

Secuencia
Proteina

MINSTPKGTIYLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDENEDRALEALKLALD

SGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASFEQNLITLEKYLPTIR
SYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKCWEPGYVCDPANPSNSVKASIQVQNI
LANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSPTTIEPICSKTQEFPC

GTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMDNYTPRWSVGKTY
QAGEYVLYQGVVYKAVISHTAQQDWAPSSTSSLWTNADPATNWTLNVSYEQGDIVNYKGKRYL
vsvPHVsQQDWTPDTANTLFTALELRR N

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT FL
Mutacion: P193C-N273C

Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA WT FL

Plasmido

pPR-1BA2

Mapa de
plasmido

VcCDA WT FL
i 4047 pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactatagggaggccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatr
Igctagc ggcgccatgaacagceacgecgaaaggeacgatctatctgacgttigatg
atggcccggtgaacgectcggtggaagtgattaaagtcctgaaccagggeggtgttaaagecaccttttatttcaacgeat

ggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaagatcgtgcactggaagcetctgaaactggcactggacagtggecatatt

gtgggtaaccactcctacgatcacatgatccacaattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgeggattgtaacgec
acgggtaatcatcagatccactcataccaagacceggtgegtgatgeggectegttcgaacagaacctgattaccctggaa
aaatatctgccgacgatccgeagcetatccgaactacaaaggctatgaactggegegtetgecgtacaccaatggttggege
gtcacgaaacattttcaggcagacggectgtgcgetacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgat

ccggctaaccegtcaaattcggtgaaagegtcgattcaggttcaaaacatcctggecaatcagggctaccaaacccacgg

ttgggatgttgactgggctccggaaaactggggcattccgatgecggegaatagectgaccgaageggtecegtttetgge
ctatgtggacaaagcactgaacagctgctctccgaccacgattgaaccgatcaattctaaaacccaggaattcccgtgtgg
tacgccgctgcatgeggataaagtcategtgctgacccacgactttctgttcgaagatggcaaacgtggeatgggtgecac
gcaaaacctgccgaaactggcagaatttattcgcatcgcgaaagaagecggttacgtgttcgataccatggacaattatac
geegegttggagtgtgggcaaaacctaccaggecggtgaatacgtictgtatcaaggegtggtttataaageagteatttc

ccacacggctcagcaagactgggccccgagcagcaccagttccctgtggacgaacgcagatccggetaccaactggacg

ctgaatgttagctatgaacagggcgatatcgtcaattacaaaggtaaacgctatctggtttctgtcecgeatgtttcgeage

aagactggacgccggacacccaaaataccctgttcaccgcactgtagetgcagggggaccatggtctctgatatctaacta
agcttgatccggctgctaacaaageccgaaaggaagctgagttggetgctgecacecgetgagecaataactage

Secuencia
Proteina

WA G A VINSTPKGTIVLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDE
NEDRALEALKLALDSGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASF
EQNLITLEKYLPTIRSYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPAN
PSNSVKASIQVQNILANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSP
TTIEPINSKTQEFPCGTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTM
DNYTPRWSVGKTYQAGEYVLYQGVVYKAVISHTAQQDWAPSSTSSLWTNADPATNWTLNVSY
EQGDIVNYKGKRYLVSVPHVSQQDWTPDTQNTLFTAL*

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT FL
Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA WT CD

Plasmido

pPR-1BA2

Mapa de
plasmido

|
VeCDA WT CD
3762 pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactatagggaggccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatr
Igctagc ggcgccatgaacagcacgecgaaaggceacgatctatctgacgtttgatg
atggcccggtgaacgecteggtggaagtgattaaagtectgaaccagggeggtgttaaagecaccttttatttcaacgeat
ggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaagatcgtgcactggaagetctgaaactggeactggacagtggecatatt
gtgggtaaccactcctacgatcacatgatccacaattgegttgaagaatttggeccgaccageggtgeggattgtaacgec
acgggtaatcatcagatccactcataccaagacceggtgegtgatgeggectcgttcgaacagaacctgattaccctggaa
aaatatctgccgacgatccgcagcetatccgaactacaaaggctatgaactggegegtetgecgtacaccaatggttggegce
gtcacgaaacattttcaggcagacggectgtgcgctacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgat
ccggctaacccgtcaaattcggtgaaagegtcgattcaggttcaaaacatcctggecaatcagggcetaccaaacccacgg
ttgggatgttgactgggctccggaaaactggggeattccgatgecggegaatagect, aagcggtcecgtttetgge
ctatgtggacaaagcactgaacagctgctctccgaccacgattgaaccgatcaattctaaaacccaggaattcecgtgtgg
tacgccgcetgeatgeggataaagtcategtgetgacccacgactttetgttcgaagatggcaaacgtggeatgggtgecac
gcaaaacctgccgaaactggcagaatttattcgcatcgcgaaagaagecggttacgtgttcgataccatggacaattatac
gtagctgcagggggaccatggtctctgatatctaactaagcettgatccggetgctaacaaageccgaaaggaagetgagtt
ggctgctgccaccgcetgagecaataactage

Secuencia
Proteina

WA SR G A VINSTPKGTIVLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDE
NEDRALEALKLALDSGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASF
EQNLITLEKYLPTIRSYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPAN
PSNSVKASIQVQNILANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSP
TTIEPINSKTQEFPCGTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTM
DNYT*

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT CD
Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA CD AGA

Plasmido

pPR-1BA2

Mapa de
plasmido

VcCDA CD AGA
3717 pb

//

Secuencia
Gen

taatacgactcactatagggaggccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatr
Igctagc_ggcgccatgaacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttgatg
atggcccggtgaacgectcggtggaagtgattaaagtectgaaccagggeggtgttaaagecaccttttatttcaacgceat

ggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaagatcgtgcactggaagetctgaaactggeactggacagtggecatatt

gtgggtaaccactcctacgatcacatgatccacaattgegttgaagaatttggeccgaccageggtgeggattgtaacgec
acgggtaatcatcagatccactcataccaagacccggtgegtgatgeggectcgttcgaacagaacctgattaccctggaa
aaatatctgccgacgatccgeagetatccgaactacaaaggctatgaactggegegtetgecgtacaccaatggtiggegce
gtcacgaaacattttcaggcagacggectgtgcgctacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgat
ccggctaaccecgtcaaattcggtgaaagegtegattcaggttcaaaacatectggecaatcagggcetaccaaacccacgg
ttgggatgttgactgggctccggaaaactggggeattccgatgecggegaatagect, aagcggtcccgtttctgge
ctatgtggacaaagcactgaacagcGCGGGCGCGggtacgccgctgcatgecggataaagtcategtgctgacccacg
actttctgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgcaaaacctgecgaaactggcagaatttattcgecatcgega
aagaagccggttacgtgttcgataccatggacaattatacgtagetgcagggggaccatggtctctgatatctaactaage
ttgatccggctgctaacaaagcccgaaaggaagcetgagttggetgetgecaccgetgageaataactage

Secuencia
Proteina

A G A VINSTPKGTIYLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDE
NEDRALEALKLALDSGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASF
EQNLITLEKYLPTIRSYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPAN
PSNSVKASIQVQNILANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSAGA
GTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMDNYT*

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT CD
Mutacion: AGA

Cododn Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA WT CD P-G

Plasmido

pPR-1BA2

Mapa de
plasmido

|
VeCDA CD P-G
3762 pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactatagggaggccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatr
Igctag ggcgccatgaacagcacgecgaaaggcacgatctatctgacgtttgatg
atggcccggtgaacgectcggtggaagtgattaaagtcctgaaccagggeggtgttaaagecaccttttatttcaacgeat

ggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaagatcgtgcactggaagctctgaaactggcactggacagtggecatatt

gtgggtaaccactcctacgatcacatgatccacaattgegttgaagaatttggeccgaccageggtgeggattgtaacgec
acgggtaatcatcagatccactcataccaagacccggtgegtgatgeggectegttcgaacagaacctgattaccctggaa
2aatatctgccgacgatccgcagcetatccgaactacaaaggctatgaactggegegtetgecgtacaccaatggtiggege
gtcacgaaacattttcaggcagacggcectgtgegctacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgat
ccggctaacccgtcaaattcggtgaaagegtcgattcaggttcaaaacatectggecaatcagggcetaccaaacccacgg
ttgggatgttgactgggctccggaaaactggggceattccgatgecggegaatagect aagcggtcccgtttctgge
ctatgtggacaaagcactgaacagctgctctGGCaccacgattgaaGGCatcaattctaaaacccaggaattcGGCt

gtggtacgccgctgcatgeggataaagtcatcgtgetgacccacgactttctgticgaagatggcaaacgtggeatgggtg
ccacgcaaaacctgccgaaactggcagaatttattcgcatcgecgaaagaagecggttacgtgttcgataccatggacaatt
atacgtagctgcagggggaccatggtctctgatatctaactaagcettgatccggetgetaacaaageccgaaaggaaget

gagttggctgctgccaccgcetgagcaataactage

Secuencia
Proteina

Wi~ G A NS TPKGTIYLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDE
NEDRALEALKLALDSGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASF
EQNLITLEKYLPTIRSYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPAN
PSNSVKASIQVQNILANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSG
TTIEGINSKTQEFGCGTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTM
DNYT*

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT CD
Mutacion: Pro to Gly

Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA WT CD AHélice 1

Plasmido

pPR-1BA2

Mapa de
plasmido

VCCDA CD AHélice 1
3750pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactatagggaggccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatr
Igctagc_ggcgccatgaacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttgatg
atggcccggtgaacgectcggtggaagtgattaaagtcctgaaccagggeggtgttaaagecaccttttatttcaacgeat
ggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaagatcgtgcactggaagcetctgaaactggcactggacagtggecatatt
gtgggtaaccactcctacgatcacatgatccacaattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgeggattgtaacgec
acgggtaatcatcagatccactcataccaagacccggtgegtgatgeggectegttcgaacagaacctgattaccctggaa
aaatatctgccgacgatccgeagcetatccgaactacaaaggctatgaactggegegtetgecgtacaccaatggttggege
gtcacgaaacattttcaggcagacggectgtgcgetacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgat
ccggctaaccegtcaaattcggtgaaagegtcgattcaggticaaaacatcctggecaatcagggctaccaaacccacgg

ctatgtggacaaagcactgaacagctg * cattgaaccgatcaattctaaaacccaggaattcccgtgtggtacgecge

tgcatgcggataaagtcatcgtgctgacccacgactttetgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgeaaaacc
tgccgaaactggcagaatttattcgcatcgcgaaagaagecggttacgtgticgataccatggacaattatacgtagetgc
agggggaccatggtctctgatatctaactaagettgatccggetgctaacaaageccgaaaggaagetgagttggcetgctg
ccaccgctgagcaataactagc

Secuencia
Proteina

AS| GAMNSTPKGTIYLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDE
NEDRALEALKLALDSGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASF
EQNLITLEKYLPTIRSYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPAN
PSNSVKASIQVQNILANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSC_*
_|IEPINSKTQEFPCGTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMD
NYT*

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT CD
Mutacion: AHélice 1 (S265-T268)

Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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Proteina

VcCDA WT CD AHélice 2

Plasmido

pPR-1BA2

Mapa de
plasmido

VcCDA CD AHélice 2
3744pb

Secuencia
Gen

taatacgactcactatagggaggccacaacggtttccctctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatr
Igctagc_ggcgccatgaacagcacgccgaaaggcacgatctatctgacgtttgatg
atggcccggtgaacgectcggtggaagtgattaaagtcctgaaccagggeggtgttaaagecaccttttatttcaacgeat
ggcatctggatggcattggtgacgaaaatgaagatcgtgcactggaagcetctgaaactggcactggacagtggecatatt
gtgggtaaccactcctacgatcacatgatccacaattgcgttgaagaatttggcccgaccageggtgeggattgtaacgec
acgggtaatcatcagatccactcataccaagacceggtgegtgatgeggectegttcgaacagaacctgattaccctggaa
aaatatctgccgacgatccgeagcetatccgaactacaaaggctatgaactggegegtcetgecgtacaccaatggttggege
gtcacgaaacattttcaggcagacggectgtgegcetacctcagataatctgaaaccgtgggaaccgggttatgtgtgtgat
ccggctaaccegtcaaattcggtgaaagegtcgattcaggttcaaaacatectggecaatcagggctaccaaacccacgg

cggataaagtcatcgtgetgacccacgactttctgttcgaagatggcaaacgtggcatgggtgccacgcaaaacctgeeg
aaactggcagaatttattcgcatcgcgaaagaageceggttacgtgttcgataccatggacaattatacgtagetgcagggs
gaccatggtctctgatatctaactaagcttgatccggetgctaacaaageccgaaaggaagetgagttggcetgetgecace
gctgagcaataactagc

Secuencia
Proteina

ARG A VINSTPKGTIVLTFDDGPVNASVEVIKVLNQGGVKATFYFNAWHLDGIGDE
NEDRALEALKLALDSGHIVGNHSYDHMIHNCVEEFGPTSGADCNATGNHQIHSYQDPVRDAASF
EQNLITLEKYLPTIRSYPNYKGYELARLPYTNGWRVTKHFQADGLCATSDNLKPWEPGYVCDPAN
PSNSVKASIQVQNILANQGYQTHGWDVDWAPENWGIPMPANSLTEAVPFLAYVDKALNSCSP

TTIE_*_QEFPCGTPLHADKVIVLTHDFLFEDGKRGMGATQNLPKLAEFIRIAKEAGYVFDTMDNY
T*

Leyenda

Subrayado: Secuencia de la VcCDA WT CD
Mutacion: AHélice 2 (P271-T276)

Codon Stop

T7 Promotor
T7 Terminator
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15.3. Acquisition Method de los métodos HPLC

15.3.1. Acquisition Method DP2(N)

Acqg. Method: DP2+DP2(N) 20-80 0.4ML.M
The Acg. Method's Instrument Parameters for

the Run were

VWD

VWD (G1314B)

Signal Peakwidth: > 0.1 min (2 s resp.
Analog Output Source Channel:

Signal Polarity:

Lamp on required for aquisition:

Acquire Signal without Reference:

Acquire Reference only:

Analog Output
Analog Zero Offset:
Analog Attenuation:

Signals

Signal

Use Signal:

Signal ID:

Signal Wavelength:

Prepare Mode
Margin for negative Absorbance:

Autobalance
Autobalance Prerun:
Autobalance Postrun:

Scan Variables
Scan Range From:
Scan Range To:
Scan Range Step:

Stoptime
Stoptime Mode:

Posttime
Posttime Mode:

Timetable

Instrument Curves

Store Board Temperature:
Store UV Lamp Anode Voltage:
Store Sample Intensity:
Store Reference Intensity:

time) (3.43 Hz)

Positive (+)
Yes

[€)]
oe

1000 mAU

Yes
Signal A
216 nm

100 mAU

Yes

190 nm
400 nm
2 nm

As pump/injector

Off

No
No

Column Comp.

Column Comp. (G1316A)

Valve Position:
Left Temperature Control
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Temperature Control Mode:
Temperature:

Enable Analysis Left Temperature
Enable Analysis Left Temperature On:
Enable Analysis Left Temperature Value:

Right Temperature Control
Right temperature Control Mode:
Right temperature:

Enable Analysis Right Temperature
Enable Analysis Right Temperature On:
Enable Analysis Right Temperature Value:

Stop Time
Stoptime Mode:

Post Time
Posttime Mode:

Timetable
Instrument Curves

Store Left Temperature:
Store Right Temperature:

Temperature Set
60.00 °C

Yes
1.50 °C

Temperature Set
60.00 °C

Yes
1.50 °C

As pump/injector

Off

No

HiP Sampler

HiP Sampler (G1367E)

Stop Time
Stoptime Mode:

Post Time
Posttime Mode:

Auxiliary

Draw Speed:

Eject Speed:

Draw Position Offset:
Wait Time After Drawing:
Sample Flush Out Factor:
Vial/Well bottom sensing:

Injection
Injection Mode:
Injection Volume:

High throughput
Automatic Delay Volume Reduction:

Overlapped Injection
Enable Overlapped Injection:

Valve Switching
Valve Movements:

Valve Switch Time 1
Switch Time 1 Enabled:

331

As pump/No limit

Off

200.0 upL/min
200.0 pL/min
0.0 mm

2.0 s

5.0

No

Standard injection

5.00 pL

No

No
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Valve Switch Time 2
Switch Time 2 Enabled: No

Valve Switch Time 3
Switch Time 3 Enabled: No

Valve Switch Time 4
Switch Time 4 Enabled: No

Timetable

Binary Pump

Binary Pump (G1312B)

Flow: 0.400 mL/min
Use Solvent Types: Yes
Low Pressure Limit: 0.00 bar
High Pressure Limit: 500.00 bar
Maximum Flow Gradient: 0.400 mL/min?
Stroke A

Automatic Stroke Calculation A: Yes
Stroke B

Automatic Stroke Calculation B: Yes

Compress A
Compressibility Mode A: Compressibility Value Set
Compressibility A: 50 10e-6/bar

Compress B

Compressibility Mode B: Compressibility Value Set
Compressibility B: 115 10e-6/bar
Stop Time

Stoptime Mode: Time set
Stoptime: 1.90 min

Post Time
Posttime Mode: Off

Timetable

Solvent Composition

Channel Solvent 1 Name 1 Used Percent
A ACN ACN 1% Fdérmico Yes 65%
B H20 H20 1% fdérmico Yes 35%

Instrument Curves

Store Pressure: Yes
Store Flow: Yes
Store Solvent Ratio A: Yes
Store Solvent Ratio B: Yes
Store Direction of Piston A: Yes
Store Direction of Piston B: Yes
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Mass Spectrometer Detector
General Information
Use MSD Enabled
Tune File atunes.tun
StopTime No Limit
Time Filter Enabled
Data Storage Condensed
Peakwidth 0.05 min
Fast Scan : Disabled
Fast Scan Data Reconstruction: Disabled
Polarity Switch Delay 50 ms
Tonization Switch Delay 50 ms
Signals
[Signal 1]
Ionization Mode API-ES
Polarity Positive
Fragmentor Ramp Not Applicable
Percent Cycle Time 20.00 %
Sim On Target Mass Disabled
Sim Parameters
Time | | SIM |Frag- |Gain |Actuall| \
(min) | Group Name | Ton |[mentor |EMV  |Dwell | Compound Name |ISTD
—mmm - | =mmm = | === | ====== | ===~ | === | = |-~
0.00 DP2 425.00 80 1.0 50 A2 0
[Signal 2]
Ionization Mode API-ES
Polarity Positive
Fragmentor Ramp Not Applicable
Percent Cycle Time 80.00 %
Sim On Target Mass Disabled
Sim Parameters
Time | | SIM |Frag- |Gain |Actuall| |
(min) | Group Name | Ton |[mentor |[EMV |Dwell | Compound Name |ISTD
- |—mmm - | === | === | ————= |—————- |-——m— | ———
0.00 DP2 (N) 383.00 80 1.0 230 A2 0
[Signal 3]
Not Active
[Signal 4]
Not Active
Spray Chamber
[MSZones]
Gas Temp 300 C maximum 350 C
DryingGas 12.0 1/min maximum 13.0 1/min
Neb Pres 30 psig maximum 60 psig
Quad Temp 0 C maximum 0 C
VCap (Positive) 4000 V
VCap (Negative) 3000 Vv
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[Time Table]

Time Table is empty.

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

FIA Series
FIA Series in this Method : Disabled
Time Setting
Time between Injections : 1.00 min
Injection Loop Flush Time : 0.17 min
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15.3.2. Acquisition Method DP3(N)

Acqg. Method: DP3+DP3(N) 20-80 0.4ML.M

The Acg. Method's Instrument Parameters for the Run were

VWD
VWD (G1314B)
Signal Peakwidth: > 0.1 min (2 s resp. time) (3.43 Hz)
Analog Output Source Channel: 1
Signal Polarity: Positive (+)
Lamp on required for aquisition: Yes
Acquire Signal without Reference: No
Acquire Reference only: No
Analog Output
Analog Zero Offset: 5%
Analog Attenuation: 1000 mAU
Signals
Signal
Use Signal: Yes
Signal ID: Signal A
Signal Wavelength: 216 nm
Prepare Mode
Margin for negative Absorbance: 100 mAU
Autobalance
Autobalance Prerun: Yes
Autobalance Postrun: No
Scan Variables
Scan Range From: 190 nm
Scan Range To: 400 nm
Scan Range Step: 2 nm
Stoptime
Stoptime Mode: As pump/injector
Posttime
Posttime Mode: Off
Timetable
Instrument Curves
Store Board Temperature: No
Store UV Lamp Anode Voltage: No
Store Sample Intensity: No
Store Reference Intensity: No

Column Comp.

Column Comp. (G1316A)

Valve Position:
Left Temperature Control
Temperature Control Mode:

335
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Temperature: 60.00 °C

Enable Analysis Left Temperature
Enable Analysis Left Temperature On: Yes
Enable Analysis Left Temperature Value: 0.80 °C

Right Temperature Control
Right temperature Control Mode: Temperature Set

Right temperature: 60.00 °C

Enable Analysis Right Temperature

Enable Analysis Right Temperature On: Yes
Enable Analysis Right Temperature Value: 0.80 °C
Stop Time

Stoptime Mode: As pump/injector

Post Time
Posttime Mode: Off

Timetable
Instrument Curves

Store Left Temperature: No
Store Right Temperature: No

HiP Sampler

HiP Sampler (G1l367E)

Stop Time
Stoptime Mode: As pump/No limit

Post Time

Posttime Mode: Off
Auxiliary

Draw Speed: 200.0 pL/min
Eject Speed: 200.0 pL/min
Draw Position Offset: 0.0 mm
Wait Time After Drawing: 2.0 s
Sample Flush Out Factor: 5.0
Vial/Well bottom sensing: No

Injection
Injection Mode: Standard injection
Injection Volume: 5.00 pL

High throughput
Automatic Delay Volume Reduction: Yes

Overlapped Injection
Enable Overlapped Injection: No

Valve Switching
Valve Movements: 0

Valve Switch Time 1
Switch Time 1 Enabled: No
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Valve Switch Time 2
Switch Time 2 Enabled: No

Valve Switch Time 3
Switch Time 3 Enabled: No

Valve Switch Time 4
Switch Time 4 Enabled: No

Timetable

Binary Pump

Binary Pump (G1312B)

Flow: 0.400 mL/min
Use Solvent Types: Yes
Low Pressure Limit: 0.00 bar
High Pressure Limit: 500.00 bar
Maximum Flow Gradient: 0.200 mL/min?
Stroke A

Automatic Stroke Calculation A: Yes
Stroke B

Automatic Stroke Calculation B: Yes

Compress A
Compressibility Mode A: Compressibility Value Set
Compressibility A: 50 10e-6/bar

Compress B

Compressibility Mode B: Compressibility Value Set
Compressibility B: 115 10e-6/bar
Stop Time

Stoptime Mode: Time set
Stoptime: 2.70 min

Post Time
Posttime Mode: Off

Timetable

Solvent Composition

Channel Solvent 1 Name 1 Used Percent
A ACN ACN 1% Fdérmico Yes 65%
B H20 H20 1% férmico Yes 35%

Instrument Curves

Store Pressure: Yes
Store Flow: Yes
Store Solvent Ratio A: Yes
Store Solvent Ratio B: Yes
Store Direction of Piston A: Yes
Store Direction of Piston B: Yes
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Mass Spectrometer Detector
General Information
Use MSD Enabled
Tune File atunes.tun
StopTime No Limit
Time Filter Enabled
Data Storage Condensed
Peakwidth 0.05 min
Fast Scan : Disabled
Fast Scan Data Reconstruction: Disabled
Polarity Switch Delay 50 ms
Ionization Switch Delay 50 ms
Signals
[Signal 1]
Ionization Mode API-ES
Polarity Positive
Fragmentor Ramp Not Applicable
Percent Cycle Time 20.00 %
Sim On Target Mass Disabled
Sim Parameters
Time | | SIM |Frag- |Gain |Actual| |
(min) | Group Name | Ion |mentor | EMV |[Dwell | Compound Name |ISTD
- |- |-=—————= [ === | ————- | === |-—————— = |-—-
0.00 DP3 628.30 80 1.0 50 A3 0
[Signal 2]
Ionization Mode API-ES
Polarity Positive
Fragmentor Ramp Not Applicable
Percent Cycle Time 80.00 %
Sim On Target Mass Disabled
Sim Parameters
Time | |  SIM |Frag- |Gain |Actuall| |
(min) | Group Name | Ton |[mentor |[EMV  |Dwell | Compound Name |ISTD
- | === | === |=====- | ===~ | === | = |-~
0.00 DP3 (N) 586.30 80 1.0 230 A2D 0
[Signal 3]
Not Active
[Signal 4]
Not Active
Spray Chamber
[MSZones]
Gas Temp 300 C maximum 350 C
DryingGas 12.0 1/min maximum 13.0 1/min
Neb Pres 30 psig maximum 60 psig
Quad Temp 0 C maximum 0 C
VCap (Positive) 4000 V
VCap (Negative) 3000 Vv
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[Time Table]

Time Table is empty.

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

FIA Series

FIA Series in this Method : Disabled
Time Setting
Time between Injections : 1.00 min
Injection Loop Flush Time : 0.17 min
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15.3.3. Acquisition Method DP4(N)

Acg. Method: DP4+DP4 (N) 20-80_ 0.4ML.M
The Acg. Method's Instrument Parameters for the Run were

VWD
VWD (G1314B)
Signal Peakwidth: > 0.1 min (2 s resp. time) (3.43 Hz)
Analog Output Source Channel: 1
Signal Polarity: Positive (+)
Lamp on required for aquisition: Yes
Acquire Signal without Reference: No
Acquire Reference only: No
Analog Output
Analog Zero Offset: 5 %
Analog Attenuation: 1000 mAU
Signals
Signal
Use Signal: Yes
Signal ID: Signal A
Signal Wavelength: 216 nm
Prepare Mode
Margin for negative Absorbance: 100 mAU
Autobalance
Autobalance Prerun: Yes
Autobalance Postrun: No
Scan Variables
Scan Range From: 190 nm
Scan Range To: 400 nm
Scan Range Step: 2 nm
Stoptime
Stoptime Mode: As pump/injector
Posttime
Posttime Mode: Off
Timetable
Instrument Curves
Store Board Temperature: No
Store UV Lamp Anode Voltage: No
Store Sample Intensity: No
Store Reference Intensity: No

Column Comp.

Column Comp. (G1316A)

Valve Position: Port 1 -> 2
Left Temperature Control

Temperature Control Mode: Temperature Set
Temperature: 60.00 °C
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Enable Analysis Left Temperature
Enable Analysis Left Temperature On: Yes
Enable Analysis Left Temperature Value: 0.80 °C

Right Temperature Control

Right temperature Control Mode: Temperature Set
Right temperature: 60.00 °C
Enable Analysis Right Temperature

Enable Analysis Right Temperature On: Yes
Enable Analysis Right Temperature Value: 0.80 °C

Stop Time
Stoptime Mode:

Post Time
Posttime Mode:

Timetable

Instrument Curves
Store Left Temperature:

Store Right Temperature:

As pump/injector

Off

No

HiP Sampler

HiP Sampler (G1l367E)

Stop Time
Stoptime Mode:

Post Time
Posttime Mode:

Auxiliary

Draw Speed:

Eject Speed:

Draw Position Offset:

Wait Time After Drawing:
Sample Flush Out Factor:
Vial/Well bottom sensing:

Injection
Injection Mode:

As pump/No limit

Off

200.0 pL/min
200.0 pL/min
0.0 mm

2.0 s

5.0

No

Standard injection

Injection Volume: 5.00 pL
High throughput

Automatic Delay Volume Reduction: Yes
Overlapped Injection

Enable Overlapped Injection: No
Valve Switching

Valve Movements: 0
Valve Switch Time 1

Switch Time 1 Enabled: No
Valve Switch Time 2

Switch Time 2 Enabled: No
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Valve Switch Time 3
Switch Time 3 Enabled: No

Valve Switch Time 4
Switch Time 4 Enabled: No

Timetable

Binary Pump

Binary Pump (G1312B)

Flow: 0.400 mL/min
Use Solvent Types: Yes
Low Pressure Limit: 0.00 bar
High Pressure Limit: 500.00 bar
Maximum Flow Gradient: 0.400 mL/min?
Stroke A

Automatic Stroke Calculation A: Yes
Stroke B

Automatic Stroke Calculation B: Yes

Compress A
Compressibility Mode A: Compressibility Value Set
Compressibility A: 50 10e-6/bar

Compress B

Compressibility Mode B: Compressibility Value Set
Compressibility B: 115 10e-6/bar
Stop Time

Stoptime Mode: Time set
Stoptime: 2.70 min

Post Time
Posttime Mode: Off

Timetable

Solvent Composition

Channel Solvent 1 Name 1 Used Percent
A ACN ACN 1% Fdérmico Yes 65%
B H20 H20 1% fdérmico Yes 35%

Instrument Curves

Store Pressure: Yes
Store Flow: Yes
Store Solvent Ratio A: Yes
Store Solvent Ratio B: Yes
Store Direction of Piston A: Yes
Store Direction of Piston B: Yes
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Mass Spectrometer Detector

General Information
Use MSD

Tune File

StopTime

Time Filter

Data Storage
Peakwidth

Fast Scan

Enabled
atunes. tun
No Limit
Enabled
Condensed
0.05 min
Disabled

Fast Scan Data Reconstruction: Disabled

Polarity Switch Delay
Ionization Switch Delay

[Signal 1]
Ionization Mode
Polarity
Fragmentor Ramp
Percent Cycle Time
Sim On Target Mass
Sim Parameters
Time |

(min) | Group Name

[Signal 2]
Ionization Mode
Polarity
Fragmentor Ramp
Percent Cycle Time
Sim On Target Mass
Sim Parameters

Time |

(min) | Group Name
0.00 DP4 (N
[Signal 3]

Not Active

[Signal 4]
Not Active

Spray Chamber

[MSZones]
Gas Temp
DryingGas
Neb Pres
Quad Temp

VCap (Positive)

50 ms
50 ms

API-ES
Positive

Not Applicable
20.00 %
Disabled

| SIM |Frag- |Gain |Actual| |
| Ion |[mentor |EMV  |Dwell | Compound Name |ISTD

831.00 80 1.0 50 A4 0
API-ES
Positive
Not Applicable
80.00 %
Disabled
SIM |Frag- |Gain |Actual| |
Ion |mentor | EMV |[Dwell | Compound Name |ISTD
———m |==mmmmmmmmmmm oo | === |====-~ | ===~ |======- | ==mmmm e |-~
789.00 80 1.0 230 A3D 0
300 C maximum 350 C
12.0 1/min maximum 13.0 1/min
30 psig maximum 60 psig
0 C maximum 0 C
4000 v
3000 Vv

VCap (Negative)

[Time Table]
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Time Table is empty.

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

FIA Series

FIA Series in this Method : Disabled
Time Setting
Time between Injections : 1.00 min
Injection Loop Flush Time : 0.17 min
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15.3.4. Acquisition Method DP5(N)

Acqg. Method: DP5+DP5(N) 20-80_ 0.4ML.M
The Acg. Method's Instrument Parameters for the Run were

VWD
VWD (G1314B)
Signal Peakwidth: > 0.1 min (2 s resp. time) (3.43 Hz)
Analog Output Source Channel: 1
Signal Polarity: Positive (+)
Lamp on required for aquisition: Yes
Acquire Signal without Reference: No
Acquire Reference only: No
Analog Output
Analog Zero Offset: 5 %
Analog Attenuation: 1000 mAU
Signals
Signal
Use Signal: Yes
Signal ID: Signal A
Signal Wavelength: 216 nm
Prepare Mode
Margin for negative Absorbance: 100 mAU
Autobalance
Autobalance Prerun: Yes
Autobalance Postrun: No
Scan Variables
Scan Range From: 190 nm
Scan Range To: 400 nm
Scan Range Step: 2 nm
Stoptime
Stoptime Mode: As pump/injector
Posttime
Posttime Mode: Off
Timetable
Instrument Curves
Store Board Temperature: No
Store UV Lamp Anode Voltage: No
Store Sample Intensity: No
Store Reference Intensity: No

Column Comp.

Column Comp. (G1316A)

Valve Position: Port 1 -> 2
Left Temperature Control

Temperature Control Mode: Temperature Set
Temperature: 60.00 °C
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Enable Analysis Left Temperature
Enable Analysis Left Temperature On: Yes
Enable Analysis Left Temperature Value: 0.80 °C

Right Temperature Control

Right temperature Control Mode: Temperature Set
Right temperature: 60.00 °C
Enable Analysis Right Temperature

Enable Analysis Right Temperature On: Yes
Enable Analysis Right Temperature Value: 0.80 °C

Stop Time
Stoptime Mode:

Post Time
Posttime Mode:

Timetable
Instrument Curves

Store Left Temperature:
Store Right Temperature:

As pump/injector

Off

No

HiP Sampler

HiP Sampler (G1l367E)

Stop Time
Stoptime Mode:

Post Time
Posttime Mode:

Auxiliary

Draw Speed:

Eject Speed:

Draw Position Offset:
Wait Time After Drawing:
Sample Flush Out Factor:
Vial/Well bottom sensing:

Injection
Injection Mode:

As pump/No limit

Off

200.0 pL/min
200.0 pL/min
0.0 mm

2.0 s

5.0

No

Standard injection

Injection Volume: 5.00 pL
High throughput

Automatic Delay Volume Reduction: Yes
Overlapped Injection

Enable Overlapped Injection: No
Valve Switching

Valve Movements: 0
Valve Switch Time 1

Switch Time 1 Enabled: No
Valve Switch Time 2

Switch Time 2 Enabled: No
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Valve Switch Time 3
Switch Time 3 Enabled: No

Valve Switch Time 4
Switch Time 4 Enabled: No

Timetable

Binary Pump

Binary Pump (G1312B)

Flow: 0.400 mL/min
Use Solvent Types: Yes
Low Pressure Limit: 0.00 bar
High Pressure Limit: 500.00 bar
Maximum Flow Gradient: 0.400 mL/min?
Stroke A

Automatic Stroke Calculation A: Yes
Stroke B

Automatic Stroke Calculation B: Yes

Compress A
Compressibility Mode A: Compressibility Value Set
Compressibility A: 50 10e-6/bar

Compress B

Compressibility Mode B: Compressibility Value Set
Compressibility B: 115 10e-6/bar
Stop Time

Stoptime Mode: Time set
Stoptime: 2.70 min

Post Time
Posttime Mode: Off

Timetable

Solvent Composition

Channel Solvent 1 Name 1 Used Percent
A ACN ACN 1% Fdérmico Yes 65%
B H20 H20 1% fdérmico Yes 35%

Instrument Curves

Store Pressure: Yes
Store Flow: Yes
Store Solvent Ratio A: Yes
Store Solvent Ratio B: Yes
Store Direction of Piston A: Yes
Store Direction of Piston B: Yes
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Mass Spectrometer Detector
General Information
Use MSD Enabled
Tune File atunes.tun
StopTime No Limit
Time Filter Enabled
Data Storage Condensed
Peakwidth 0.05 min
Fast Scan : Disabled
Fast Scan Data Reconstruction: Disabled
Polarity Switch Delay 50 ms
Ionization Switch Delay 50 ms
Signals
[Signal 1]
Ionization Mode API-ES
Polarity Positive
Fragmentor Ramp Not Applicable
Percent Cycle Time 20.00 %
Sim On Target Mass Disabled
Sim Parameters
Time | | SIM |Frag- |Gain |Actual| |
(min) | Group Name | Ion |[mentor |EMV  |Dwell | Compound Name |ISTD
——mm - | =mmm o | === |====—- | ===~ | === | = |-~
0.00 DP5 1035.00 80 1.0 50 A4 0
[Signal 2]
Ionization Mode API-ES
Polarity Positive
Fragmentor Ramp Not Applicable
Percent Cycle Time 80.00 %
Sim On Target Mass Disabled
Sim Parameters
Time | | SIM |Frag- |Gain |Actual| |
(min) | Group Name | Ton |mentor |[EMV |Dwell | Compound Name |ISTD
———m |==mmmmmmmmmmm e | === |====-~ | ===~ |======- | ==mmmm e |-~
0.00 DP5 (N) 993.00 80 1.0 230 A4D 0
[Signal 3]
Not Active
[Signal 4]
Not Active
Spray Chamber
[MSZones]
Gas Temp 300 C maximum 350 C
DryingGas 12.0 1/min maximum 13.0 1/min
Neb Pres 30 psig maximum 60 psig
Quad Temp 0 C maximum 0 C
VCap (Positive) 4000 Vv
VCap (Negative) 3000 Vv

[Time Table]
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Time Table is empty.

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

FIA Series

FIA Series in this Method : Disabled
Time Setting
Time between Injections : 1.00 min
Injection Loop Flush Time : 0.17 min
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