Enginyeria genetica en Deinococcus radiodurans per bioprecipitar
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Deinococcus radiodurans és un dels organismes que afronta millor I'estres oxidatiu que afecta als components cel-lulars. Aquest estres oxidatiu es
causat per I'acumulacio de les especies reactives de I'oxigen (ROS), les quals poden ser generades pel propi metabolisme o poden generar-se a
través d’'una exposicio fisica o quimica com la dessecacio, la radiacio ionitzant, |la radiacio UV, el peroxid d’hidrogen, la mitomicina, entre d’altres.
Les causes d’aquesta acumulacido de ROS son un dany en molts components cel-lulars com proteines, lipids, acids nucleics i carbohidrats.
'enginyeria genetica sobre organismes resistents a la radiacio com D. radiodurans per bioremediar metalls pesants o radionucleotids en restes %\
nuclears es presenta com una bona alternativa als tractaments fisico-quimics que es duen a terme actualment . De totes les técniques de
bioprecipitacio de |'urani s’ha observat que la millor opcié és la bioprecipitacio utilitzant fosfatases. Aquestes, a través de diferents substrats,

generen fosfats inorganics que formen complexes inorganics amb |'urani i precipiten.

al

Log CFL) surviy

.
VTR
|
|.'_..
N\ ..
| ‘\ Deinococcus U
1 i i | =
24\ 1\ geothermalis g

-3 i\ Enterococcus faecium

| oils
4 | | Escherichia col

Deinococcus radiodurans

D. radiodurans és 30

i 1000 vegades meés

resistent a la radiaci6 ionitzant que Escherichia
coli i els humans, respectivament. Pot reparar
200 trencaments de doble cadena (DSB) i 190
entrecreuaments per copia de genoma sense
perdre viabilitat. Tot aixo ho podem observar a
la figura 1, on es veu que la viabilitat de
D.radiodurans és molt més elevada que la de
E.coli un cop exposats a diferents agents
qguimics i fisics causants de danys al DNA o
provocant la formacio de ROS.
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Figura 1. Supervivencia de D. radiodurans i E. coli exposats a la
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radiacid gamma (A), a la dessecacio (B), a la radiacio UV (C) i a

la micomicina (D).

[ Nous gens J

Deinococcus

T radicdurans

I Y Halobacterium sp. NRC-
||

l | Thermus ﬂ?er.'mph:!uj ot

| Pseudomonas putida

|| Neisseria gonorrhoeae

Shewanella oneidensis

0 1 4 ] 8 0 1 14 16 18

Complexes de
Mn

D. geothermalis

O radiodurans @
Halobacterium [Archaecn)@
®F foecium
OF ol 7. thermaphilus

® P putiada

@ N. gonarrhoeae
@ 5. oneidensis

w4

Enginyeria genetica

[ Radionucleotids ]

solar

@.
-

Llum :
] Procediments
medics En aquest apartat ens centrarem en la

10

N7

!

1) H,O — HO" (hydroxyl radical) + H* (proton) + e-_ (hydrated electron)
2) 2HO® — H,O, (hydrogen peroxide)

3) O, + e, — O,™ (superoxide)

4) H'+ O, — HO,* (hydroperoxyl radical)

5) HO,* + H*—» H.O,

6) e, + H,O,— HO"+ OH (hydroxide ion)

7) HO* + HO," > HO + O,

8)HO,+HO* 5> HO+O," + H*

9)H + OH — HO
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radiodurans per bioprecipitar 'urani amb la
incorporacio del gen phoN, que codifica per \

una fosfatasa acida. Es construeixen 2 E° \: M
mutants, un amb el plasmid pRAD1, que \ - e ..

construccido d’'una soca mutant de D. v \ L1 3
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nomes conte el gen, i I'altre el pPN1 el qual { Ea |
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s’'observa que hi hagUéS una Figura 5. (A) Evolucié de les CFU per mL
sobreexpressio correcta d’aquesta exposades a diferents dosis de radiacié
proteina a través d’un zymograma, i que ::;’;e“t (B) Zymograma de [a fosfatasa
aguesta sobreexpressio no afectes a la

supervivencia de l'organisme. Finalment
es va fer un assaig per veure la quantitat
d’urani que podia precipitar.
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Figura 2 . (a) Resisténcies de diferents organismes per
sobreviure a diferents dosis de radiacid. (b) Quantitat de
manganes per io de ferro d'aquests mateixos organismes,
en front de la seva capacitat per sobreviure a la radiacio.

Com veiem, hi ha una relacio directa entre la
guantitat de manganes per i0 de ferro que té un
organisme i la capacitat que té aquest organisme
per sobreviure a la radiacio
Deinococcus, és la que conté les quantitats més
elevades de manganes i la que presenten una
resistencia meés elevada. Per altra banda, les
families de Shewanella, Neisseria i Pseudomonas
son els organismes amb menys
menys capacitat per

intracel-lular, i amb
sobreviure a la radiacio.
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Figura 6 . % d'urani precipitat en front a
diferents dosis de radiacio, 1 kGy (A) i 6 kGy (B).
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ofed En aquest apartat es proposa la utilitzacio d’aquesta metodologia en una

Figura 3 . Inactivacio del grup [4Fe-4S]?** per oxidacid. . . o ., .. T ,
Una espécie ROS representada en aquest cas com [O], substitueix la precipitacio quimica que s’utilitza actualment a través de

oxida el grup i passa a la seva forma inestable [4Fe-4S]*". compostos quimics com el sulfat de sodi, clorur de bari, ferrocianur de
Posteriorment, i de manera espontania, s’alliberara un

ferro i el grup passara al seu estat d’oxidacio +1, el qual

deixara a I’enzim inactiu.

etapa del procés de tractament de residus liquids nuclears. En aquest cas es

potassi, sulfat de coure, entre d’altres, per una bioprecipitacio amb el nostre
organisme model.
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Figura 7 . Procés de bioprecipitacio de I'urani amb
D. radiodurans, els processos de decantacio,
microfiltracid, centrifugacio i la seva final

Figura 4. Efecte de la radiacio ionitzant a la cel-lula, i cicles
redox del ferro i manganes. Radiolisis de I'aigua: (H,O)n +
gamma-IR -> HO™ + H* + e; Induccié del superoxid per la

radiacio: O,

+ e -> 0,’; Reaccions Fenton: Fe(ll) + H,0, ->

Fe(lll) + OH-+ OH"; Reaccions de Haber Weiss: 2Fe(lll) +
H,0, -> 2Fe(ll) + O, + H* i Fe(lll) + HO" -> Fe(ll) + O, + H*;
Oxidacié del manganes: Mn(ll) + O, + 2H* -> Mn(lll) +

H202; Reduccid del manganés: Mn(lll) + H202 -> 2 Mn(ll)

+0, + 2H*,

immobilitzacio en barrils amb ciment o ceramica.
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Conclusions

D. radiodurans és un bon organisme model per aplicacions en ambients radioactius gracies a les

capacitats que té per sobreviure-hi en aquestes condicions.

L'organisme presenta uns bons resultats a I’hora de bioprecipitar I'urani en residus radioactius.
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