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SINOPSI

Aquest treball de tesi doctoral s’engloba dins la coneguda Biotecnologia Blanca,
concretament en el camp de la Produccié de Proteines Recombinants. Les aplicacions
d’aquesta area de coneixement en processos industrials es basa en el disseny de
microorganismes per obtenir productes d’alt valor afegit. En aquest cas, el
microorganisme productor és Escherichia coli i la proteina d’interés es tracta de
Fuculosa-1-fosfat aldolasa, enzim que catalitza estereoselectivament reaccions d’addicio

aldolica.

Per una banda, s’han dut a terme diverses modificacions a nivell de plasmidi per
tecnologia de DNA recombinant a fi de millorar un sistema d’expressio auxotrofic per
la glicina. Aquestes millores no tan sols han anat enfocades a I’increment dels nivells de
produccié de la proteina d’interes, sind també a la obtencid d’un sistema d’expressio
segur, simplificat i estable. EI creixement i produccié de la Fuculosa-1-fosfat aldolasa
mitjancant les soques modificades han estat efectuats en matrassos d’Erlenmeyer i en

fermentadors operant en discontinu alimentat quan s’ha requerit.

Per altra banda, I’expressio de la proteina d’interés en forma de cossos d’inclusio, a
banda de soluble, ha permés obtenir alts nivells de Fuculosa-1-fosfat pura i activa.
L’aplicacié d’aquests cossos d’inclusié préviament immobilitzats per encapsulament
mitjancant la tecnologia Lentikat® en una reaccio estereoselectiva d’addicio aldolica ha

donat com a resultat un biocatalitzador actiu, robust i estable a llarg termini.
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Per tant, es tracta d’una petita aportacio en la biotecnologia industrial que intenta
conceptualitzar el bioprocés de manera hol-listica tot fusionant diverses arees de
coneixement. Tot i que no s’ha realitzat una avaluacid economica del procés,
consideracions tals com la possibilitat de reutilitzacié del biocatalitzador han estat

contemplades, per tal que el resultat fos atractiu industrialment parlant.
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NOMENCLATURA

ARG: Gens de resistencia a antibiotic

CAP: Proteina repressora per catabolit.

CLE: Cross-linked Enzyme (Enzim Immobilitzat per Entrecreuament).

CLEC: Cross-linked Enzyme Crystals (Cristalls Immobilitzats per Entrecreuament).
CLEA:Cross-linked Enzyme Aggregates (Agregats Immobilitzats per Entrecreuament).
DHAP: dihidroxiacetonafosfat.

DMF: N,N-Dimetilformamida.

DNB: Brou no inductiu (de I’anglés “Defined Non Inducing Broth”).

dsDNA: DNA de doble cadena (de I’anglés double strand).

DO: densitat optica.

EDTA: acid etilendiaminotetracetic.

EFSA: European Food Safety Autority.

FLP: recombinasa.

FRT: lloc d’uni6 a la recombinassa (FLP).

FSC: dispersio forward (parametre de citometria de fluxe)

FT-IR: Espectrometria d’infraroig per transformada de Fourier.

FucA o Fuc-1-PA: fuculosa-1-fosfat aldolasa.

fucA: gen que codifica per la fuculosa-1-fosfat aldolasa.

a-GDH: a-glicerofosfat deshidrogenasa.

G3P: D-gliceraldehid-3-fosfat.

GFP: (de I’angles Green fluorescence protein). Proteina de fluorescencia verda.

GlyA: glicina hidroximetiltransferassa.


http://es.wikipedia.org/wiki/N,N-Dimetilformamida
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glyA: gen que codifica per GIyA/SHMT.

IB 0 IBS: cos o cossos d’inclusio

IPTG: isopropil-B-tiogalactopiranosid.

Ks: constant de saturacio (g/L).

Ksi: constant d’inhibicié per substrat (g/L).

LB: medi complex Luria Bertoni.

m: coeficient de manteniment

MCS: Multiple clonning site (lloc de clonatge maltiple).
MD: medi definit.

p/v: pes/ volum.

NP-40:. nonil-fenoxipolietioxiletanol.

PMSEF: fluorur de fenilmetilsulfonil.

Rham-1-PA o RhuA: rhamnulosa-1-fosfat aldolasa.
RNAmM: RNA missatger.

S: concentracio de substrat (g/L)

So: concentracid de substrat al temps d’inoculacio (g/L).
S-DAB: (de I’anglé¢s “Smart”-Defined Autoinduction Broth): Brou definit autoinductiu.
SDS: (de I’anglés sodium dodecil sulfate) lauril sulfat sodic.
SDS-PAGE: electroforesi discontinua desnaturalitzant en gel de policrilamida-SDS.
SHMT: serina hidroximetil transferasa.

SOE-PCR: (de I’angles Splicing by Overlap Extension PCR)
Tris: hidroximetilaminometa.

UA: unitat d’activitat.

UV: ultraviolat.

ufc: unitats formadores de colonies.
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Y wglucosa: rendiment de glucosa a biomassa (g biomassa seca per g glucosa).
u: velocitat especifica de creixement (h™).

Hmax: Velocitat especifica maxima de creixement (h™).
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PROLEG

Aquesta tesi ha estat emmarcada dins un projecte de recerca del grup d’Enginyeria de
Bioprocessos i Biocatalisi Aplicada. Es tracta de la produccié de proteines
recombinants, concretament, Fuculosa-1-fosfat aldolasa, mitjancant dues linies de
recerca centrals: el disseny de soques productores que permeten produir la proteina
d’interés de manera soluble, i 1’avaluacid del cossos d’inclusi® com a alternativa
productiva. Tot i que ésser dos eixos independents, s’entrellacen entre si, de manera que
es donen interrelacions constants entre els diversos capitols. Conseqlientment, algunes
de les informacions poden resultar redundants pel lector.

El treball consta de deu capitols que inclouen una introduccié general (capitol 1), uns
materials i métodes generals (capitol I1) i unes conclusions generals (capitol X).

En el capitol 111, es construeix una primera soca auxotrofica per glicina que permet
produir FucA recombinant utilitzant el gen glyA d’E. coli com a marcador de
manteniment del vector d’expressio. En el capitol 1V, aquesta soca és millorada des
d’un punt de vista quantitatiu pel que fa a la quantitat de proteina d’interés obtinguda.
Les millores qualitatives relacionades amb la millora del sistema d’expressi0 son
desenvolupades al llarg del capitol V.

En el capitol VI, s’avalua I’activitat biologica dels cossos d’inclusid i aquests son
aplicats en biocatalisi. La seva obtencié i purificacido s’estudia en el capitol VII i
posteriorment, es decideix redirigir ’expressio de la proteina d’interés cap a cossos
d’inclusié (capitol VIII). En el capitol IX, els cossos d’inclusié son immobilitzats i

avaluats com a biocatalitzador.
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CAPITOL 1. INTRODUCCIO GENERAL.

1.1. Biotecnologia industrial i economia.

La biotecnologia industrial, altrament coneguda com a biotecnologia blanca, consisteix
en 1"as modern 1 aplicacidé de la biotecnologia a la produccié sostenible de compostos
biologics, biomaterials i biocombustibles a partir de fonts renovables, usant cel-lules
vives i/o els seus enzims, amb un minim de generaci6 de residus i energia
(EuropaBioReport 2006).

Les oportunitats en aquest camp creixen a gran velocitat degut a la incorporacio de la
genomica, la genctica molecular, I’enginyeria metabolica 1 la catalisi. Amb 1’aplicacio
d’aquests coneixements, les c¢l-lules poden ser usades com a micro-fabriques, les quals
poden ser optimitzades en termes de productivitat, seguretat i carrega mediambiental.
Tot i que entre 2008 i 2009, les inversions europees van experimentar una péerdua
economica important de 913 milions de dolars a 288 milions de dolars a causa de la
retallada de costos i I’eliminacié de companyies no rendibles com a conseqiiéncia de la
crisi, els informes economics reflecteixen una recuperacio de les inversions que
s’estimen en 540 milions de dolars durant el 2011 (www.ey.com). Les previsions per al
2015 destaquen un creixement global que, en el cas del mercat dels enzims podria
arribar al 6.5 % anual (Reiss, 2007).

Les bases de la biotecnologia industrial es troben en la tecnologia de la fermentacio i la
biocatalisi.

La biocatalisi és una eina poderosa per a la sintesi de farmacs opticament purs, als quals

seria complicat accedir mitjancant la via quimica convencional.


http://www.ey.com/
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El procés biocatalitic pot generar beneficis tot millorant la sostenibilitat i reduint
I’impacte ambiental. Tot i que a priori sembla complicat que un procés biocatalitic
pugui competir economicament amb un procés quimic convencional, la reduccié de
costos de procés es pot aconseguir a partir de millores en la productivitat i la
optimitzacié del procés. El fet de millorar, per exemple, 1’activitat especifica i la
productivitat del biocatalitzador pot donar lloc a un efecte positiu significatiu en la

productivitat volumeétrica (g producte/ L/hora).
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1.2. Expressid de proteines recombinants en Escherichia coli.

Les proteines recombinants han guanyat importancia en aplicacions durant els ultims
anys. Els primers productes recombinants en E. coli van ser produits fa uns vint anys,
concretament la somatostatina i la insulina van entrar al mercat als anys 80.

Fins el dia d’avui, un gran nombre de productes ha estat desenvolupat i produit al
mercat usant diferents sistemes d’expressid microbians i alguns d’ells estan encara en
desenvolupament. Segons alguns autors, els beneficis que representen les cel-lules
microbianes, com ara un creixement rapid, una manipulacié senzilla i una expressio
eficient dels gens diana, hostes generats per enginyeria genetica i noves classes de
productes, incrementaran el valor dels sistemes microbians a la industria biotecnologica
del futur (Baneyx et al., 1999; Walsh et al., 2003; Graumann i Premstaller, 2006).

En concret, E. coli representa un dels hostes més competitius per a una produccio
rapida i economica de proteines recombinants simples, aminoacids i metabolits
(Noronha et al., 2000). D’altra banda, el seu elevat coneixement tant pel que fa a la seva
genetica com al seu metabolisme, el converteixen en un hoste util per tal de produir
compostos complexes i d’alt valor afegit. Com a exemples il-lustratius, tenim el cas de
la insulina recombinant o I’activador plasminogen de teixit mutant (r-tPA mutant), entre
d’altres.

E. coli compta amb diverses estrategies d’expressid, concretament tres: citoplasmatica,
periplasmatica i de secrecio.

Pel que fa a I’estratégia citoplasmatica, el producte s’expressa en forma soluble o bé en
forma d’agregats (Graumann i Premstaller, 2006), depenent de les propietats
intrinseques de la seqliencia proteica o peptidica, pero també de la forca del promotor

(debil o fort) i dels parametres de la fermentacié (temperatura i velocitat de creixement).
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Les estratégies d’expressid soluble en el citoplasma bacteria soén ampliament emprades
(Ponniah et al., 2010, Tomala et al., 2010, Bals et al., 2011), per0 tenen com a
inconvenients ’increment de degradacié proteolitica, la metilaci6 a N-terminal i els
procediments tediosos d’aillament i purificacié del producte, el qual forma part d’una
mescla complexa de components cel-lulars (Graumann i Premstaller, 2006).
Les estratégies d’expressio en forma d’agregats insolubles 0 cossos d’inclusio es deu
principalment a la solubilitat limitada 1 a la manca de sistemes de xaperona a 1’hoste
procariota (Baneyx et al., 2004; Carri6 et al., 2001; Fahnert et al., 2004). Els cossos
d’inclusi6 han estat descrits com a agregats proteics densos, refractils, altament
hidratats, resistents a la proteolisi, constituits majoritariament per la proteina
recombinant (formant part d’aquests, perd, també podem trobar altres proteines,
components ribosomals i una petita proporcié de fosfolipids i acids nucleics). Poden
presentar una morfologia molt variable (Fig. 1.1) i poden ésser tant citoplasmatics com
periplasmatics (Garcia-Fruitds et al., 2007). D’altra banda, cal esmentar que els cossos
d’inclusié bacterians presenten propietats estructurals semblants a les fibres amiloides
(estructura ordenada, majoritariament en forma de fulla f i orientacid antiparal-lela de
les cadenes). També s’ha vist que I’agregacio proteica in vitro de cossos d’inclusio és
un fenomen selectiu i especific, similar a la formaci6é d’estructures amiloides (Garcia-
Fruitos et al., 2005).
Aquest mode de producci6 es tracta amb més profunditat en bona part d’aquest treball 1

s’analitza com a alternativa a la obtencio de proteina recombinant de manera soluble.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccié de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

’g{‘

y 0

13

(A)

Fig. 1.1. Imatges obtingudes mitjancant un microscopi optic a partir de I’observacio de cél-lules
MC1061/PJCO46 (A) i MC1061/pJTVPILAC (B) preses 5 h després de la induccio de I’expressié
del gen recombinant. Com a referéncia, la fletxa del panell B indica un cos d’inclusio, mentre

aquesta mena d’agregats no s’observen al panell A (Corchero et al., 1996).

Dins I’estratégia periplasmatica, destaquen com a avantatges la formacié de ponts
disulfur i la secrecié de senyals naturals. Tanmateix, es tracta d’una ruta d’expressio
empirica i de vegades ineficient a nivell de translocacio.

Per ultim, ’estratégia secretora permet una separacio senzilla del producte, una elevada
puresa del producte al sobrenedant i resulta molt eficient per a péptids. Com a
limitacid, destaca el fet que la maquinaria de secrecid no és de tot coneguda, aixi com

també la ineficiencia per a les proteines grans (Graumann i Premstaller, 2006).
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1.3. Disseny del bioprocés.

El desenvolupament d’un bioprocés per assolir la manufacturacié i la comercialitzacid
d’un producte ha de tenir en compte un seguit d’etapes. Cal considerar que les decisions
que es prenen en cada etapa, influiran a les caracteristiques i definicio d’altres arees del
procés, les qual estan doncs interrelacionades.

Abans de definir el procés, cal tenir en compte quin és el producte a obtenir, quina és la
quantitat que es desitja produir i finalment, la puresa que es requereix en funcié de
I’aplicaci6. Un cop definits aquests tres parametres, caldra procedir de la segient

manera.

e Disseny del sistema d’expressio: hoste i vector (1.3.1).
e Estrateégia de produccié: mode d’operacio i d’induccio (1.3.2).
e Estrategia de purificacié del producte (1.3.3).

e Obtencio del producte d’interés (1.3.4).

Els passos esmentats s’analitzen al llarg de la tesi i requereixen la fusié de diverses
arees de coneixement: enginyeria genetica o de DNA recombinant, enginyeria de
bioprocessos i enzimologia, atés que el producte posseeix activitat enzimatica.

Tot i que qualsevol procés necessita ésser sotmes a una analisi economica per valorar la
seva rendibilitat, en aquest cas només s’ha arribat a la realitzacié d’un analisi técnic de

les alternatives proposades.
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1.3.1. Sistema d’expressio: tandem hoste-vector.

Un sistema d’expressido consisteix en un conjunt d’elements genctics configurats de
manera optima per al control de la transcripci6 i traduccié de les sequéncies a expressar
(Makrides et al., 1996, Sorensen et al., 2005).

El sistema d’expressio en E. coli esta constituit per dos components: un bacteri hoste i
un vector d’expressio.

El vector d’expressid ha de constar d’un origen de replicacid, el qual influeix en el
nombre maxim de copies del vector d’expressid per a cada cel-lula, els promotors,
terminadors 1 senyals (d’inici 1 final de la transcripcio 1 la traduccio, de llocs d’uni6 al
ribosoma i de localitzacié subcel-lular de la proteina a expressar), aixi com també d’un
marcador de manteniment plasmidic (o de seleccio). Aquest darrer factor clau és de gran
importancia pel mecanisme de retencié del vector a la cel-lula.

Els sistemes d’expressid comercials més emprats per a I’expressid de proteines
recombinants en E. coli s’exposen a la Taula 1.1. Els promotors que figuren son
generalment forts i regulables, regulats per repressors que controlen els nivells basals

d’expressio.
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Taula 1.1. Resum dels sistemes d’expressié comercials més emprats.

Vector d’expressio  Casa Promotor Origen replicaci6  Soca (E. coli)
comercial transcripcio

pET Novagen T7 pBR322 BL21 (DE3)

pRSET Invitrogen T7 Col E1 BL21 (DE3)

pGEX GE Healthcare  Tac pBR322 BL21

pBAD Invitrogen AraBAD pucC TOP 10

pTrc Invitrogen trc/lac pucC BL21

pQE Qiagen T5/lac ColEl M15 /pREP4

Tot i que la retencid del vector a la cel-lula es duu terme tot exercint pressio selectiva a
partir de ’addici6 d’antibiotics al medi, existeixen un Seguit de mecanismes per tal

d’evitar la perdua plasmidica, els qual es descriuen a continuacio.

e Complementacio auxotrofica.

Un plasmidi incorpora un gen essencial es manté en el plasmidi, el qual
complementa una deleccié cromosomica o0 mutacié suprimible. Aquest sistema
elimina la necessitat de marcadors de resistencia a antibiotic. Convé destacar com a
exemples, el vector pCOR que conté un marcador tRNA seleccionat per suprimir la
mutacié cromosomica del gen arg (Soubrier, 1999) i la soca auxotrofica per glicina
(M15 AglyA) amb un plasmidi de complementacié genica (Vidal et al., 2008),
ambdos capacos de créixer en medis minims o definits (MD). Cal esmentar també
un sistema similar basat en el gen essencial infA (Hagg et al., 2004). Aquest tipus de

mecanisme és ampliament tractat al llarg d’aquesta tesi.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

17
e Valoracié o ajust del repressor.
En aquest cas, una seqiiéncia d’operador situada en un plasmidi multicopia, des-
reprimeix un gen cromosomic, el qual és expressat conjuntament amb la resistencia
a antibiotic. S’han construit molts plasmidis terapéutics amb aquest disseny, per
exemple, pGM50 (Eastman et al., 2003). Un sistema alternatiu (Cranenburgh et al.,
2001) consisteix en un gen cromosomic essencial, dap, sota el control de
I’operador/promotor lac. Tres copies de D'operador en el plasmidi ajusten el
repressor lac, permetent I’expressio del gen essencial cromosomic. En absencia del
plasmidi multicopia, 1’expressio de dap es reprimeix i la cél-lula mor. L’avantatge
d’aquests sistemes és la seva mida petita i I’eliminacié de la resisténcia a antibiotic

(en el cas de dap D) (Durany et al., 2005a).

e Seleccio tipus antidot/veri.

Un sistema d’estabilitat plasmidica en que el plasmidi F-ccd (conté 1’opcid
antidot/veri) va ser modificat pel plasmidi de seleccié (Szpirer, 2005). El gen
proteina antidot ccdA es va incorporar al plasmidi. EIl gen veri ccd va ser expressat
al cromosoma 1 aixi es permeté ’estabilitat plasmidica. Aquest sistema conté un

marcador de seleccié proteic (ccdA), perd no ha estat avaluat a nivell fermentatiu.

e Marcadors basats en RNA seleccionable.

S’han desenvolupat sistemes de seleccié basats en RNA que empren RNA | i RNA
Il antisentit, reguladors de I’origen de replicacio pMB1 (Cranenburgh, 2006; Luke
et al., 2009; Mairhofer et al., 2008).

Ambdos gens cromosomics foren enginyats per contenir una sequéncia RNA I amb

la regi6 no traduida del RNAm. En presencia del plasmidi tipus ColEl, el plasmidi
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codificat pel repressor RNA I s’uneix a la seqiiencia RNA |1 i reprimeix la traduccio
del gen cromosomic. Aquest pot ser un marcador de resistencia a antibiotic, un
repressor transcripcional (controlant 1’expressio d’un segon gen) o un gen letal.
Aquest metode permet estalviar la seleccid plasmidica, manteniment i produccié
d’alta densitat. Luke et al (2009) demostren que aquest tipus de vectors combinen
alt rendiment fermentatiu, qualitat plasmidica amb expressié i immunogenicitat

millorades in vivo.

Tots ells responen a la tendéncia general actual de prescindir de 1’Gs d’antibiotics en el
medi de cultiu per exercir pressio selectiva, degut a que la proliferacio de patogens
resistents a antibiotics és un problema ja conegut pero creixent al mon sencer. De fet, el
grau d’acceptacio d’aquests marcadors depeén del tipus d’antibiotic 1 dels requeriments
del producte final. Per exemple, mentre la Kanamicina i la Tetraciclina encara son
acceptades per les autoritats, les B-lactamases sovint s’associen a respostes al-lérgiques 1
estan estrictament prohibides en terapia génica, pero son encara acceptades en vectors
que expressen biofarmacs recombinants (Peubez, 2010). En aquest ultim camp, s’han
descrit riscos de bioseguretat potencials al llarg del temps. Concretament, la European
Food Safety Autority (EFSA) , afirma que “I’Gs de certs marcadors de seleccio com ara
els de resisténcia a antibiotics, poden impactar adversament en terapies cliniques en una
poblaci6 diana i per tant, haurien de ser eliminats” (Statement of EFSA, 2009). La ra6
d’aquesta decisi6 recau basicament en el cost economic que aquests productes d’alt
valor afegit representen, ja que acceleren la seva degradacié un cop alliberats al medi
(Baneyx, 1999). En aquest sentit, els bioprocessos destinats a la produccié de proteines

recombinants han d’assegurar la qualitat del producte mitjancant les anomenades GMP
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(de Tlanglés “Good Manufacturing Practices”). Es tracta de totes aquelles
especificacions, matéries primeres, caracteritzacié del sistema d’expressiod, validacio
delprocés (sistemes analitics i materials de referéncia) i estudis d’estabilitat.
En aquest context, els medis d’ultima generacidé son quimicament definits, lliures de
suplements d’origen animal (aquests s’han substituit per peptones d’extracte de llevat) i

lliures d’antibiotics.

Aixi doncs, la idea d’eliminar la preséncia d’antibiotics en el bioprocés comporta
I’eliminacié dels gens de resisténcia corresponents als vectors i al genoma de les soques
(Pruden et.al, 2006).

A banda de simplificar els requiments regulatoris (en el cas dels productes d’us
terapéutic on es requereix la no-preséncia de traces de I’acid nucleix de I’hoste i
d’antibiotics en la formulacié final), el fet d’eliminar gens de resisténcia a antibiotic
permet reduir la mida del plasmidi, la qual cosa facilita la seva manipulacio (per
exemple, I’eficiéncia de transformacid) i pot millorar la seva estabilitat estructural.
D’altra banda, 1’us de sistemes lliures d’antibiotics (i gens de resisténcia corresponents)
en processos industrials per a la produccié de productes d’is no terapéutic (com és el
cas del present estudi) pot suposar un abaratiment dels costos de tractament de residus
generats en el procés de fermentacio.

Tanmateix, els vectors comercials que s’usen en clonatge (Fig.1.1), posseeixen almenys
un gen de resistencia a antibiotic com a possible marcador de seleccié. Encara que en
etapes posteriors d’aquest estudi es decideixi prescindir d’aquest, es tracta d’una eina
addicional Gtil en clonatges complexos. Aixi doncs, la rigorositat en aquest aspecte

dependra de I’aplicacio i finalitat que se li vulgui donar al sistema d’expressio.
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1.3.2. Estratégia de produccio.

Els modes d’operacié més emprats per a cultivar E. coli han estat al llarg del temps fins
el dia d’avui, el discontinu i el discontinu-alimentat.

El creixement en discontinu és el més simple de tots i permet obtenir valors entre uns 5 i
uns 10 g/L de pes sec (Lee, 1996). Per tal d’assolir uns millors resultats i incrementar la
productivitat volumétrica del cultiu, s’empren els anomenats sistemes en discontinu
alimentat.

El creixement en discontinu alimentat permet assolir altes densitats cel-lulars i obtenir
valors de 80 g/L de pes sec (Lee, 1996).

L’addici6 limitada d’un nutrient essencial per al creixement durant ’etapa alimentada
permet controlar el creixement del cultiu i aixo es tradueix en una solucidé per als
principals problemes per assolir cultius d’alta densitat cel-lular en E. coli, els quals son

basicament dos i s’expliquen tot seguit.

- La limitacio en la transferencia d’oxigen.
En bioreactors convencionals, la transferéncia d’oxigen per mantenir el creixement
queda limitada als 10-20 g/L de pes sec (Neubauer i Winter, 2001) emprant aire com a
aport d’oxigen. Si es treballa a velocitats de creixement inferiors a la maxima per al
microorganisme, s’allarga el temps de creixement en condicions aerobies (Durany et al.,

2005D).

- L’acumulacio d’acid acétic.
L’acid acétic és el principal subproducte produit per E. coli, el qual li és toxic. El fet de

controlar la font de carboni i energia per al creixement permet evitar la seva acumulacio
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al medi i mantenir les velocitats de creixement inferiors a la critica per a la produccid
d’acétic (Korz et al.,, 1995; Durany et al., 2005b; Vidal, 2006; Pinsach, 2009).
Aproximacions mes recents es basen en la manipulacié del metabolisme central del
carboni mitjangant estratégies d’enginyeria metabolica que condueixin a una menor
formacié d’acetat (Eiteman et al., 2006).

Un altre aspecte important per assolir cultius d’alta densitat cel-lular, aixi com també
maximitzar les productivitats especifiques és la composicid del medi (Neubauer i
Winter, 2001). En els processos discontinus alimentats, I’alimentacio pot dur-se a terme
de diferents maneres: constant, en augment lineal o exponencial. Aquesta darrera
proposa millorar el rendiment volumétric de producte recombinant mantenint constant
la velocitat especifica de creixement i gairebé zero la concentracio de substrat limitant

(Riesemberg et al., 1991; Yee i Blanch, 1992).

L’estratégia d’induccio és un factor clau que convé esser analitzat en detall en
combinacié amb les estrategies anteriorment citades, ja que hi esta molt relacionat.
Algunes publicacions parlen d’una relacio de dependéncia entre la velocitat especifica
de creixement abans de la induccid i el nivell d’expressio de la proteina recombinant
(Curless et al., 1990; Riesenberg et al., 1991), mentre que d’altres parlen de factors
independents (Jensen et al., 1990; Zabriskie et al., 1987).

Els parametres importants pel que fa a induccio sén basicament, el tipus i concentracio
d’inductor emprat, el moment d’induccio, la disponibilitat de la font de carboni i la
concentracio cel-lular durant la induccio.

Per als sistemes d’expressi6 derivats de I'opero lac, els dos tipus d’inductor més

emprats a la inddstria son 1’ isopropil-p-tiogalactopiranosid (IPTG) i la lactosa. Tot i
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que s’han efectuat alguns estudis preliminars amb galactosa (Rotman et al., 1968), han
estat poc rellevants des d’un punt de vista productiu.

L’inductor per excel-léncia per a la produccid de proteines recombinants és, sens dubte,
I'IPTG, ja que permet dur a terme una estratégia d’inducci6 controlada. No obstant, la
comparacio a nivell productiu entre IPTG i lactosa ha estat objecte d’alguns estudis
(Donovan et al., 1996; Gombert et al., 1997; Kilikian et al., 2000), en els quals es
planteja 1’is de ’esmentada lactosa com a substitucié del sistematicament emprat IPTG,
atés que ambdds permeten obtenir unes quantitats de proteina equivalents (expressades
en mg proteina per g de pes sec). Des de fa un temps (Donovan et al., 1996) es coneix la
toxicitat de I'IPTG cap als humans, aixi com també 1’elevat cost economic que implica
la utilitzacié d’aquest en processos a escala, per la qual cosa s’han plantejat inductors
alternatius.

Els cultius induits amb lactosa son altrament anomenats cultius d’autoinduccié. Aquests
cultius sén objecte de nombroses patents, ja que resulten especialment convenients per
testar diferents proteines diana en termes d’expressio i solubilitat (Studier et al., 2005).
En aquest sentit, s’ha postulat I’autoinduccié com a convenient, eficient i economica per
produir proteines a gairebé qualsevol escala, des de I’analisi de proteines individuals en
petits laboratoris fins a la produccidé de proteines a escala comercial (Studier et al.,
2005).

Tot 1 el gran nombre de publicacions que estableixen estratégies d’induccid diverses i
sovint contradictories, la determinacié del millor inductor (IPTG o lactosa) s’efectua de

manera empirica.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

23

1.3.3. Estrategia de purificacio.

Els processos fermentatius descrits al punt 1.3.2 a escala industrial han permés obtenir
grans quantitats de proteines recombinants. Tanmateix, el procés de purificacid
representa aproximadament el 50 % dels costos procés de producci6 (Walsh et al., 2003;
Graumann i Premstaller, 2006), per la qual cosa es diu que I’aillament i la purificacié de
la proteina sén el coll d’ampolla del procés. Per aquest motiu, moltes proteines
biologicament rellevants son excloses del mercat perqué no poden ser separades de la
seva forma nativa amb rendiments economics interessants (Ventura i Villaverde, 2006).
L’expressio de la proteina d’interés en la seva forma soluble requereix un aillament del
producte i una seqiiéncia de purificaci6 complexa d’una mescla heterogenia de
components, la qual cosa requereix invertir en equips i materials, els quals son efectius a
nivell técnic pero impliquen disposar de molt espai dins la planta. En aquest sentit, les
mesures que s’apliquen per reduir costos 1 espai consisteixen en eliminar técniques
altament costoses i en reduir el nombre de passos en el procés de purificacio (Frey et al.,
2005). Com a primer exemple, les separacions per afinitat tenen un gran potencial en la
reduccié del nombre de passos requerits per eliminar les impureses a nivells per sota el
limit de detecci6. En segon terme, les extraccions en dues fases aquoses han anat
guanyant terreny com a eina eficient en processos a gran escala (Hart et al., 1995;
Cunha et al., 2002; Andrews et al., 2005). Per altim, la possibilitat que tenen alguns
vectors, com ara pTrcHis, pRSET i derivats de pQE-40 de contenir una cua d’histidines,
representa també un factor afegit que permet purificar les proteines d’interés en un sol

pas a partir d’una cromatografia d’afinitat per quelaci6 (Garcia-Junceda et al., 1995).
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El procés de recuperacio i purificacié consisteix en quatre etapes fonamentals: separacio
solid/liquid, concentracio, purificacidé i acabat. Les técniques aplicades en cada cas
dependran basicament de la puresa del producte a obtenir, en funcid de si és d’alt o baix
valor afegit; perd també de la manera que s’expressi la proteina.

La proteina d’interés en aquest treball és intracel-lular, de manera que requereix un pas
de disrupcié mecanica, amb la consequent centrifugacio. Aquest fet significa 1’addicié
d’etapes al procés, cosa que es veu reflectida en el cost final. Per aquesta rao, la
possibilitat d’expressar les proteines de manera intracel-lular en les particules denses ja
esmentades (cossos d’inclusid) representa un avantatge, ja que els agregats poden

contenir altes concentracions de proteina (Fanhert et al., 2004).

1.3.4. Obtencio de la proteina Fuculosa-1-fosfat aldolasa.

La proteina que es vol produir en aquesta tesi forma part del gran grup de proteines
anomenades aldolases, les qual seran analitzades en el punt 1.4 conjuntament amb les
reaccions que poden catalitzar.

La Fuculosa-1-fosfat aldolasa (EC.4.1.2.17) és una proteina de 26 kDa per monomer i
d’estructura quarternaria, definida com a homotetramer que posseeix quatre subunitats.
Cada subunitat consta de 215 aminoacids i un lloc d’uni6 al Zn**. Té un marge
d’actuacié ampli entre 6 i 9, essent I’0ptim de 7.2 (Durany, 2003). La temperatura
maxima d’activitat a pH 7.2 és de 37 °C per al seu substrat natural fuculosa-1-fosfat. El
seu punt isoeléctric és de 6.12.

No es coneixen ponts disulfur a I’estructura, la qual fou determinada per cristal-lografia

de raigs X (Dreyer i Shutz, 1993) i es mostra a la Fig.1.2.
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Fig. 1.2. Estructura cristal-lografiques d’un monomer de Fuculosa-1-fosfat aldolasa (Dreyer i

Schutz, 1993).
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1.4. Aldolases i reaccions aldoliques.

Les aldolases son un grup especific de liases que catalitzen la formacié d’enllagos
carboni-carboni mitjangant reaccions d’addicié aldolica en les que un carboni o
desprotonat d’una aldehid o cetona donador ataca al grup carbonil d’un altre aldehid o
cetona acceptor/a, generant un B-hidroxialdehid o una B-hidroxicetona (Machajewski i
Wong, 2000).

S’han descrit més de 30 tipus d’aldolases (Henderson i Toone, 1999) de diferents fonts
biologiques (en eucariotes i en procariotes) que es poden classificar en funcié de dos
criteris: el seu mecanisme d’actuacio i ’estructura del grup donador.

Sovint les aldolases es classifiquen segons el seu mecanisme d’actuacié en dos grans

grups.

Aldolases de Classe I: El mecanisme d’actuacio d’aquest tipus d’aldolases consisteix
en la formacio d’una base de Schiff com a intermediaria entre el substrat donador i un
residu de lisina del centre actiu de I’enzim, afegint-se tot seguit del receptor (Fig.1.3a)

Agquest tipus d’aldolases predominen en animals superiors i plantes.

Aldolases de Classe Il: Aquest enzims usen un metall divalent com a cofactor
(generalment Zn?*), actuant com un acid de Lewis en la catalisi per facilitar la
desprotonacio6 del substrat (Fig. 1.3b). La catalisi procedeix cap a la via de formacié de
I’intermediari enediolat. Aquests enzims son més estables que les aldolases de classe | i

es troben principalment en procariotes, llevats, algues i fongs.
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Fig. 1.3. Esquema que mostra el mecanisme catalitic de les aldolases, les quals es classifiquen en

tipus I (a) i tipus 11 (b) (extret de Takayama et al., 1997).

Per una altra banda, les aldolases poden ésser classificades segons I’estructura del

substrat donador en quatre grups diferents.

e Aldolases depenents de DHAP.

Els quatre enzims de la familia d’aldolases depenents de dihidroxiacetona fosfat
(DHAP) inclouen I’aldolasa fructosa-1,6-bifosfat (FruA, EC 4.1.2.13), ’aldolasa
fuculosa-1-fosfat (FucA, EC 4.1.2.17), I’aldolasa ramnulosa-1-fosfat (RhuA, EC
4.1.2.19) i ’aldolasa tagatosa 1,6-bifosfat (TagA, EC 4.1.2.40).

Les aldolases depenents de DHAP creen dos nous centres estereogenics amb una
enantioselectivitat i diastereoselectivitat excel-lents. Aquests enzims son especifics
pel substrat donador, DHAP, per0o accepten un ampli ventall d’aldehids. Tan sols
han estat descrits dos enzims capagos d’emprar dihidroxiacetona (DHA) com

substrat donador (Schirmann i Sprenger, 2001).
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e Aldolases depenents de piruvat i fosfoenolpiruvat.
Aquestes aldolases utilitzen piruvat o PEP com a substrat donador i diversos
aldehids com a acceptors per formar 3-desoxi-2-cetoacids. Dins aquest grup es troba
la N-acetilneuraminat aldolasa, també coneguda com a acid sialic aldolasa, que

depén del piruvat com a substrat donador.

e Aldolases dependents d’acetaldehid.

Aquest grup inclou només la 2-desoxiribosa-5-fosfat aldolasa (DERA) que empra
I’acetaldehid com a substrat donador i altres aldehids com a acceptors per a la
produccié de 2-desoxialdehids. Es tracta de I’inica aldolasa coneguda capag de
catalitzar 1’addici6 aldolica reversible de dos aldehids sense requerir substrats
fosforil-lats. Per aquesta rad, es diu que I’especificitat del substrat donador d’aquest

enzim no és tan estricte com en les altres aldolases.

e Aldolases depenents de glicina.

Aquest grup d’aldolases catalitzen la reaccio aldolica reversible de glicina, com a
substrat donador, amb diversos grups d’aldehids per formar B-hidroxi-a-aminoacids.
Les més estudiades d’aquest grup son les treonina aldolases (TA), que catalitzen in
vivo la reaccié entre la treonina i la glicina, i els serina-hidroximetiltransferases

(SHMT), que catalitzen in vivo la reaccio entre la serina i la glicina.

Aquest treball es centra en la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa, classificable dins

el grup de les aldolases dependents de DHAP. Les quatre aldolases esmentades

catalitzen in vivo I’addici6 reversible de DHAP amb D-gliceraldehid-2-fosfat o L-
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quals resulta

Fig. 1.4. Esteroquimica de les reaccions catalitzades per aldolases depenents de dihidroxiacetona

fosfat (DHAP).

El potencial sintétic de les aldolases depenents de DHAP ha estat investigada de manera

exhaustiva en el ultims anys. La limitacid6 fonamental per a ser aplicades a gran escala

rau en el preu elevat del DHAP, aixi com també en la seva inestabilitat quimica. No

obstant aix0, la primera limitacié pot ser solventada mitjancant processos de sintesi

enzimatica per a la generacié6 de DHAP in sifu (Schoevaart et al., 2000; van Herk et al.,

2006) o bé eliminant la dependéncia del DHAP tot modificant 1’especificitat per

substrat de I’enzim, a fi que pugui acceptar dihidroxiacetona (DHA) enlloc de DHAP

(Sugiyama et al., 2007). Pel que fa a la segona limitacid, la degradacio del DHAP pot

ser reduida si es treballa a una temperatura de 4 °C (Suau et al., 2006).
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El creixent interes de les aldolases per a la sintesi organica de compostos, especialment
per a la industria de la quimica fina, farmaceutica o agroquimica, es deu a que catalitzen
la formaci6 d’enllagos carboni-carboni en condicions suaus de temperatura i pH i s6n

estereoselectives.

S’han descrit diverses aplicacions associades a les reaccions catalitzades per aldolases
durant els ultims anys. Un primer exemple il-lustratiu és el cas de les treonina aldolases,
les quals poden ser usades en la sintesi d’aminoacids B-hidroxiquirals multifuncionals,
que son precursors importants de farmacs com ara el tiamfenicol, un derivat de L-treo-
3,4-dihidroxifenilserina (L-treo-DOP) o agroquimics (Kimura et al, 1997; Liu et al,
1991; Alonso i Riera, 2005).

Un segon exemple es basa en la N-acetilneuraminat aldolasa (NAL, préviament
anomenada Neu5Ac liasa, EC 4.1.3.3), enzim emprat per a la produccié de N-
acetilneuraminat o Neu5Ac. Neu 5Ac i els seus derivats son un grup molt important de
biomolecules ja que ocupen les posicions terminals de gran nombre de macromolecules
com ara els glicans de les glicoproteines, involucrats en diversos fenomens biologics i
patologics amb moltes aplicacions industrials com ara la sintesi del farmac antigrip
anomenat zanavir.

Per ultim i pel que fa al grup d’aldolases depenents de DHAP, la ja descrita formacio
d’enllagos C-C genera una reaccié en cascada que allibera analegs aminociclitols
(Ogawa et al., 2007), entre els quals destaca la valiolamina (Baker et al., 2009), un

inhibidor especific de la glicosidases intestinals.

La formacio d’enllagos carboni-carboni és una de les reaccions més importants en

quimica organica de sintesi (Wasserman et al 1999). Es una reaccid estratégica en la
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qual es sintetitzen molécules enantiomériques pures com ara carbohidrats complexes,
derivats de sucres i analegs, aixi com també productes polihidroxilats. Concretament,
una de les més atractives des d’un punt de vista industrial €s la sintesi estereoselectiva
d’aminopoliols a partir d’aminoaldehids N-protegits i DHAP (Espelt et al., 2003;
Espelt et al., 2005). Els aminopoliols sén precursors dels iminociclitols, els quals son
compostos mimetics que poden actuar com a inhibidors de glicosidases i
glicotransferases, per la qual cosa representen una potencial aplicacié com a antibiotics,
farmacs antimetastasics, antihipergluceémics o immunoestimuladors, aixi com també
com a intermediaris de gran versatilitat en sintesi quiral de molecules d’interés (Liang et
al., 2006; Caines et al., 2007).

Em el present treball, es tracta la reacciéo aldolica entre DHAP i (S)-Cbz-alaninal,
catalitzada per 1’enzim fuculosa-1-fosfat aldolasa (Fig.1.5). El producte sintetitzat,
I’aminopoliol, té propietats terapéutiques prometedores i la reaccid posseeix una

elevada diastereoselectivitat propera al 100 % (Espelt et al., 2003; Espelt et al., 2005).
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Fig. 1.5. Reaccié alddlica entre DHAP i (S)-Cbz-alaninal catalitzada per una aldolasa.

Durant la reaccio d’addicio aldolica entre dihidroxiacetona fosfat i (S)-Chz-alaninal
poden tenir lloc dues reaccions secundaries degut a la degradacié quimica i enzimatica
de la DHAP. Per una banda, la DHAP es degrada quimicament mitjancant un intermedi

enediolat que dona lloc a metilglioxal i fosfat inorganic de manera irreversible (Fig.1.6)
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(Fessner 1 Walter, 1996). Per altra banda, es va postular que les aldolases tipus II també
podien catalitzar aquesta reaccid6 de degradacid a partir de la formacié del mateix
intermedi enediolat en unir-se la DHAP al Zn”" del centre actiu i ésser desprotonat pel
residu de I’acid glutamic propi (Fig.1.7). Aquest fet va ser posat en evidéncia per treball

anteriors del grup de recerca (Suau et al., 20006).

Fig. 1.6. Mecanisme d’isomeritzacié i descomposicié de la DHAP (Fessner i Walter, 1996).
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Fig. 1.7. Reacci6 de degradacié enzimatica de DHAP catalitzada per aldolases tipus II.
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1.5. Antecedents: visio general.

Una de les limitacions principals pel desenvolupament industrial de processos de sintesi
utilitzant aldolases és la disponibilitat d’aquestes a nivell comercial. De totes les
aldolases descrites anteriorment, les que més s’han emprat en reaccions sintétiques son
les aldolases depenents de DHAP (Henderson et al., 1999; Machajewsky et al., 2000).
Aquestes es van obtenir de diferents fonts microbianes, aixi com d’animals superiors,
per a ésser posteriorment expressades en E. coli. Totes elles presentaven una gran
especificitat per la DHAP, mentre que acceptaven una amplia gama d’aldehids amb
substrats acceptors. No obstant, la seva produccio no superava en general la desena de
mil-ligrams (Henderson et al., 1999; Garcia-Junceda, 1995), amb la Unica excepcio de la
FDPA de muscul de conill (RAMA) que és comercial. La DERA procedent de
microorganismes i animal, va ser clonada i sobreexpressada en E. coli (Chen et al.,
1992). Finalment, dins del grup de les treonina-aldolases, hi ha definides sis subclasses,
entre les quals varia I’estereoquimica dels carbonis quirals formats (o i1 ) en la reaccid
de condensacio. Es van identificar diferents aldolases que pertanyien a quatre d’aquestes
subclasses, sequenciant-ne els gens corresponents, perd només alguna d’elles va ser
clonada i sobreexpressada en E. coli. Les altres dues subclasses encara no han estat
trobades a la natura (Liu et al., 1999).

En aquest context cientific, el grup de recerca d’Enginyeria de Bioprocessos i
Biocatalisi Aplicada va contribuir tot desenvolupant processos factibles per a la
produccio d’aldolases recombinants. En un primer moment, es va dur a terme la
produccié de FucA en medi definit, expressant-la en una soca d’E. coli XL1 Blue
(Stratagene) sota el control del promotor suau Trc induible per IPTG (Durany, 2005a).

El clonatge i expressio de RhuA va ser dut a terme en una soca d’E. coli M15 emprant
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el vector pQE-40 sota el control del promotor T5 induible per IPTG (Vidal, 2006).
Ambdoés sistemes d’expressio son comercials. Atés que el sistema pQE-40 va
proporcionar millors resultats en termes de nivells d’expressié i regulacié de la mateixa,
es van construir soques productores de les quatre aldolases depenents de DHAP, DERA
I dues aldolases depenents de glicina (TA de E. coli i serina hidroximetil transferasa de
Streptococcus thermophilus).
D’altra banda, es va desenvolupar un procés per a la produccié de FucA en cultius
discontinus alimentats de E. coli XL1 Blue (pTrcfuc) i un sistema automatitzat que
determinava la velocitat d’addici6 de I’aliment per operar a velocitat especifica de
creixement constant (Pinsach, 2009). Més tard, es va dur a terme la modelitzacio i
posada a punt d’un sistema de control per retro-alimentacio, mitjancant I’estimacié de la
biomassa a partir de la velocitat de producci6 de CO, (CER). La metodologia
desenvolupada per la produccio de FucA es va extendre al sistema E. coli M15/pQE-40,
emprant RhuA com a model. Es van assolir altes densitats cel-lulars (100 g/L) i
elevades productivitats, mitjancant la induccio a la fase final del cultiu, degut a la
drastica influéncia de la produccié de proteina recombinant sobre la velocitat de
creixement. La produccié de DERA i les altres aldolases depenents de DHAP en el
mateix sistema d’expressido es comportava de manera similar a la RhuA, en cultius
discontinus.
En tots els casos, la proteina sobreexpressada intracel-lularment era soluble i s’havia
desenvolupat un procés d’aillament i purificacio. Per ultim, convenia destacar la recerca
de sistemes d’expressio alternatius que permetéssin I’estabilitat genética (estabilitat de
plasmidi-vector d’expressio), sense 1’as d’antibiotics. En una primera instancia, es va
explorar 1"as d’un sistema desenvolupat per I’empresa Cobra Therapeutics (UK) usant

FucA com a proteina model. Malgrat haver obtingut resultats molt positius (inclus en
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produccions de 50 L), el seu Us en el futur estava restringit per raons de propietat
intel-lectual. Per aquest motiu, el grup va desenvolupar un mecanisme d’estabilitat
plasmidica basat en un marcador auxotrofic (gen glyA, indispensable per la sintesi de
glicina) a partir del sistema E. coli/pQE-40 (Qiagen). Per desenvolupar aquesta
construccid, es va dur a terme en E. coli M15 la deleccié del gen glyA que codifica per
hidroximetil serina transferassa (SHMT), un enzim clau de la ruta metabdlica per la
sintesi de glicina (Vidal, 2006). Conseqlientment, es va obtenir una soca amb una
auxotrofia per la glicina (M15 AglyA), de manera que el creixement estaria subordinat
al plasmidi que expressa glyA. Aquest sistema va resultar efectiu per la produccio de
RhuA (Vidal, 2006).

A nivell de procés enzimatic, els primers passos desenvolupats pel grup van consistir en
seleccionar el medi de reacci® amb el qual s’obtenien majors rendiments i
productivitats. Les reaccions de condensacio aldolica requerien medis que permetien la
solubilitzacid dels reactius i productes implicats, tant substrats hidrofilics com
hidrofobics, de manera que van ser provats medis monofasics aqiios-organic, medis
bifasics 0 medis liquids ionics, els quals presentaven un comportament diferent envers
els medis més convencionals (van Rantwijk et al., 2003). Un cop escollit el medi optim,
es van establir les condicions optimes de temperatura i pH per poder dur a terme els
estudis cinétics destinats a desenvolupar un model cinétic de parametres determinats.

La immobilitzacié de les aldolases RhuA i FUcA en suports solids porosos préviament
activats amb grups aldehid (glioxil-suport) va ser també estudiada i es va valorar tan en
termes d’activitat com d’estabilitat. Ambdos termes depenien del nombre d’enllagos
covalents establerts entre el suport i I’enzim (Guisan et al., 1990). Al seu torn, el
nombre d’enllagos covalents era controlat pel grau d’activacid del suport, el pH, la

temperatura i el temps de contacte entre substrat i enzim durant el procés



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

36
d’immobilitzacié (Alvaro et al., 1990). Per tant, ’estudi de totes aquestes variables va
permetre modular I’activitat i estabilitat de I’enzim immobilitzat (Suau et al., 2005).
Finalment, es va valorar I’activitat enzimatica del derivat immobilitzat en els seu
substrat natural i es va estudiar la seva estabilitat d’emmagatzematge i d’operacio en el

medi de reaccid escollit (Suau et al., 2005; Ardao, 2009).
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1.6. Context i objectius de la tesi.

Aquesta tesi va ser desenvolupada al grup de recerca de Bioprocessos i Biocatalisi
Aplicada, de manera que es treballava en el camps de la biologia molecular,
I’enginyeria de bioprocessos i la biocatalisi de manera sinérgica.

En aquest sentit, es va intentar participar en totes les etapes del procés; des de la millora
genética de les soques d’E. coli fins a la seva comprovacioé a nivell fermentatiu, a fi
d’obtenir alts nivells de fuculosa-1-fosfat aldolasa per a poder ser aplicada en reaccions
de sintesi estereoselectiva com a biocatalitzador.

Els objectius que es pretenien abordar en aquesta tesi s’analitzen tot seguit en dos eixos
fonamentals: la millora genética del sistema d’expressio per expressar fuculosa-1-fosfat
aldolasa a nivell soluble i la produccié6 de ’esmentada aldolasa a partir de cossos
d’inclusio actius.

El punt de partida de la millora genética del sistema d’expressié fou el sistema
desenvolupat per Vidal que permetia produir ramnulosa-1-fosfat aldolasa sense afegir
antibiotics al medi de cultiu (Vidal, 2006), de manera que els objectius especifics que

es van plantejar en aquest sentit van ser els seglents.

1) Extrapolacié del sistema auxotrofic per la glicina (Vidal, 2006) a la produccio de
fuculosa-1-fosfat aldolasa i comprovacié d’aquest a nivell de cultiu discontinu
alimentat.

2) Millora de la regulacio de I’expressio de serina hidroximetil transferasa,
codificada pel gen glyA (marcador auxotrofic), a fi de reduir la carrega

metabolica associada a la produccio de la proteina d’interes.
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3) Estudi de la factibilitat d’eliminar els gens de resisténcia a antibiotics per obtenir

un sistema d’expressi6 més estable i segur.

Pel que fa a la produccié de ’aldolasa a nivell de cossos d’inclusié actius, es partia del
coneixement que certs sistemes d’expressio d’E. coli sotmesos a certes condicions
(Garcia-Fruitos et al., 2005) permetien la formaci6 uns agregats que manifestaven certa
activitat biologica. L’interés del grup del Dr. Villaverde de I’Institut de Biotecnologia i
Biomedicina (IBB) de la Universitat Autonoma de Barcelona en aplicar aquest
coneixement a la producci6 d’un enzim d’interes industrial, va permetre estudiar

aquesta alternativa de produccié en cooperacié entre ambdds grups.

4) Avaluacié d’una serie de construccions d’antecedents coneguts com a sistema
alternatiu per expressar la proteina d’interés en forma de cossos d’inclusio

d’acord amb els nivells d’activitat biologica 1 puresa.

5) Estudi del comportament dels cossos d’inclusi6 com a biocatalitzadors en

reaccions de sintesi estereoselectives.

6) Desenvolupament d’un procés productiu-purificatiu que permeti maximitzar la
quantitat de fuculosa-1-fosfat aldolasa produida en forma de cossos per tal

d’aconseguir un biocatalitzador actiu, estable i robust.
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CAPITOL 2. MATERIALS | METODES.

2.1. Soques bacterianes i plasmidis.

Les soques d’Escherichia coli utilitzades en aquest treball han estat les seglents.

2.1.1. Escherichia coli M15.

La soca M15, també denominada DZ 291, va ser construida per PJ.Zamenhof (Villarejo
i Zebin, 1974; Zamenoff i Villarejo, 1972; Fowler i Zebin, 1968). Es derivada de K12,
conté la deleci6 M15 en el gen lac Z (Beckwith, 1964) i el seu fenotip és Nal®, Str,
Rif*, Thi', Lac’, ara’, gal”, mtl, F, recA", uvr®, lon®. Es una soca comercialitzada per
Qiagen (Hilden, Alemanya), la literatura provinent de la qual afirma que aquesta soca
no pot ser infectada per fags lambda i el promotor P, introduit no és actiu. Per defecte,
aquesta casa comercial proporciona la soca amb el plasmidi pREP-4, el qual conté una
resistencia a Kanamicina. En aquest estudi, aquest plasmidi s’ha curat, obtenint una

soca M15 lliure de vectors plasmidics episomals.

2.1.2. Escherichia coli M15 AglyA.

M15 AglyA és una soca auxotrofica per la glicina que resulta d’una deleccid
cromosomal del gen glyA (el qual codifica per la serina-hidroximetil-transferasa o
SHMT), donant lloc a M15 AglyA (Vidal et.al., 2008). Es tracta d’una soca derivada de
la M15 comercial de Qiagen i per tant, caldria ésser designada com a soca auxotrofica

M15 AglyA/pREP-4.
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2.1.3. Escherichia coli XL1 Blue MRF’.

La soca XL1 Blue MRF’ (Stratagene Co: San Diego, CA), es caracteritza per a ser deficient
en els gens que codifiquen per als enzims involucrats en la sintesi de tiamina (Vitamina B1)
i també per contenir un episoma F’. L’episoma F’ és un plasmidi que conté el factor F que
codifica pel pili sexual a través del qual el bacteriofag M13 pot infectar la cél-lula i pels
gens que codifiquen els enzims involucrats en la sintesi de prolina. Un sistema de
complementaci6é per 1’operd lactosa (lac) entre 1’episoma F’ i el plasmidi emprat com a
vector de clonatge facilita la seleccio dels clons transformats amb éxit que contenen el
plasmidi amb I’insert que codifica per I’expressido de I’enzim d’interes.

El genotip d’E. coli XL1 Blue MRF és: A(mcrA)183 A (mcr CB-hsd SMR-mcr) 173

endA1supE44 thi-IrecAlgyr A96 rel Al lac [F’ proAB laclg ZA M15Tnl0 (Tet")].

2.1.4. Escherichia coli Origami.

Origami és una soca derivada de K-12, comercialitzada per Novagen (EMB Chemicals,
USA), mutant en la tioredoxina reductasa (trx B) i la glutationa-reductasa que posseeix el
seguent genotip: A(ara-leu)7697 araD139, AlacX74aphCgalEgalKrpsLAphoAPvull phoR
F’[lac (laclg)pro] gor522::Tnl0 (TcR) trxB::Kan. Aquesta soca és ampliament usada en la
produccié de proteines amb ponts disulfur i requereix els antibiotics Kanamicina i

tetracicilina per al seu creixement.
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2.1.5. Escherichia coli JGT20 (DnaK").

La JGT20, Dna K defectiva, és una soca derivada de la soca salvatge MC4100 de
genotip dnaK756 thr::Tn10 (Thomas i Baneyx, 1998). Es deficient en la xaperona Dna
K, cosa que la fa interessant per a la producci6 i caracteritzacié de cossos d’inclusio
degut a la seva tendéncia a generar agregats. Conté dos gens de resisténcia a antibiotic:

Tetraciclina i estreptomicina, aixi com també dues auxotrofies: treonina i arginina.

Totes les soques descrites van ser conservades en criovials (AES Laboratoire, Franca) i
preservades a -80 °C. La preparaci6 d’aquests criovials, que contenien una série de
boles resuspeses en una soluci6 isotonica, consistia en la prévia incubaciéo d’un falcon
que contenia 10 mL de medi Luria Bertani (LB) amb 10 uL d’Ampicil-lina, als quals
s’afegia 0.5 mL de cultiu. Després d’unes 10-12 hores d’incubaci6 en agitacié (150 rpm
a 37 °C), se’n prenia 1 mL el qual era introduit en el criovial després d’extreure’n la
solucié isotonica prévia. El cultiu introduit es deixava reposar durant 20-30 minuts, a fi
que les boles s’impregnéssin de liquid i finalment, s’extreia tot el contingut que

sobreeixia del limit assenyalat en el criovial.

foren visualitzats i modificats mitjancant el programa Vector NTi Versio 4.0 (Intelligen

Computer System for Molecular Biology, USA).
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2.1.6. Plasmidi pREP-4.

El plasmidi pREP-4 (Qiagen) de 3740 pb (Fig.2.1) és un vector de baix nombre de
copies, unes 10 per plasmidi segons Pinsach (Pinsach, 2009). Conté un gen repressor
Lacl, el qual permet produir un alt nivell de repressor lac. Es comercialitzat a partir de
la soca M15 (pREP-4), mitjancant un kit anomenat QIAexpress system (Qiagen) que
combina I’expressio (PQE) i la repressié (pREP-4). EI marcador de selecci6 per
mantenir el pREP-4 dins M15 és un gen de resisténcia a Kanamicina. Tanmateix, en un
punt determinat d’aquest treball es decideix eliminar ’esmentat plasmidi degut a certes

circumstancies negatives no previstes.

Fig. 2.1. Plasmidi pREP-4 (Qiagen) que conté un gen de resistencia a Neomicina i Kanamicina, un
gen repressor Lacl i un origen de replicacié p15A. Diagrama extret de la col-leccié de plasmidis

BCCM/LMBP.
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2.1.7. Plasmidi basats en pQE-40: pQEfucA i pQEalirham.

Els plasmidis pQEafrham i pQEfucA son derivats del pQE-40 i son d’alt nombre de
copies: 30-40 copies segons Pinsach (Pinsach, 2009). Aquest tipus de plasmidis
compten amb un promotor del fag T5, un lloc d’unié al ribosoma RBSII (alta taxa de
traduccid), una cua d’histidines a ’extrem 5’ del lloc de clonatge multiple (MCS segons
les sigles en anglés), dos terminadors forts: to del fag A i el T1 de I’operd rrmB d’ E.
coli, un gen B-lactamasa (resistencia a Ampicil-lina) i un origen de replicacié Col EI.

Dins aquest grup generic es troben pQEfucA 1 pQEafirham, que es descriuen tot seguit.

El pQEfucA, formant part del sistema d’expressioé E.coli M15/pREP-4, és un plasmidi
basat en pQE-40 (adquirit comercialment a Qiagen) que conté el gen que expressa
Fuculosa-1-fosfat aldolasa en E. coli (Vidal, 2006). Tal com s’ha comentat en el
paragraf anterior, conté un gen bla de resistencia a Ampicil-lina, ’esmentat gen que
codifica per Fuculosa-1-fosfat aldolasa, Col EI com a origen de replicacio i T5 com a
promotor fort. Convé destacar la preséncia d’un gen cat (gen cloramfenicol acetil-
tranferassa), el qual no té promotor i juntament amb I’esmentat T1, incrementa
I’estabilitat plasmidica. En preséncia d’IPTG, la transcripci6 de ’operador lac induit per
T5 és reprimida pel terminador to. L’efecte de sobrelectura de la unitat de transcripcid
no és suficient per permetre 1’as de cat com a informador o gen de resisténcia a

cloramfenicol, ra6 per la qual sovint és anomenat cat inactiu.
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Fig. 2.2. Plasmidi pQEfucA que conté els gens fucA i bla, els terminadors t, i rrnBT1 corrent avall

dels gens fucA i cat, respectivament, I’origen de replicacié ColEI i el promotor T5 (Vidal, 2006).

El plasmidi pQEafrham, basat en el vector pQE-40 (Qiagen), incorpora un marcador
auxotrofic, a partir de la fusid entre dues subunitats: o i B, a I’esmentat plasmidi
estandard (Vidal, 2006).

La subunitat  conté ¢l gen glyA d’E. coli. Tenint en compte que al gen glyA li manca el
seu propi promotor i regions reguladores, es va plantejar fusionar un promotor
constitutiu debil al gen glyA. La ra6 d’aquesta eleccié és que en estudis preliminars,
I’expressio del “cassette” de glyA donava uns nivells d’expressio molt elevats. Per tal de
reduir la carrega metabolica, es va plantejar la introduccié d’un promotor més débil que
el nadiu.

La subunitat o conté el promotor constitutiu debil P3, provinent del gen bla tem (de

resisténcia beta-lactasamica). Aquest promotor, present en el pQE-40 original, permet
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I’expressio constitutiva del gen bla. Es tracta d’un sistema no regulable, perdo que
permet subministrar quantitats suficients de SHMT a la cel-lula per al seu creixement.
La introducci6 de I’esmentat cassette va implicar com a conseqiiéncia associada
I’eliminacié de cat inactiu i per tant, del terminador T1, el qual sera estudiat més
exhaustivament en capitols posteriors. Addicionalment, el promotor P3 compta amb un
terminador de tipus debil anomenat to constitutiu (Lartigue, 2002).
El gen bla (B lactamasa) és el responsable de la resisténcia a Ampicil-lina i ’origen de
replicacio és Col E1. Els fragments a i 3 contenen el promotor P3 i el gen glyA, el qual
codifica per SHMT (serina-hidroximetil transferasa).
Posseeix una mida de 5300 pb i conté el gen rhaD (ramnulosa-1-fosfat aldolasa) d’E.
coli sota el control del promotor T5 i dues seqtiéncies reguladores lac O.
Finalment, destaca la preséncia d’una seqiliencia 6xHis-tag situada a ’extrem 5 del gen

rhaD, aixi com també un terminador fort de la transcripcio: to del bacteriofag lambda.

Fig. 2.3. Plasmidi pQEaRrham que conté els gens bla, glyA i rhaD, el terminador t,, I’origen de

replicacio ColEl i el promotor T5 (Vidal, 2006).
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2.1.8. Plasmidi pET21a.

El plasmidi pET21a (Novagen) posseeix el gen repressor Lacl i es tracta d’un plasmidi
ampliament emprat en construccions geniques (Fig.2.4). Conté un promotor fort, T7, a

més d’un gen de resisténcia a Ampicil-lina i origen de replicacio pBR322.
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Fig. 2.4. Plasmidi pET21a que conté un repressor Lacl, un gen de resisténcia a ampici-lina, un

promotor T7 i un origen de transcripcio pBR322 (Novagen).
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2.1.9. Plasmidi pTrcHis.

El sistema d’expressio basat en el vector pTrcHis (Invitrogen, San Diego, CA) és un
sistema dissenyat per I’expressio regulada d’alts nivells de proteines no toxiques en E. coli
sota el control del promotor d’expressio trc (Fig.2.5). Aquest promotor trc és un hibrid
derivat dels promotors trp i lac regulat per ’operador lacO i el producte d’expressio del
gen laclqg. La presencia de lactosa i el seu analeg estructural isopropil-p-tiogalactopiranosid
(IPTG) activen la transcripcio del gen laclq i el producte d’expressidé obtingut actua sobre
I’operador lacO i permet ’expressié dels gens depenents d’aquest promotor fort.

Aquest plasmidi consta d’un origen de replicacio (Col E1), el gen bla, sota el control del
promotor trc, la seqiiéncia codificant per la cua d’histidines junt al polimer, de forma
que la proteina clonada s’expressa com a proteina de fusio a sis histidines en el seu

extrem N-terminal.
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Fig. 2.5. Plasmidi pTrcHis que conté un repressor Lacl, un gen de resisténcia a Ampicil-lina, un

terminador rrnB T1 , un promotor trc i un origen de replicacié pBR322 (Invitrogen).

2.1.10. Plasmidi pTVP1GFP.

El plasmidi pTVP1GFP (Garcia-Fruitos et al., 2005) conté els gens que codifiquen per
una fusié derivada entre la proteina GFP (Green Fluorescence Protein) i una proteina
anomenada VP1 de la capside del virus de la febre aftosa. L’expressio del gen vplgfp

esta sota el control del promotor trc (Fig.2.6).
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Fig. 2.6. Plasmidi pTVP1GFP que conté els gens vpl i gfp i un promotor trc (Garcia-Fruitos et al,

2005).
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2.2. Técniques de DNA recombinant.

2.2.1. Extraccid i aillament de DNA plasmidic.

L’extracci6 de DNA plasmidic va ser duta a terme mitjangant el kit de Miniprep
QIlAprep spin (Qiagen, Minnesota, USA) o bé amb “Pure Yield Plasmid Miniprep
system” de Promega (Madison, USA).

La purificacio dels gels preparatius fou realitzada a partir del kit d’extraccidé de Qiagen
(QIAquick Gel Extraction Kit) i les etapes de rentat mitjangant un kit de purificacio
anomenat PCR Purification kit (Qiagen) o Wizard SV gel and “PCR clean-up system”

de Promega.

2.2.2. Visualitzacio i quantificacio de DNA.

La visualitzacio de DNA va ser realitzada a partir de gels d’agarosa tenyits amb bromur
d’etidi (Bioprobe, California, USA) a rad de 10 mg/mL. La preparacio dels esmentats
gels va ser possible mitjancant tampé d’electroforesi anomenat TAE que consistia en
Tris 40 mM, Acid acétic 20 mM i EDTA 1 mM ajustat a pH=8.1 i agarosa (Gibco,
Michigan, USA) al 0.8 % (p/v).

Les condicions d’operacio van consistir en 90 V durant 60 minuts aproximadament.

Per tal de con¢ixer la concentracié de DNA, després d’aplicar cadascun dels passos de
clonatge, especialment a I’etapa de lligacid, es va emprar un espectrofotometre
Thermoscientific Nanodrop™ 1000 tot seguint les indicacions del fabricant dins
I’aplicacié “Nucleic Acid” (Manual de I'usuari v.3.7, Thermoscientific Nanodrop™

1000).
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2.2.3. Amplificacio de DNA mitjancant la reacci6 en cadena de la polimerasa.

Els oligonucleotids emprats, proporcionats per I’empresa Biomers (Alemanya) a partir
de la sequéncia de disseny, responen a dues finalitats ben diferenciades. En un primer
lloc, destaquen aquells oligonucleotids destinats a 1’amplificacié de certs elements per
tal de modificar una construccio, les seqiiencies dels quals s’especifiquen capitol a
capitol. En segon lloc, es necessiten oligonucledtids per tal de sequienciar els constructes

resultants, les sequéncies dels quals es descriuen tot seguit a la Taula 2.1.
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(*) S’empren també per clonatge i per a la sequenciacié del plasmidi pQEaffucAT1Lacl sense -

lactamasa. Les Tm que figuren a la taula son les calculades per la mateixa casa comercial Biomers.

Oligonucleotid Seqiiéncia (5’-3") DNA motlle Zona Tm (°C)
d’homologia

PRE_ forl accaacaaccgcgctatatc pPQEaBfuchA Gen fucA 57
PQE_revl agctggacgttacgaagaa pQEapBfucA Gen fucA 54
PQE_for2 cttgatcctgcggctaactt pQEaBfucA Gen fucA 55
PQE_rev2 acagttcggcatcataatcg pQEaBfucA Gen fucA 53
PQE_for3 cgaactgtggcaggctatgg pPQEapBfucA Gen glyA 58
PQE_rev3 tcgccggagtacctacctacacga pPQEapBfucA Gen glyA 63
PQE_for4 aggtactccggcgattaccc pQEaBfucA Gen bla 58
PQE_rev4 gctaccagcggtggtttgtt pPQEapBfucA Gen bla 58
PRE_for5 tttggtatctgcgctctgetget pQEapBfucA Gen bla 62
PQE_rev5 aagacgaaagggcctcgtga pQEapBfucA Gen bla 58
PREP4_la agtaaactggatggctttct PREP4 Gen Kan 51
PREP4_1b atcagccatgatggatactt PREP4 Gen Kan 51
PREP4_2a ggaagggactggctgctatt PREP4 Gen Kan 56
PREP4_2b tggttgccaacgatcagatg PREP4 Gen Kan 56
PREP4_3 tcgacaattcgcgctaact PREP4 Gen lacI 55
pPQEfucA 1 aacttaatgggcccgctaac pQEfucA Gen fucA 55
pPQEfucA 2 ctgtccctcectgttcagceta pQEfucA Gen fucA 55
pREfucA 3 gacactcagttccgggtagg pQEfucA Gen bla 57
pQEabrham_7 tgagcggataacaatttcac pQEapfrham Gen rham 51
pQEabrham 8 ccgacgctggatgaaacctt pQEapfrham Gen rham 58
pQEabrham 9 atccgggcaaacgctactac pQEapfrham Gen glyA 57
PQE_Tlfor cttcgggaagcctttctacg PQEaBfucATl Terminador T1 55
PQRE_Tlrev accaccctgaattgactc PQEaBfucATl Terminador T1 52
LacI_NdeI¥* atgcatcgagacactgtctcactgcce  pQEapffucATlLacI Gen lacI 71

gctttccagtce
LacI_Asp¥* atggactcacatatgatgatagcgccec  pQEaffucATlLacI Gen lacI 66
VP1l_for ggaagaga PQEaBfucAT1VP1 Gen VP1 65

atcgatcacgaattcctacgaccactg

gtgaatct

Les reaccions en cadena de la polimerasa (PCR) amb finalitats de clonatge es van
realitzar amb KOD DNA polimerasa (Novagen) tot adaptant les indicacions del
fabricant a la Tm (°C) dels primers i longitud del fragment a amplificar. Quan es

tractava d’una PCR de comprovacid, s’emprava la Taq polimerasa (Promega), seguint
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també les especificacions del producte. La quantitat de DNA motlle oscil-lava entre 1 i

6 ng ja que provenia es tractava de DNA plasmidic.

2.2.4. Modificacions enzimatiques de DNA.

Per tal de realitzar les modificacions plasmidiques pertinents, es va fer Us de diversos

enzims de restriccid, els quals es detallen a continuacid, aixi com també la casa

comercial i la diana de restriccio. Pel que fa al procediment d’Gs, es van seguir les

instruccions del fabricant. (Taula 2.2).

Taula 2.2. Enzims de restriccio rellevants emprats per modificar el DNA plasmidic al llarg de la

tesi.

Enzim Diana (5°-3°) Casa comercial
BamHI GGATCC Roche

Hindlll AAGCTT Roche

Mrol TCCGGA Roche

Xbal TCTAGA Roche

Ndel CATATG Fermentas
Aspl GACACTGT Fermentas
EcoRlI GAATTC Fermentas

Bgl | GCCNNNNNGGC Fermentas
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Les lligacions es van realitzar mitjangant lligasa T4 DNA (Fermentas, Alemanya) a 16
°C durant tota una nit, tal com es recomana a les instruccions del fabricant si es desitgen
lligar fragments d’extrems roms. Generalment, es va usar una relacié insert-vector de
5:1, excepte en casos puntuals que va ser de 10:1. La quantitat de DNA total

acostumava a ser de 200-300 ng i el volum maxim de reaccio era de 20 pL.

2.2.5. Transformacié d’E. coli per electroporacio.

2.2.5.1. Preparaci6 de cél-lules competents.

Un cultiu de 10 mL en medi Luria-Bertani (LB) va ser incubat tota la nit a 37 °C.
Aleshores, 5 mL d’aquests es van emprar per inocular 500 mL de medi LB fresc fins
arribar a una ODggo de 0.5-1.0. Les cel-lules es van mantenir en gel durant 15-20 minuts
i van ser centrifugades a 4000 rpm. Posteriorment, el sobrenedant va ser descartat i el
sediment va ser resuspes en 500 mL de glicerol fred al 10 % (v/v), i tot seguit, es va
realitzar el mateix procediment amb 250 mL. Després de dos rentats addicionals amb
glicerol fred al 10 %, el sediment fou resuspés amb 50 mL i 500 pL.

Les cel-lules resultants van ser guardades a -80 °C en aliquotes de 80 pL.

2.2.5.2. Procediment de transformacio.

Les transformacions van ser dutes a terme emprant 50 uL de cél-lules competents i 1

uL de la reacci6 de lligacio, utilitzant cubetes (0.2 cm de llum) a 2500 V, 25 pF i 200 Q

en un electroporador Gene Pulser (Biorad Laboratories Inc, California).
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2.2.5.3. Verificaci6 dels clons obtinguts.

Els clons obtinguts van ser comprovats mitjancant un analisi de restriccié amb algunes
endonucleases (descrites al punt 2.2.4), com a prova complementaria a una PCR de
comprovacio. Aquesta es realitza amb la intencié de verificar la presencia de certs
elements introduits, per la qual cosa es va realitzar amb els mateixos oligonucleotids
amplificadors (descrits al punt 2.2.3). Addicionalment, es va dur a terme un creixement
en medi minim (vegeu 2.3.2), per tal de verificar directament la complementacio per
I’auxotrofia per glicina i per tant, del gen glyA.

Finalment, els clons obtinguts que responen favorablement a aquestes proves van ser

analitzats al Servei de Seqlienciacio de la UAB.
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2.3. Medis i condicions de cultiu.

En el transcurs de la tesi s’han emprat diversos medis, basicament en funcié de si es
desitjava produir FucA en forma soluble o en forma de cossos d’inclusio, aixi com
també segons el tipus de soca. No obstant, en ambdods casos el procediment consisteix
en una etapa de preinocul, seguida d’un creixement en un matras d’Erlenmeyer. En
alguns casos, es passara al cultiu en fermentador agitat i airejat, operant en discontinu o

en discontinu-alimentat.

2.3.1. Procediment productiu segons la fraccio.

2.3.1.1. Produccio de FucA en forma de fraccio soluble.

En el preinocul, s’ha usat el medi LB (Luria Bertoni) complementat amb un antibiotic
per tal de generar pressio selectiva. EI medi LB conté NaCl (10 g/L), extracte de llevat
(5 g/L) i peptona (5 g/L). L antibiotic ha estat Ampicil-lina en tots els casos, ja que el
plasmidi d’interés amb finalitats de clonatge era pQEaffucA, el qual contenia un gen de
resisténcia a I’esmentat antibiotic. En un volum de 15 mL de LB, s’han introduit 15 pL
d’Ampicil-lina i una bola d’un criovial de glicerinat.

Pels creixements principals, destaca un medi definit basat en glucosa com a font de
carboni (MD).

El medi definit o MD usat per ’obtencié de FUcA en la fraccié soluble en cultius en
matras d’Erlenmeyer conté els segilients components la concentracio dels quals
s’expressa en g/L: glucosa (5), KoHPOa4 (11.9), KH,PO4 (2.4), (NH4)2SO4 (3) i NaCl
(1.8), MgS0,.7H,0 (0.45), aigua destil-lada estéril, FeCl; (0.02), tiamina (0.1) i 2.86

mL/L de solucié d’elements traga o microelements.
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El medi de cultiu del fermentador en operacié discontinua conté els segients
components la concentracié dels quals s’expressa en g/L: glucosa (20), K;HPO,4 (11.9),
KH2PO, (2.4), NaCl (1.8), (NH4)2SO. (3), MgS04.7H20 (0.45), FeCl; (0.02), tiamina
(0.1) 1 2.86 mL/L de solucié d’elements traga 0 microelements.
El medi d’alimentaci6 de cultius d’alta densitat cel-lular (operacid discontinua
alimentada) consisteix en els segiients components la concentracié dels quals s’expressa
en g/L: glucosa (487), MgSQO,4.7H20 (9.7), FeCl; (0.5), tiamina (0.34) i 64 mL/L
d’elements traca o microelements.
La soluci6é d’elements traca contenia en g/L: CaCl,. 2H,0 (1.44), AlICI;.6H,0 (0.042),
ZnS0O,4.7H,0 (0.87), CoCl,.6H,0 (0.16), CuSO, (1.6), H3BO3 (0.01), MnCl,.4H,0
(1.42), NiCl,.6H,0 (0.01) i Na,M004.2 H,0 (0.02).
Els fosfats no s’inclouen al medi a la solucié d’alimentaci6 en els cultius discontinus
alimentats per tal d’evitar la precipitacio de les sals de magnesi. Enlloc d’aix0, una
solucié concentrada de fosfat que conté 500 g/L de K;HPO, i 100 g/L de KH,PO,

s’incorpora en certs moments del creixement : DOggo=40, 70 i 100.

2.3.1.2. Produccio de FucA en forma de cossos d’inclusié.

Quan la FucA es produeix en forma de cossos d’inclusio s’usen dos medis diferents: el
brou “smart” definit d’autoinduccié (S-DAB) i el brou definit d’induccié6 amb IPTG o
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosid (DNB).

La composicio del medi DNB es descriu en un article en fase de publicacié (Li et.al.,
2011) en g/L: glucosa (10.9), (NH4).HPO,4 (4), KH,PO, (13.3), Acid citric (1.55),
MgSO. (0.59), citrat de ferro 111 (0.1), Na;M0O4.2 H,0 (0.0021), CoCl,.6H,0 (0.0025),
MnCl,.4H,0 (0.015), CuClL.2H,0 (0.0015), HsBOs; (0.003), Zn(CHsCOOH),.2H,0

(0.034), Titriplex III (0.014). El pH s’ajustava a 6.8 amb NaOH ~2.7 g/L.
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En el medi S-DAB, la glucosa va ser substituida per una barreja de glucosa, glicerol i
lactosa (Rinas, Leibniz Universitat, Hannover, comunicacié personal).
Per al creixement de la soca JGT20 (Dna K’), en ser deficient en una xaperona, s’ha
requerit una font de carboni suplementaria al medi MD descrit al punt 2.3.1.1, extracte

de llevat a concentracio de 2-4 g/L.

2.3.2. Creixement en matrassos d’Erlenmeyer.

2.3.2.1. Produccio de FucA en forma de fraccio soluble.

El preinocul descrit al punt 2.3.1.1, s’incuba a 37 °C en un agitador rotatori (INFORS
AG, Alemanya) a 250 rpm durant tota una nit. El dia segiient, es prepara un matras
d’Erlenmeyer amb 50 mL de medi definit (MD) 1 se li afegiren 3.5 mL de I’esmentat
preinocul.

Es va seguint el cultiu fins a una DOgoonm de 1-1.5, moment en el qual es va induir
mitjancant IPTG (50 uM). Es continua seguint el cultiu fins que la DO es mantingué

contant (entre 4 i 5 hores després de la induccio).

2.3.2.2. Produccié de FucA en forma de cossos d’inclusio.

En aquest cas, el métode descrit compta amb algunes variacions ja que una part del
treball va ser dut a terme durant una estada al TCI (Leibniz Universitat, Hannover,
Alemanya), per la qual cosa hi ha canvis en la metodologia habitual.

En primer lloc, es van preparar 2 mL de DNB amb una bola de criovial glicerinat,
deixant-los en agitacié a 37 °C durant 4 hores. A continuacio, es prepara un matras d’
Erlenmeyer amb 100 mL de medi DNB i 100 pL del preinocul, el qual es deixa incubar

durant tota una nit (condicions similars a les esmentades). Aquest va ser 1’inocul que
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s’empra per inocular els matrassos d’Erlenmeyer productors, essent 1’'un amb medi
DNB i l’altre S-DAB. Amb aquest objectiu, el dia seguient es prepararen 2 matrassos
d’Erlenmeyer amb 100 mL de medi definit i es prengué el volum de cultiu necessari per
obtenir una densitat optica de 0.12 unitats en DNB i 0.04 en el S-DAB. Aquests
matrassos d’Erlenmeyer es van fer créixer a 37 °C per anar seguint la seva evolucié al
llarg del temps.

Quan la densitat optica a 600 nm fou de 1-1.5 en el DNB, es va induir amb IPTG (1
mM) i no s’atura el creixement fins a les 5 h en el cas d’estar treballant a 37 °C (a 30 °C
serien 6-7 hores i a 42 °C, 4 hores).

En el cas del medi S-DAB, com que es tractava d’un medi d’autoinduccié, no calia
realitzar cap accidé sobre el cultiu fins a les 24 hores després d’inocular. En aquest

moment, s’atura el cultiu després de mesurar la densitat optica a 600 nm.

2.3.3. Creixement en fermentador.

Tots els experiments es realitzaren en un bioreactor Biostat B ® (Braun Biotech,
Alemanya) equipat amb un tanc de fermentacié de 2 L. La unitat de control digital
(DCU) monitoritzava el pH, agitacid, temperatura i oxigen dissolt en el reactor. Els
parametres operacionals a mantenir van ser els seguents.

El pH del medi de cultiu al fermentador es manté a un valor de 7 unitats, mitjancant
I’addicié d’una solucié d’hidroxid amonic al 20 % (v/v). En segon lloc, I’airejament
estava fixat a 1.5 L/minut, variant-ne la proporcid entre aire i oxigen pur segons
convingui. | finalment, el percentatge de saturacid d’oxigen dissolt al medi es
mantingué al 50 %, mitjancant un llag de control en cascada amb I’agitacié mantenint

en tot moment un cabal de 1.5 L/minut.
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Cal destacar la preséncia de dos mesuradors de flux per tal de controlar i mesurar
I’entrada de fluxos massics de gas (MFM, Bronkhost, EL-FLOW, Holanda).
En el cas de cultius discontinus alimentats s’ha operat amb un perfil exponencial
d’addici6 per tal de mantenir la velocitat especifica de creixement (u) al valor desitjat
emprant una microbureta amb una xeringa Hamilton de 2.5 mL (MB Crison,
Instruments MICRO BU 2030, Espafia ). S’ha utilitzat un software especific préviament
desenvolupat tot usant Microsoft Visual Basic 6.0 (Pinsach, 2009) per a I’addicio
automatizada per tal de d’adquirir dades i monitoritzar les variables al llarg del procés.
L’estratégia d’inducci6 és sempre en pols, sigui quina sigui la forma de produir la
proteina d’interes. L Unica variacio és la concentracio d’IPTG, essent aquesta de 150
MM en el cas de produir la FucA en forma de fraccio soluble i de 1 mM si es desitja

produir-la en forma de cossos d’inclusio.
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2.4.  Maétodes analitics per al seguiment del cultiu.

El seguiment del cultiu va ser analitzat basicament mitjancant la mesura de la densitat
Optica a 600 nm, per a la determinacié de biomassa i de la concentracié de glucosa

(g/L), per ala determinacio de la concentracié de substrat.

2.4.1. Mesures de densitat optica (DO).

La densitat optica a 600 nm es mesura usant un espectrofotometre (Philipps PV 8620
UV, Pye Unicam Ltd, Anglaterra).

L’estimacio de la concentracid de la biomassa per mesura de la densitat optica es basa
en la capacitat de les cel-lules per produir turbidesa i alhora, absorbir llum amb una
determinada longitud d’ona. L’increment en I’absorbancia del cultiu és proporcional a la
concentracio cel-lular i per tant, és un bon indicador de creixement. Per aquesta rad, es
realitzen dilucions del cultiu en aigua destil-lada, de manera que les lectures es trobin
dins de I’interval lineal de 0.2-0.9 i es mesuren a 600 nm, havent realitzat préviament un
blanc amb aigua destil-lada. Els resultats s’expressen en unitats d’absorbancia.

La densitat Optica es converteix en g biomassa/L a partir de calibratges realitzats

préviament. 1 unitat de DOggo equival a 0.266 g de pes sec/L (Durany, 2003).

2.4.2. Determinacio de la concentracio de glucosa.

La concentracié de glucosa va ser mesurada al llarg del temps, per la qual cosa es

requeria un sistema rapid i eficag que permetés tenir el valor al moment. Per aquest

motiu, es va emprar un metode enzimatic a partir del mesurador YSI 2070 (Yellow
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Spring Instruments, Yellow Springs, USA). Préviament a I’analisi, les mostres van ser
centrifugades a 12000 rpm durant 5 minuts, filtrades i diluides per respectar el rang de

treball de I’YSI, el qual té un valor limit de 20 g/L de glucosa.
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2.5. Métodes d’analisi i quantificacié de proteines.

Un cop obtingut i seguit el cultiu, calia tractar les mostres per tal de purificar-ne la
proteina d’interés, la qual es va quantificar en termes d’activitat total, especifica i

concentracio.

2.5.1. Aillament de la FucA expressada en forma soluble.

Les mostres procedents de brous de cultiu van ser recollides i centrifugades a 12000
rpm durant 5 minuts. El sediment va ser resuspes en 100 mM Tris-HCI (pH=7.5) fins
a una densitat optica final (ODgoo) de 3 unitats. Les suspensions cel-lulars van ser
mantingudes en gel i sotmeses a ultrasonicacié en un sonicador Vibracell™ Sonicator
Model VC50 (Sonics and Materials, Inc., Danbury, USA) a 50 watts, durant 4 cicles
(30 segons/cicle).

Les restes cel-lulars van ser descartades per centrifugacié a 12000 rpm durant 10
minuts i els sobrenedants van ser recuperats per a ésser quantificats a partir d’un

assaig enzimatic especific per a la fuculosa-1-fosfat aldolasa (FUCA).

2.5.2. Purificacio de la FucA en forma de cossos d’inclusio.

Existeixen diverses opcions per purificar cossos d’inclusio, les quals han estat avaluades al
llarg de la tesi.

Una de les més estudiades ha estat el tractament amb lisozim.

Partint d’un cultiu induit d’E. coli, el qual es va centrifugar 15 minuts a 15000xg, la fraccié

solida es sotmetia a congelaci6 a -80 °C durant tota una nit (el pas de congelacié-
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descongelacié afavoreix la lisi). Tot seguit, es va resuspendre amb tamp6 de lisi (100 mM
Tris-HCI, pH=7.5) a rad de 3 mL/g de pes sec de E. coli i s’afegiren una serie de reactius.
En primer lloc, s’addiciona 1’inhibidor de proteases fluorur de fenilmetilsulfonil (PMSF) a
ra6 de 15 pL/g d’E. coli i lisozim a rad de 80 uL/g de pes sec de E. coli. Tot plegat
s’incuba a 37 °C durant 45 minuts en agitacio.

En segon lloc, es va afegir nonil-fenoxipolietioxiletanol (NP-40) essent aquest un 1 % del
volum final i s’incuba la barreja a 4 °C durant 30-45 minuts.

En tercer lloc, s’afegi DNAsal (25 puL d’un estoc de 1 mg/mL) i sulfat de magnesi (volum
necessari per obtenir una concentracié final de 10 mM) i la barreja es va mantenir durant
30-45 minuts a 37 °C.

Finalment, es centrifuga la solucié resultant a 15000xg durant 15 minuts. Es separa el
sediment del sobrenedant, guardant aquest a -80 °C. El sediment en la seva totalitat es va
resuspendre en 1 mL de tampo de llisi i tritd (2 % v/v). Aquest Ultim pas de rentat es va
anar repetint tantes vegades com va ser possible fins a no tenir activitat a la fraccié soluble.
Una alternativa de purificaci6 consistia en 1’as d’un kit de purificaci6 anomenat
10XBugbuster®10XProtein Extraction Reagent (Novagen, Madison, WI1), el qual es basava
en 1’s de lisozim i DN Asal com a reactius.

Finalment, les proves de sonicacid es varen realitzar a petita escala mitjancant les
condicions ja esmentades anteriorment per fraccié soluble (50 watts, 4 cicles, 30
segons/cicle).

Per la disrupcié mecanica dels brous de cultiu, es va fer Us del disruptor model TS-5 4 kW
(Constant Systems Ltd, Northants, UK), operant a dues condicions diferents: un sol cicle a
pressid elevada (40 kPsi) i tres cicles a pressio més baixa (21 kPsi), sempre tenint en
compte el rang de pressid optim per treballar amb E. coli. En ambdos casos, el volum de

cultiu a processar era de 250 mL.
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2.5.3. Quantificacio6 proteica.

Els gels SDS-PAGE van ser preparats al 12 % (p/v) de policrilamida seguint el
procediment descrit per Laemmli (Laemmli et al. 1970) usant I’equip MiniProtean 1l
(Biorad Laboratories Inc, CA, USA). En el cas dels cossos d’inclusio, les mostres es van
preparar seguint aquest mateix procediment, perd0 amb la particularitat que el tamp6 de
carrega contenia urea 8 M i van ser incubades a 95 °C durant 15 minuts enlloc dels 10
minuts habituals.

La tincié dels gels va ser efectuada mitjangant Coomassie blue o col-loidal, segons va
convenir.

En el cas del Coomassie Blue es va efectuar una etapa de fixacid, seguida d’una etapa de
tincid 1 posteriorment, una destincid, per eliminar 1’excés de colorant. La primera i la
darrera es van dur a terme mitjancant 1’agitacid del gel en una solucio al 40 % de metanol,
mentre que la tincié es va realitzar en una solucié préviament filtrada que consistia en
Coomassie Brilliant Blue R-250 (0.25 g), metanol (90 mL) i acid acetic glacial (10 mL).

Pel que fa al Coomasie Col-loidal també es duia a terme en les tres etapes descrites
anteriorment, pero0 de composicions diferents. La solucié fixadora consistia en sulfat
d’amoni (85 g), acid fosforic (15 mL) i aigua destil-lada (330 mL), metanol (170 mL) i
Coomassie Blue G-250 (0.1% del volum total).

Els patrons de pes molecular, adquirits a Bio-Rad Laboratories Inc (CA, EUA), van ser els
segiients: Miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116.2 kDa), Fosforil-lasa B (97.4 kDa),
Sérum d’albimina (66.2 kDa), Ovalbimina (45 kDa), Anhidrasa carbonica (31 kDa),
Inhibidor de tripsina (21.5 kDa), Lisozim (14.4 kDa) i Aprotinina (6.5 kDa).

Les condicions de treball van ser 40 mA a 120 V durant 90 minuts. Es van dur a terme

analisis densitometriques dels gels SDS-PAGE per determinar la proporcio entre FucA i la
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resta de proteines amb 1’ajut de dos programaris: el Quantity one v.4.8 (Biorad
Laboratories Inc, CA, USA) de manera habitual i el Kodak Z370290® 1D (Sigma-Aldrich,
USA), emprat puntualment a tall comparatiu.

La concentracié de proteina en mg/mL va ser determinada mitjangant un kit d’assaig
proteic de Bradford (Pierce, Rockford, IlI, USA), usant BSA (albimina de serum bovi) com

a proteina patro.

2.5.4. Determinacio de I’activitat enzimatica de fuculosa-1-fosfat aldolasa (FucA).

2.5.4.1. Fonament.

L’activitat de FUCA va ser determinada d’acord amb el procediment proposat per Durany,
(2003), els principis del qual es descriuen breument.

La FucA catalitza la transformacio de L-fuculosa-1-fosfat en L-lactaldehid i
dihidroxiacetona fosfat (DHAP) (Figura 2.7). Per tal de seguir el curs de la reaccio,
s’acobla una segona reaccio enzimatica. La DHAP produida reacciona amb NADH gracies
a la preséncia de a-glicerol-3-fosfat deshidrogenasa (a-GDH). Sota les condicions d’assaig,
la reaccié acoblada és gairebé instantania (Figura 2.7).

Per aquesta rao, la reaccié es mesura a partir de la disminucioé de I’absorbancia de NADH

a 340 nm.

Fuculosa —1— fosfat —=2 | —lactaldehid + DHAP
DHAP + NADH —%=°2"_ i — glicerofosfat + NAD*

Fig. 2.7. Assaig enzimatic per a la determinacié de ’activitat enzimatica de FucA (Durany, 2003).



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

77
2.5.4.2. Condicions de I’assaig.
L’assaig es va realitzar a una temperatura de 25 °C i pH=7.5 pas de llum=1cm, per un

volum total d’assaig de 1 mL.

Reactius

Els reactius necessaris per I’assaig son els segiients.

1) Tampo d’activitat: 100 mM Tris-HCI, 150 mM KCI pH=7.5 a 25 °C.

2) Solucié aquosa de Fuculosa-1-fosfat 58 mM sintetitzada com la sal de diciclohexilamoni
(PM=442.49). Aquesta sal no és comercial, i es disposa d’un protocol per la seva sintesi
enzimatica desenvolupada en treballs anteriors al grup (Durany, 2003).

3) GDH 50 UA/mL. Preparacioé d’una solucido 500 UA/mL a partir del liofilitzat comercial
a- GDH de mascul de conill (205 U/mL) (Fluka, Alemanya) que es conserva aliquotada a
-20 °C. Es realitza la dilucié pertinent amb Tampo6 100 mM, 150 mM KCI pH=7.5.

4) B-NADH 4.0 mM (Fluka, Alemanya).

5) Solucié aldolasica a quantificar. L’assaig s’ha posat a punt per a mostres que continguin
entre 0.26 i 0.60 UA/mL, la qual cosa correspon a una oxidaci6é del B-NADH (considerant

la velocitat inicial de consum per I’assaig) en el marge de 6.51 15.5 min.

Si la concentracio de I’activitat Fuc-1-P-A de la mostra a quantificar excedia els marges

definits per I’assaig es treballa amb dilucions de la mostra en el tamp6 d’activitat (100 mM

Tris-HCI, 150 mM KCI, pH 7.5).
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Procediment
S’introduia en una cubeta la quantitat de reactius que s’indica a continuacio.
864 pL de Tampd 100 mM, 150 mM KCI pH=7.5.
34 L de Fuc-1-P 58 mM dissolts en 500 uL de Tampd 100 mM, 150 mM KCI pH=7.5.
34 pL de GDH dissolts en Tamp6o 100 mM, 150 mM KCI pH=7.5 per obtenir una
concentraci6 de GDH de 50 UA/mL.

34 pL de NADH dissolts en 1 mL d’aigua tipus MiliQ 18.2 MQcm desgasificada i freda.

Tot seguit, s’homogeneitzava tot per inversio i s’introduia a 1’espectrofotometre UV-VIS
Cary (Varian, Agilent Technologies, USA) i es monitoritzava 1’absorbancia durant 2
minuts, per tal que els reactius s’atemperéssin a 25 °C. S’esperava a tenir una lectura
constant d’ AbSgsonm entre 0.8 i 0.9 i en aquest moment s’afegien 34 uL de mostra a
quantificar. S’homogenitzava la mescla de nou i es monitoritzava el descens durant 5
minuts.

Una unitat d’activitat enzimatica (UA) es defineix com la quantitat d’enzim que catalitzava
el trencament d’1 umol de substrat natural per minut a 25 °C i pH=7.5. Per tant, I’activitat
enzimatica de la mostra es podia calcular a partir de la disminucid6 de 1’absorbancia

observada per minut mentre la caiguda és lineal segons I’equacio seguent:

o1
uA/ml = Ao M) Vo

3 e

on: AA340.min! és la variacid de I’absorbancia a 340 nm, € és el coeficient d’extincid
molar de NADH (6.22 mM™.cm™), Vi: volum total d’assaig (mL), Ve: solucié enzimatica

d’assaig (mL), Ds: factor de dilucioé de mostra enzimatica i L,: pas de llum (1 cm).
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En mostres heterogenies, com ¢és el cas dels cossos d’inclusidé o de les mostres contenint
enzim immobilitzat, I’activitat enzimatica es mesurava en un cubeta de quars de 2 mL amb
agitacié magnética, essent aquest el volum final, perd mantenint la mateixa concentracio de
reactius, és a dir: 1728 uL de Tamp6 100 mM, 150 mM KCI pH=7.5, 68 pL de Fuc-1-P 58
mM, 68 uL de GDH i 68 pL de NADH. Tots els reactius esmentats es dissolen de la

mateixa manera que en el cas de les mostres homogenies.

2.5.5. Reaccié d’addicio aldolica entre dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i (S)-Cbz-

alaninal catalitzada per FucA.

2.5.5.1. Fonament.
FucA catalitza la reaccio d’addicio aldolica entre la dihidroxiacetona fosfat (DHAP) i (S)-

Cbz-alaninal, d’acord amb la reaccié segiient.

Cbz//\v/L\ \\/1\,/OPO3/TfffaCbzz/\v/LE/J\J/OPOS

CH, OH

Ollu

3

Z-S-Alaninal DHAP (3R,4R,5S)-5-(benciloxicarbonilamino)-5,6-dideoxi-1-O-

fosfonohex-2-ulosa.

Fig. 2.8. Reaccio model de la reaccié d’addicié alddlica entre (S)-Chz-alaninal i dihidroxiacetona fosfat

(DHAP) catalitzada per Fuculosa-1-fosfat aldolasa.

Cadascuna de les quatre aldolases depenents de DHAP donen un diastereoisomer diferent

amb els sustrats naturals. Quan s’utilitza la FucA com a catalitzador, s’obté el producte de

sintesi (3R,4R) (Espelt et al., 2005; Suau et al., 2006).
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Per tal d’assegurar la solubilitat dels components, es requereix dimetilformamida (DMF)
com a co-solvent (20 % v/v).
Totes les reaccions aldoliques efectuades sén catalitzades per FucA a 4 °C a una
concentracio de substrats de 28 mM DHAP i 48 mM (S)-Cbz-alaninal (Suau, 2007).
El (S)-Cbz alaninal és dissolt en DMF, mentre que el DHAP es dissol en Tamp6 50 mM
Tris-HCI, 150 mM KCI a pH=7. Per tal de comencar la reaccid, es barregen ambdues
solucions i s’usen 0.5 mL de suspensio enzimatica (en cas que es treballi a 1.5 UA/mL)
que s’afegeixen al medi de reaccid i es manté tot en agitacio constant a 4 °C per assolir
un volum final de reaccio de 2.5 mL. El desenvolupament de la reaccid es segueix tot
mesurant DHAP per un metode enzimatic i el producte i (S)-Cbz-alaninal mitjancant un
sistema HPLC (vegeu detalls en el punt 2.5.5.3). Quan la reaccio esta catalitzada per
FucA soluble, les mostres de I’addici6 aldolica catalitzada per aldolases solubles es
dilueixen previament en metanol en una proporcié de 1:5 per aturar el progrés de la

reaccio.

2.5.5.2. Determinacio de la concentracio de dihidroxiacetona fosfat.

La concentracio de DHAP es determina mitjancant la reacci6 amb NADH catalitzada
per a-glicerol-3-fosfat deshidrogenasa (a-GDH). El consum de NADH s’obté a través
de la disminucidé d’absorbancia a 340 nm (Fig.2.9) i es pot relacionar amb la quantitat

inicial de DHAP a la mostra a analitzar (Ardao, 2009).

a-GDH
DHAP + NADH o —glicerolfosfat + NAD"

v

Fig. 2.9. Assaig enzimatic per a la mesura de la concentracié de DHAP mitjancant la reaccio

d’aquest amb NADH i a-GDH.
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La determinacié de la concentracio de dihidroxiacetona fosfat es realitzava a 25 °C en
una cubeta de quars de 1 mL de volum en el que s’afegien les quantitats de reactius que

s’exposen a al Taula 2.3.

Taula 2.3. Quantitats necessaries pel test enzimatic de la determinacié de la concentracié de DHAP.

(*) Dissolt en aigua tipus MiliQ 18.2 MQcm desgasificada i freda.

Reactiu Volum (uL)
100 mM Tris-HCI pH=7.5 970

20 mM B-NADH (*) 10

Mostra 10

La cubeta s’agitava per inversid i es mesurava 1’absorbancia de la barreja a 340 nm
(Abs;). S’afegien 10 uL de a-glicerol-3-fosfat-deshidrogenasa (50 UA/mL) per iniciar
la reaccid, es seguia la disminucio en I’absorbancia de la barreja 1 s’anotava el valor que
s’assolia al final de la reaccio (Abs;). La diferéncia entre el valor inicial i el final és
directament proporcional a la quantitat de DHAP existent a la mostra a través d’una

recta de calibrat: y=20.016x - 0.1486; R?=0.9998 (vegeu annexes A.1).

2.5.5.3. Determinaciéo de la concentracié de (S)-Cbz-alaninal i del producte
d’addicié.

La determinacio de (S)-Chz-alaninal i del producte d’addicié es va dur a terme per
HPLC en un equip Ultimate 3000 de Dionex emprant una columna X-Bridge C185 um

4.6 x 250 mm de Waters. Les condicions cromatografiques van ser: fase mobil A: 0.1 %
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v/v TFA en H,0 i fase mobil B: 0.095% v/v TFA en H,O: acetonitril 1:4 v/v; gradient
de 10 % a 60 % B en 25 minuts; flux 1 mL/min, temperatura 30 °C, deteccié UV 215
nm, volum d’injeccié 30 pL. Les mostres de reaccio es van diluir en metanol i es van
centrifugar (Heraeus Pico-21, 18000xg, 1 minut, 4 °C) abans de 1’analisi.
Préviament s’ha comprovat la solubilitat dels medis de reaccid emprats en les fases
mobils en una concentracio 10 % i 100 % de B.
La quantificacio es va realitzar mitjangant rectes de calibrat a partir de patrons de (S)-
Cbz-alaninal de concentracié coneguda. La recta de calibrat emprada és y=0.0247x +
0.2092; R?=0.994 (vegeu annexes A.2).
Ates que el grup amb major absorbancia a la longitud d’ona de I’assaig és el grup
protector Cbz, el qual es troba també en el producte d’addicid, es va emprar aquesta

mateixa recta de calibrat en la quantificacio de producte.
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2.6. Técniques d’immobilitzacio.

Les immobilitzacions es realitzen mantenint en contacte una solucié enzimatica de
FucA amb el suport corresponent a les condicions d’immobilitzaci6.

Tot i que s’han usat dues técniques d’immobilitzacié (descrites a continuacid), en
qualsevol cas la barreja d’immobilitzacié s’ha de mantenir en agitacio i realitzar-se el
seguiment del procés mitjancant la determinacié de D’activitat de FucA al blanc,
suspensio i sobrenedant.

La variaci6 de I’activitat del blanc amb el temps indica I’estabilitat de I’enzim a les
condicions d’immobilitzacid, mentre que la de I’activitat del sobrenedant indica
I’activitat en fase liquida 1 per tant, que resta sense immobilitzar. A partir d’aquestes
dues mesures, es pot calcular el rendiment d’immobilitzacié per diferéncia. L’activitat
de la suspensidé és una mesura de I’activitat global, tant en fase liquida com en fase

solida.

2.6.1. Immobilitzacio en forma de CLEA (Cross-linked Enzyme Aggregates).

El seguent procediment es basava en les indicacions descrites a la tesi doctoral de
Trinitat Suau (Suau, 2007), pero amb algunes modificacions que es detallen a
continuacio.

La immobilitzacio es realitza a partir d’una suspensid enzimatica de FucA
emmagatzemada amb 400 g/L de sulfat amonic amb una activitat de 21.7 UA/mL. Es
va procedir a la obtencio directa del volum a immobilitzar, sense la prévia dissolucié en
una soluci6 tampo, ja que I’enzim havia de trobar-se precipitat per dur a terme la

immobilitzacié en glutaraldehid.
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El glutaraldehid provinent d’una solucié aqiiosa comercial 0.25 M ( Sigma Aldrich,
Alemanya), s’addiciona (sense dilucid previa) en la quantitat necessaria per obtenir la
concentracio final desitjada.

Les concentracions finals de glutaraldehid estudiades van ser: 1 %, 0.5 % i0.2 % , per

la qual cosa els volums inicials van ser els seguents.

Taula 2.4. Volums de treball de soluci6 enzimatica i glutaraldehid per a la immobilitzacié en forma

de CLEA.

Concentraciéo final de Volum de solucié Activitat inicial de Volum addicionat de

glutaraldehid (%) enzimatica FucA (mL) suspensio (UA/mL) glutaraldehid (mL)
1 4.8 0.26 0.2
0.5 4.9 0.21 0.1
0.02 4.96 13 0.04

Seguint la informacio de la taula, es prepararen tres flascons que contenien els volums
de solucio enzimatica FUCA que es descriu a a taula 2.4. Abans de procedir a 1’addicio
del glutaraldehid, es va mesurar I’activitat de la FucA en la suspensi6 enzimatica inicial,
la qual va resultar ser de 0.26 UA/mL en el cas del flascoO on es realitzaria la
immobilitzacié al 1 % de glutaraldehid, 0.21 en el flascd etiquetat com a 0.5 %
glutaraldehid 1 finalment, 1.3 UA/mL quan la concentracié final de 1’esmentat
glutaraldehid seria de 0.02 %. Posteriorment, s’addiciona el volum de glutaraldehid que
figura a la taula 2.4. A banda dels tres flascons esmentats, es prepararen tres flascons
addicionals que corresponien als controls. En aquest cas, el volum de glutaraldehid fou

substituit per aigua MiliQ desgasificada i freda.
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Un cop establerts els tres experiments, es va procedir a la presa de mostra per tal de
seguir I’evolucié de la immobilitzacié tot mesurant I’activitat de FucA del blanc, la
suspensio i el sobrenedant. Per a realitzar I’esmentada mesura, es van prendre 268 pL
de la suspensié enzimatica als minuts 0, 30, 60, 90, 180 i 300. Aquest volum va ser
centrifugat a 12000 rpm durant 3 minuts i es va obtenir un sobrenedant (SN3) i un
sediment (P;). Es va mesurar I’activitat de la fracci6 SN; mitjancant el métode habitual
(vegeu seccid 2.5.4). Posteriorment, la fraccié P1 va ser resuspesa en 100 puL de tampo
100 mM Tris-HCI, 150 mM KCI pH=7.5 i es va centrifugar de nou a les condicions
esmentades. Consequentment, s’obtingueren dues fraccions: SN», del qual es mesura
directament ’activitat i P,, el qual es va resuspendre en 100 puL de tampo 100 mM Tris-

HCI, 150 mM KCI pH=7.5 per tal de quantificar-ne I’activitat.

2.6.2. Immobilitzacié per encapsulament a partir de tecnologia Lentikat®

(Genialab).

Aquesta immobilitzacié va ser duta a terme tot seguint les indicacions del fabricant
(Genialab, Lentikats®).

Inicialment, es fonia el liquid Lentikat®, basicament compost per alcohol polivinil-lic,
per calor i es refredava a temperatura ambient per tal de no malmetre el biocatalitzador.
La temperatura de treball va ser de 25 °C a 30 °C. Un cop aquesta era assolida, es
barrejava amb el biocatalitzador mantenint una relacié entre biocatalitzador i alcohol
polivinil-lic de 4:1 (v/v). Quan la barreja fou homogenia, es van aplicar dos metodes

diferents segons el cas, manualment (en els primers assaigs) o mitjancant un aparell
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anomenat Lentikat® printer que permet automatitzar la fabricacié de particules de
biocatalitzador en forma de llentia.

En el primer cas (Fig.2.10a), es carregava la barreja en una xeringa estandard amb una
canula (de 1 mm de diametre aproximadament) i s’anaven formant les boles a la
superficie d’una placa de petri.

En els segon cas, en comptes de realitzar les boles amb I’ajut d’una xeringa, es partia
d’una placa de petri plena de I’esmentada barreja (alcohol polivinil-lic) que s’introduia a
la premsa, accionant un palanca de manera que el motlle s’omplis (Fig.2.10b). Tot
seguit, s’ introduia una segona placa de petri i s’accionava de nou la palanca, de manera

que el liquid retingut al primer motlle quedava impres en el segon.

En qualsevol dels dos casos, les boles resultants van ésser pesades i es va esperar que
aquestes haguéssin perdut un 70 % de I’aigua que tenien inicialment. Un cop arribat
aquest moment, es pot dir que la gelificacié és completa, de manera que es va procedir a
abocar un segon component: 1’estabilitzador Lentikat®, a raé de 200 mL per cada 5 g
de conjunt Lentikat®. Després de 2-3 minuts de contacte, les boles es podien separar
facilment de la superficie de la placa i es van afegir en una ampolla, juntament amb
I’esmentat liquid estabilitzador. L’ampolla es deixa en agitacié durant 2 hores en un
agitador tipus roller a temperatura ambient.

Després de I’estabilitzacio, el sobrenedant va ser retirat i substituit pel tamp6 d’activitat
100 mM Tris-HCI, 150 mM clorur de KCI pH=7.5. En aquesta forma es va mantenir el
conjunt durant més de dos mesos a 4 °C. L’activitat oferida dins les boles era de 51 UA
totals.

Finalment, es van realitzar una série d’accions: en primer lloc, un assaig d’activitat

enzimatica tant a la solucio estabilitzadora a les 2 hores com en el tamp6 d’activitat al
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llarg del temps; en segon lloc, es va anotar el pes del conjunt Lentikat® de la
immobilitzaci6 i per acabar, un assaig d’activitat a una mostra del conjunt Lentikat®.
En aquest Ultim, I’assaig d’activitat es realitza a partir d’unes quantes boles de pes

conegut, les quals s’introduiren en una cubeta de 2 mL 1 es va seguir el mateix

procediment que en una mostra heterogénia (veure apartat 2.5.4.2).

Fig. 2.10. Preparacio6 de particules Lentikat® de manera manual (a) i (b) mitjangant una premsa

(Lentikat® printer).



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

88

2.7. Referéncies.

Ardao 1. 2009. Avances en el desarollo de bioprocesos: adicion aldélica catalizada
por ramnulosa-1-fosfato aldolasa recombinante. Tesi Doctoral. Universitat
Autonoma de Barcelona.

Beckwith JR. 1964. A deletion analysis of the lac operator region in Escherichia
coli. J Mol Biol. 8:427.

Durany O. 2003. Produccié de Fuculosa-1-fosfat aldolasa Recombinant en E. coli.
Tesi doctoral. Universitat Autonoma de Barcelona.

Espelt L, Bujons J, Parella T, Calveras J, Joglar J, Delgado A, Clapes P. 2005. Aldol
additions of dihidroxyacetone phosphate to N-Cbz-amino aldehydes catalyzed by
L-Fuculose-1-Phosphate  aldolase in  emulsion  systems: Inversion of

stereoselectivity as a function of the acceptor aldehyde. Chem Eur J. 11:1392-1401.

Fowler AV. Zabin 1. 1968. B-galactosidase: immunological studies of nonsense,

missense and deletion mutants. J Mol Biol. 33: 35.

Garcia-Fruitos E. Gonzalez-Montalban N, Morell M, Vera A, Ferraz RM. Aris A,
Ventura S, Villaverde A. 2005. Aggregation as bacterial inclusion bodies does not

imply inactivation of enzymes and fluorescent proteins. Microb Cell Fact. 4:27.

Korz, DJ, Rinas U, Hellmuth, K, Sanders EA, Deckwer WD. 1995. Simple fed-batch
technique for high cell density cultivation of Escherichia coli. J Biotechnol. 39:59—
65.

Laemmli UK. 1970. Cleavage of Structural Proteins During Assembly of Head of
Bacteriophage-T4. Nature 227 (5259): 680-8.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

89

Pinsach J. 2009. Development of recombinant aldolase production process in E.

coli. Tesi doctoral. Universitat Autonoma de Barcelona.

Suau T. 2007. Fuculosa-1-fosfat aldolasa com a biocatalitzador en sintesi: model
cinétic i immobilitzacid. Tesi doctoral. Universitat Autdnoma de Barcelona.

Thomas JG. Baneyx XF. 1998. Roles of the Escherichia coli Small Heat Shock
Proteins IbpA and IbpB in Thermal Stress Management: Comparision with CIpA,
ClpB and HtpG In vivo. J Bacteriol.180 (19): 5165-5172.

Vidal L. 2006. Produccion de aldolasas recombinantes: de la biologia molecular al
desarrollo de procesos. Tesi doctoral. Universitat Autonoma de Barcelona.

Vidal L, Pinsach J, Striedner G, Caminal G, Ferrer P. 2008. Development of an
amtibiotic-free plasmid selection system based on glycine auxotrophy for
recombinant protein overproduction in Escherichia coli. J Biotechnol. 134 (1-2):
127-136.

Vidal L, Pinsach J, Striedner G, Caminal G, Ferrer P. 2008. Development of an
amtibiotic-free plasmid selection system based on glycine auxotrophy for
recombinant protein overproduction in Escherichia coli. J Biotechnol. 134 (1-2):
127-136.

Villarejo MR. Zabin I. 1974. pB-Galactosidase from Termination and Deletion
Mutant Strains. J Bacteriol. 120 (1):466-474.

Zamenhof PJ, Villarejo MR. 1972. Construction and Properties of Escherichia coli
strains exhibiting a-complementation of f-galactosidase Fragment In Vivo. J
Bacteriol. 110 (1):171-178.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

90

CAPITOL 3. PRODUCCIO DE L’ALDOLASA FUCULOSA-1-
FOSFAT RECOMBINANT EN ESCHERICHIA coLl

MITJANCANT UNA SOCA AUXOTROFICA PER A LA GLICINA.

3.1. Introduccio.

El gen que codifica per la Fuculosa-1-fosfat aldolasa d’ E. coli va ser clonat per primer
cop en una soca recombinant d’E. coli anomenada XL-1-Blue MRF’ amb un vector
d’expressio pTrcfuc (Garcia-Junceda et al., 1995). La construccio consistia en un vector
d’expressio d’Invitrogen que permetia 1’expressio de la proteina sota el control del
promotor trc (derivat del promotor lac) induida per 1’addicié d’IPTG. La proteina
fuculosa-1-fosfat aldolasa estava expressada, com a proteina de fusid, amb una cua de
sis histidines a I’extrem N-terminal.

Durany et al. (2005) van optimitzar la produccié de I’enzim recombinant en operacio
discontinua alimentada per tal d’assolir cultius d’alta densitat cel-lular. Un cop la soca
recombinant va ser caracteritzada sota unes condicions de creixement establertes, la
produccid es va realitzar a un bioreactor operant en discontinu alimentat i a velocitat
especifica de creixement constant per maximitzar la productivitat de proteina
recombinant.

En aquest moment, va sorgir la necessitat de construir un sistema estandard per totes les
aldolases. Per aquest motiu, es va clonar I’enzim en el mateix vector d’expressid que la
resta d’aldolases: pQE-40 (Qiagen) sota el control transcripcional del promotor T5.
Aquest sistema d’expressio permetia alts nivells d’expressio (Vidal et al., 2006).

Tanmateix, es va observar inestabilitat plasmidica en cultius discontinus alimentats
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perllongats. Per tal d’evitar i reduir els costos de medi associats a I’ts d’antibiotics, es
va desenvolupar un nou sistema d’expressio basat en una auxotrofia per glicina.

D’acord amb el metode descrit per Datsenko i Wanner (2000), es va dur a terme en E.
coli M15 la deleci6 del gen glyA que codifica per hidroximetil serina transferassa
(SHMT), un enzim clau de la ruta metabolica per la sintesi de glicina (Liu et al., 1991;
Vidal, 2006). Consequientment, es va obtenir una soca amb una auxotrofia per la glicina
(M15 AglyA) tal com s’explica continuacio.

En el treball de la tesi doctoral de’n Luis Vidal (Vidal, 2006), es demostra que una
complementacio genica d’una auxotrofia per glicina podria mantenir de manera estable
el plasmidi episomal pQE-40 en E. coli. Concretament, el gen glyA va ser inserit a un
plasmidi pQE-40 que contenia un gen rhaD, el qual codificava per la ramnulosa-1-
fosfat aldolasa (RhuA), donant lloc al plasmidi anomenat pQEafrham A, el qual va ser
transformat a les cel-lules d’ E. coli M15A glyA. Tan sols els clons amb el plasmidi de
complementacio eren capacos de créixer en un medi definit sense glicina. Per aquesta
rao, el creixement estaria subordinat al plasmidi que expressa glyA. Cal destacar que
aquest sistema va resultar efectiu per a la produccié de RhuA en cultius d’clevada

densitat operats en discontinu alimentat (Vidal, 2006; Vidal et al.,2008).

En aquest capitol s’estudia 1’extensié d’aquesta aproximacio per I’expressio de FUCA i
I’objectiu que es planteja és la construccié d’una soca d’E. coli anomenada M15 AglyA/
pQEoapfucA per tal de produir la Fuculosa-1-fosfat aldolasa.

Aixi mateix, també es realitzaran cultius per verificar la validesa de la construccid, tant

a nivell d’Erlenmeyer com de fermentador.
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3.2. Materials i métodes.

3.2.1. Soques, plasmidis i estratégia emprades.
Per tal de realitzar aquesta construccio, es van emprar el plasmidi pQEaprham, d’on es
va aillar el fragment of i aquest es va introduir al plasmidi pQEfucA, ambdos

continguts en soques M15 AglyA (Vidal, 2006).

pAIE=F rham

5300 bp

C. TS Ol O

] OulesTog

M ({148}

Bl bawmavsa {8735 50055 Fucl (146073}

Hind [H %75
Ty frmrversion

Abes 1 {13413
alln
CoiE

Uha [ (3000 oA

bvin

Fig 3.1. Estratégia de clonatge a partir dels plasmidis d’origen construits per Vidal et al (2006):
pQEauprham (a) i pQEfucA (b) que donaren com a resultat el plasmidi pQEapfucA (c) i que posseeix

el fragment of de color vermell i el gen fiicA identificat en verd.
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3.2.2. Producci6 de FucA en M15 AglyA/pQEapfucA mitjancant cultius en

Erlenmeyer.

Els cultius en matrassos d’Erlenmeyer es desenvoluparen en Medi Definit (MD),
seguint el mateix procediment d’inoculs que es descriu a 2.3. També es descriuen els
procediments de disrupcio cel-lular, purificacio i quantificacio de la FUcA (2.5).
Addicionalment, es van realitzar uns estudis a nivell d’Erlenmeyer a diferents
concentracions de glucosa i, posteriorment, es van determinar els parametres cinetics de
la soca. La ra0 de realitzar el creixement amb concentracions de glucosa diverses era
estudiar el comportament de la soca davant més o menys substrat i, fins i tot, en casos
d’inhibicio.

Un cop observada la corba de creixement i amb I’ajuda del programa g-PROMS de
Process Systems Enterprise (J. Ruiz, Universitat Autonoma de Barcelona, comunicacio
personal) es cerquen els parametres cinétics els quals permetran tenir més informacio de
cara al creixement en fermentador.

gPROMS és un sistema de modelitzacio de procés general (Process Modelling System)
per a simular, optimitzar i estimar parametres cinétics. E1 modul d’estimaci6é determina
els parametres del model que ajusta a les dades experimentals minimitzant la funcio
objectiu que té en compte la suma dels errors al quadrat de totes les mesures i la

variancia de cada variable.
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3.2.3. Producci6 de FucA en MI15AglyA/pQEapfucA mitjancant cultius en

fermentador operant en discontinu alimentat.

Els creixements en fermentador es realitzaren en discontinu alimentat, amb un perfil
exponencial d’addici6 i induccié per un pols d’IPTG, tal com es descriu a I’apartat
2.3.3.

Per analogia als antecedents amb M15 AglyA/pQEafrham (Vidal, 2006), es treballa
amb una velocitat especifica de creixement (u) de 0.21 h™ .

Pel que fa a la purificacio de la proteina a partir del brou del cultiu, es troba descrita

també a I’apartat 2.5.
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3.3. Resultats i discussio.

Tot seguit, es presenten els resultats més rellevants de les etapes principals de

construccid i expressio de la soca M15 AglyA/ pQEaffucA (vegeu Fig.3.1).

3.3.1. Desenvolupament de la construcciéo M15 AglyA/pQEafpfucA.

El tipus de clonatge per al qual es va optar va ser de tipus classic, amb encebadors que,
a banda d’amplificar la regié desitjada, continguéssin dianes pels enzims de restriccid
que s’emprarien per tallar el plasmidi on seria inserit el fragment previament tallat amb
els esmentats enzims de restriccio.

L’amplificacio del fragment aff es va realitzar per PCR (procediment descrit a I’apartat

2.2.3) apartir dels encebadors que tot seguit es presenten a la Taula 3.1.

Taula 3.1. Parell d’oligonucleotids usats per I’amplificacio del fragment aff mitjancant PCR amb la
seva direccio de sintesi, sequéncia, diana de tall (marcada en vermell) i temperatura de fusi6 teorica

(Tm) segons la casa comercial (Biomers).

Encebador Oligonucledtid Seqiiéncia (5°-3°) Diana Tm (°C)

1 Forward_Mrol  atcttccggagtgaagacgaaagggectcg  Mrol 76

2 Reverse_Xbal  tcggtctagatggcgcgatacgtagaaag ~ Xbal 71
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La polimerasa emprada va ser la KOD polimerasa de Roche, la qual posseeix activitat
reparadora d’errors, i €s van seguir les indicacions del fabricant pel que fa als volums de
cadascun dels components per a un volum final estandard de 50 pL.
Les condicions per a I’amplificacié d’aquest fragment van ser 5 minuts a 98 °C com a
preescalfament, 30 segons a 98 °C com a etapa de desnaturalitzacid, 30 segons a la
temperatura d’anellament corresponent (5 graus per sota la temperatura mitjana de
fusid), 30 segons a 72 °C d’extensid i 5 minuts també a 72 °C com a extensid final. El

nombre total de cicles va ser de 35.

Posteriorment, el plasmidi pQEfucA va ser digerit amb els mateixos enzims de
restriccio (Xbal i Mrol) donant un fragment de 3465 bp. La restriccio va ser

confirmada mitjangant un gel d’agarosa (Fig.3.2).

/

4072 bp
3054 bp

2036 bp
1636 bp

1018 bp

Fig. 3.2. Gel d’agarosa que mostra el producte de digestiéo (pQEfucA) amb els enzims de
restriccio Xbal i Mrol mitjancant una banda de 3465 pb indicada amb una fletxa vermella

(carril 1).
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El fragment off va ser obtingut per PCR (Fig.3.3). Segons el gel d’agarosa, aquest
fragment tenia una mida aproximada de 1662 pb. El producte de PCR va ser purificat

i posteriorment digerit amb els enzims de restriccié Xbal i Mrol.

4072 bp
3054 bp

2036 bp
1636 bp

1018 bp

Fig. 3.3. Electroforesis amb gel d’agarosa que mostra un producte de PCR : una banda de 1662 pb

corresponent a un fragment af, el qual s’indica amb una fletxa vermella (carril 1).

Un cop efectuada la lligacidé (procediment descrit a 2.2.4), es va dur a terme una
transformacio, la qual va donar lloc a diversos clons, tres dels quals eren capacgos de
créixer en Medi Definit (MD). Amb aquests tres clons, calia realitzar una seleccio dels
positius per verificar que tots els transformants contenien el plasmidi pQEfucA amb el
fragment af} incorporat. Per assolir aquest objectiu, els minicultius liquids dels clons
es van incubar durant 24 h en medi LB amb Ampicil-lina i, tot seguit, es van realitzar
unes extraccions de DNA plasmidic. Aleshores, aquest DNA va ser incubat amb els

mateixos enzims emprats en la construccié: Xbal i Mrol. Els gels d’agarosa resultants
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mostraven que els plamidis obtinguts presentaven el patrd de restriccié corresponent a

la construccié amb el nou insert (banda de 1.66 kb) (Fig.3.4).

5090 bp
4072 bp
3054 bp

2036 bp
1636 bp

1018 bp

Fig. 3.4. Electroforesi en gel d’agarosa que mostra les digestions amb Xba | i
Mro | del DNA plasmidic corresponent als clons 1, 2 i 3 (carrils 1, 2 i 3). Al
carril 4, s’inclou com a control la mateixa digestié amb el DNA plasmidic de

la soca DH5a pUC 18.

3.3.2. Producci6 de FucA en M15 AglyA/pQEaffucA mitjancant cultius en

matrassos d’Erlenmeyer.

Es van realitzar cinc cultius en matrassos d’Erlenmeyer en MD, un per a cadascun dels
clons seleccionats (1, 2 i 3), un control positiu i un control negatiu.
Els controls positiu i negatiu consistien en cultius de la soca E. coli M15/pQEfucA

(Vidal, 2006), essent 1'un induit amb IPTG i I’altre no induit, respectivament.
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Inducci6
IPTG

Clon1
Clon 2
Clon 3
Control positiu
Control negatiu

Densitat Optica a 600nm (UA)

0 2 4 6 8 10
Temps (h)

Fig. 3.5. Cultius en Erlenmeyer. Perfil de creixement dels clon 1, 2 i 3, i controls (positiu i
negatiu). Els clons 1, 2 i 3 sén de cultius d’ E. coli M15 AglyA/pQEapfucA i el control positiu

empra E. coli M15/pQEfucA (induit) i el control amb E. coli M15/pQEfucA (no induit).

El perfil de creixement resultant (Fig.3.5) mostrava una evolucio de la densitat optica
similar a estudis previs obtinguts amb la soca E. coli M15 AglyA/pQEafrham (Vidal,

2006).

3.3.2.1. Proves d’expressio en FucA
Per tal d’analitzar els nivells d’expressié de FUCA, el creixement cel-lular va ser aturat a
les 5 hores després de la induccié quan el valor maxim assolit per algun dels cultius era

de 4.5 unitats de DO i es va seguir el procediment descrit a 1’apartat 2.5.1.
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En el gel SDS-PAGE, es va observar una banda de 26 kDa, que correspon a un
monomer de la FucA. Addicionalment, es va detectar una segona banda, aquesta de 45

kDa, que correspon a SHMT (Fig.3.6).

200 kDa

116.25 kDa

97.4 kDa
SHMT 66.2 kDa
(45 kDa)

45 kDa
(26 kDa) 31 kDa
—>

21.5kDa

.~ —r > = -
Fig. 3.6. Analisi SDS-PAGE de les proteines expressades pels clons (1, 2i 3) i pels controls en
cultius en Erlenmeyer detectades mitjancant una tincié6 amb Blau de Coomassie. Els carrils
designats com a M, mostren els marcadors de pes molecular; al carril 1, el clon 1; al carril 2, el

clon 2; al carril 3, el clon 3i el control positiu i negatiu als carrils 4 i 5 respectivament.

La banda que correspon a FucA s’observa de manera clara amb intensitat en els clons 1
i 2, mentre que només débilment en el clon 3. Tal com s’esperava, el control positiu
mostra una banda de FucA, la qual és absent en el control negatiu.

Aixi doncs, es demostrava que E. coli M15 AglyA/pQEoffucA produia FucA, almenys

enelsclons1i2.
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3.3.2.2. Assaigs d’activitat i quantificacio
Amb I’objectiu de quantificar els nivells d’expressié de FucA a partir d’experiments de
creixement dels clons i els controls en matrassos d’Erlenmeyer, es va determinar
I’activitat de la FucA produida respecte a la proteina total i al pes sec de biomasa

generada (Taula 3.2).

Taula 3.2. Activitat de la FucA produida, respecte a la proteina total i al pes sec
de la biomasa generada, pels clons i els controls en experiments de creixement en

matrassos Erlenmeyer.

Mostres UA/mg proteina total UA/g pes sec
Clon 1 35 1378
Clon 2 51 971
Clon 3 1.1 67

Control positiu 3 627
Control negatiu 0.6 53

Considerant I’activitat de FUcA per gram de pes sec, el clon 1 obtenia el valor més
elevat, mentre que tenint en compte ’activitat de FucA relacionada amb la proteina
soluble total, el clon 2 assolia el valor major. Els nivells del clon 3 eren molt semblants
a I’expressio basal que mostrava el control negatiu.

Per altra banda, si es comparen els valors amb els de la soca préviament dissenyada:
M15/pQEfucA (Vidal, 2006), s’observa que en el clon 2 s’assoleix dues vegades més

d’activitat que en el control positiu.
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Addicionalment, era interessant determinar 1’activitat especifica de FucA produida pels
diferents clons. Per aquesta rad, es va dur a terme una densitometria, els resultats de la
qual es mostren a la Taula 3.3, columna 1. Es va determinar la proporcio entre FucA i la

resta de proteines i I’activitat expressada en UA/ mg FucA (Taula 3.3).

Taula 3.3. Determinacié de la proporcio de FucA respecte la resta de proteines
(en %) i valors d’activitat expressats en termes de UA/mg FucA corresponents

als diferents clons (1, 2 i 3) i al control positiu.

% FUcA respecte Activitat

la proteina total en UA/ mg FucA

Clon 1 19 18.2
Clon 2 28 18.4
Clon 3 5 22.7
Control positiu 10 21.8

Com es pot veure, el percentatge de FucA al clon 2 representa gairebé un 30 % del
contingut total de proteina intracel-lular soluble, la qual cosa manté una coheréncia amb
les analisis prévies, on el clon 2 era el que produia més FUcA activa per mg de proteina,
sequit del clon 1 iel clon 3 ( Taula 3.2, columna 1).

A la segona columna, s’observa que 1’activitat especifica posseeix uns valors similars
per tots els clons.

Tot i que la FucA és la proteina meés representativa comparada amb les altres, la SHMT
és la segona meés important (Fig.3.6). Aquest comportament havia estat observat també
en els treballs anteriors duts a terme per a 1’expressié de ramnulosa-1-fosfat aldolasa o

RhuA (Vidal, 2006). Aquesta elevada quantitat de SHMT observada en cultius induits
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podria ésser explicada pel fet que el gen glyA (el qual codificar per I’enzim SHMT) es
troba sota el control transcripcional d’un promotor constitutiu (P3) . D’altra banda,
Vidal (2006) va suggerir la possibilitat d’un fenomen de sobretranscripcid
(“readthrough”) del terminador transcripcional del gen fucA, el qual es troba sota el
control d’un promotor molt eficient (promotor T5). Aquest fet podria incrementar els
nivells transcripcionals del gen glyA, situat corrent avall (downstream) del gen fucA en

condicions d’induccio6 (addici6 IPTG).

Els resultats obtinguts indiquen que, malgrat les modificacions realitzades a la soca,
I’enzim fuculosa-1-fosfat aldolasa manté la mateixa activitat especifica que en E. coli
M15/pQEfucA i amb uns valors de produccié majors (Taula 3.2).

A partir d’aquest instant i per les raons esmentades, es procedeix a la seleccio del clon 2

per als estudis posteriors.

3.3.2.3. Determinaci6 dels parametres cinetics de la soca

La caracteritzacio del creixement de la soca es va efectuar a 37 °C en MD. Els quatre
matrassos d’Erlenmeyer es van fer créixer a un rang de concentraci6 inicial de glucosa
entre 0 i 100 g/L, per tal de definir la cinética en funcié del consum de substrat. La
concentracié de biomassa i el substrat van ésser mesurades al Ilarg del temps en tots els
cultius.

Tot i que mancarien punts per fer-ne un analisi precis, semblava que les velocitats
especifiques de creixement inicials mesurades eren similars quan es tractava de
concentracions baixes i en canvi, mostraven grans diferéncies en el cas de cultius

crescuts a concentracions inicials elevades. Quan es representaven les velocitats
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especifiques de creixement inicials envers les concentracions de glucosa inicials per a

cada cultiu, s’obtenia una cinética d’inhibici6 per substrat (Fig.3.7).
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Fig. 3.7. Velocitat especifica de creixement inicial envers la concentracio inicial de glucosa en cultius

Erlenmeyer. Les dades experimentals es representen en cercles.

Les dades experimentals presentades van ser ajustades al model Aiba-Edwards
(Fig.3.8), que descriu una cinetica Monod amb inhibicié per substrat. Emprant el
programa gPROMS es van trobar els parametres cinétics segiients: pmu=0.53+0.01 (hh),
Ks=0.3945.52 (g/L) i Ks=55.76+3.18 (g/L). Aquests valors concorden amb els obtinguts
en treballs anteriors amb la soca M15 AglyA/pQEaprham (Pinsach et al., 2008). De la
mateixa manera que s’observava en el treball esmentat, existeix molt error en

I’estimacio de Ks degut a les limitacins en precisié del métode analitic.
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Fig. 3.8. Equacié de model d’Aiba Edwards que descriu una inhibicié per substrat.

D’altra banda, s’han calculat el rendiment biomassa-substrat, Yx/s=0.42+0.01 g pes
sec/g glucosa, i el coeficient de manteniment, m=0.096+0.007 g glucosa/ g pes sec.h, els

quals mostren novament coherencia amb els treballs anteriors (Pinsach et al., 2008).

3.3.3. Produccio de FucA en M15 AglyA/pQEaffucA mitjancant cultius en

fermentador.

S’ha dut a terme un proceés de produccié de FucA recombinant en discontinu alimentat
d’acord amb el procediment indicat a I’apartat 2.3.3. Les dades de rendiment han
permes dissenyar un perfil exponencial d’addicid per mantenir la velocitat especifica de
creixement a 0.21 h™. El procés total va durar 23 hores, 16 h de discontinu (batch) i 7
h de discontinu alimentat (fed-batch). La inducci6 es va realitzar amb un pols d’IPTG

150 uM (concentracio final) quan es van assolir les 40 unitats de DO (Vidal, 2006).
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Fig. 3.9. Evoluci6 de la fermentacié en termes de densitat optica a 600nm i concentraci6 de glucosa.
S’observa I’etapa de discontinu (batch) i la de discontinu alimentat (fed-batch) respectivament, les

addicions de fosfats i el moment d’induccié quan DOggonm=40.

La Fig.3.9 presenta 1’evolucié amb el temps de la concentracié de biomassa (com a DO)
i de glucosa, incloent la indicacié del moment de la induccio i de les tres addicions de
fosfats, tal i com s’especifiquen en el punt 2.3.1.1.

A partir de les mostres recollides des del moment d’induccio fins al final del procés (de
18 a 23 h), es van realitzar els assaigs analitics habituals per tal de determinar els valors
de I’activitat total (UA/ g pes sec), I’activitat especifica (UA/mg FucA) i la proporcio
entre FUCA (% FucA) i la resta de proteines a partir de la densitometria dels gels

d’electroforesi. A la taula 3.4, se’n pot observar un resum.
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Taula 3.4. Evolucio6 de ’activitat de la FucA expressada després de la induccid. L’activitat de FucA
s’expressa com a activitat total (UA/ g pes sec), activitat especifica (UA/ mg FucA) i percentatge de

FucA (% FucA) respecte a la proteina total produida.

Temps (h) UA/ g pes sec UA/ mg FucA % FucA
18.5 87 14.5 1
19.5 184 2.5 10

20 390 2.6 20
20.5 603 35 22
21 687 3.7 26
21.5 1066 2.7 31
22 823 2.9 32
22.5 752 3.6 39
23 873 3.1 37

En termes d’activitat total, s’assoleix un maxim de 1065 UA/ g pes sec, valor
comparable als estudis realitzats en cultius en matrassos d’Erlenmeyer. Cal tenir en
compte que el valor maxim d’activitat total assolit a la soca homologa productora de
RhuA fou de 908 UA/ g pes sec (Pinsach et al., 2009). Tanmateix, a partir de 21.5 h es
manifesta un lleuger descens en I’activitat, la qual es manté gairebé constant fins al final
del procés. Aquest descens podria ésser explicat pel fenomen de proteolisi (Pinsach et
al., 2008), el qual va ser observat en els processos desenvolupats a 37 °C. També es

posava de manifest un descens de I’activitat especifica al llarg de la fase d’induccio.
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Els valors que s’obtenen d’activitat especifica son lleugerament inferiors als obtinguts
en matrassos d’Erlenmeyer, perod similars als obtinguts mitjangant la soca homologa
productora de RhuA en discontinu alimentat, amb la qual s’obtenien 3.3 UA/ mg RhuA.
(Pinsach et al., 2006).

Finalment, el resultat de la densitometria manté la tendencia de 30-39 % de

representacio de FucA, ja observada en els cultius en matrassos d’Erlenmeyer.
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3.4. Conclusions.

Tot seguit s’exposen les conclusions que responen als objectius plantejats a 1’inici de la

tesi, alguns dels quals s’han assolit i d’altres queden pendents de cara a I’etapa segiient

(motivacions a curt termini) o a posteriors (motivacions a llarg termini).

3.4.1.

Conclusions extretes a partir dels objectius aconseguits.

L’extensi6 de 1’Gs de la construccio basada en una auxotrofia per la glicina ha fet
possible el desenvolupament d’una soca capag de produir 1’aldolasa Fuculosa-1-
fosfat prescindint de I’us d’antibiotics en el medi.

La quantitat de proteina recombinant obtinguda i la seva activitat especifica son
superiors o iguals a la soca que requereix 1’us d’antibiotics en el medi, la qual
cosa confirma I’efectivitat de la nova construccio.

La soca M15 AglyA/pQEaffucA d’ E. coli, capac de produir Fuculosa-1-fosfat
aldolasa, mostra uns parametres cinetics de creixement similars a la seva
homologa que produeix 1’aldolasa Ramnulosa-1-fosfat.

L’aplicaci6é d’una estratégia operacional semblant a la desenvolupada en RhuA
en discontinu alimentat (u=0.21 h™) ha permés obtenir una gran quantitat de

FucA, la qual és lleugerament més activa que la seva homologa.
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3.4.2. Motivacions.

A curt termini.

Els elevats nivells d’ hidroximetil serina transferassa (SHMT), enzim codificat pel
gen glyA, dirigit pel promotor constitutiu P3, haurien d’ésser reduits tot minimitzant
la carrega metabolica resultant del manteniment del vector d’expressid, fet que

possiblement podria millorar la produccié de la proteina d’interes.

A llarg termini.

La iniciativa de prescindir de 1’as d’antibiotics en el medi podria anar un pas més

enlla tot eliminant algun dels gens de resisténcia a antibiotic del plasmidi,

considerant que la soca compta amb un marcador de seleccio basat en una auxotrofia.
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CAPITOL 4. MILLORA DEL SISTEMA D’EXPRESSIO BASAT EN

UN MARCADOR D’AUXOTROFIA PER A LA GLICINA.

4.1. Introduccid.

En el capitol Ill, el sistema de manteniment de plasmidis basat en el marcador
auxotrofic glyA (Vidal, 2006; Vidal et al., 2008) ha estat implementat per a la produccio
recombinant de FucA. D’altra banda, també s’han aplicat les estratégies de procés
desenvolupades per a la produccié de RhuA, partint del coneixement previ que aguestes
son valides ja que es tracta d’una soca amb el mateix fons genétic, sistema d’expressio |
promotor, amb una tnica diferéncia: el gen d’interés (Pinsach, 2008).

Tanmateix, certs aspectes del sistema d’expressié semblaven millorables. D’una banda,
convenia realitzar una reduccio de la carrega metabolica del vector d’expressio deguda a
la sobreexpressio del marcador auxotrofic (glyA), fet que podia conduir a una millora
del comportament de la soca productora en condicions d’inducci6 en termes d’estabilitat
geneética del vector d’expressio i, conseqiientment, a una millora dels nivells d’expressio
del gen recombinant. D’altra banda, calia realitzar I’eliminacio dels gens de resisténcia a
antibiotic encara presents al sistema d’expressid (gen pB-lactamasa del plamidi
pQEapfucA i gen de la Kanamicina del pREP-4), per tal de contribuir a la reduccio de
contaminants emergents tal com ja s’ha comentat en el capitol I (Pruden et al., 2006;
Mairhofer et al., 2010).

Com a punt de partida, es va dissenyar una estrategia per tal d’eliminar el primer gen de
resisténcia a antibiotic (B-lactamasa) del plasmidi construit en el capitol anterior. Durant

el seu desenvolupament pero, es detecta que el mapa de restriccions no era 1’esperat en
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diverses ocasions, per la qual cosa es va decidir sequenciar el plasmidi del sistema
d’expressio. En aquest moment, es va descobrir la preséncia d’un seqiiéncia d’origen
transposonic, la qual cosa suggeria que el plasmidi construit al capitol 111 (pQEapfucA)
tenia problemes d’estabilitat genética de tipus estructural que convenia solventar com a
primera prioritat.

Per aquest motiu, es va procedir a sequenciar els plasmidis disponibles inicialment:
pQEafrham, pREP-4 i pQEfucA. El primer d’aquests estava dotat de I’esmentada
seqliencia transposonica detectada en pQEapfucA; el segon contenia un marcador
genetic que corresponia a una part del transposé Tn 9 tal i com era d’esperar (apartat
2.1.6 de Materials i Métodes) i el darrer, romania intacte (sense presencia de seqiiencies
d’origen transposonic). La sequéncies del transposd en la construccio inicial i els

alineaments corresponents figuren a Annexes (seccid Al).

En aquest punt, es planteja la hipotesi que la inestabilitat estructural del vector
d’expressio podia venir donada per la mobilitat de seqiiéncies transposomiques presents
en el sistema. A priori, hi havia dues possibles fonts d’clements transposomics: els
presents en el locus glyA de I’hoste, conseqiiéncia de la generacio del knockout del gen
glyA (Vidal, 2006) i el plasmidi pREP-4, el qual, en principi, havia estat previament
curat (Vidal, 2006).

Aixi doncs, una possible explicacio seria que la soca M15 AglyA, presumptament
curada de pREP-4 (el qual contenia sequéncies transposoniques, apartat 2.1.6 de
Materials i Meétodes ), no ho estigués, sind que es tractés d’una poblacié mixta de
cél-lules pREP-4" i pREP-4", donat que aquest plasmidi és de baix nombre de copies i,
per tant, molt estable i dificil de curar, fet que va ser comprovat quan es van realitzar

nombroses ressembres per tal d’eliminar ’esmentada resisténcia (vegeu 4.2). Aguest
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fet, junt amb la coexisténcia de seqiiencies d’origen transposonic en la regio del
knockout de glyA (la “cicatriu” del qual conté seqiiéncies transposoniques), podria haver
afavorit esdeveniments de recombinaci6é i mobilitat d’aquestes seqiiéncies entre alguna
de les esmentades regions/molécules de DNA (plasmidi pREP-4, cicatriu del knockout
del gen glyA i vector d’expressié que conté gen glyA).

Els transposons, altrament anomenats “gens saltadors”, poden ser simples 0 compostos.
Els transposons simples contenen una sequéncia central amb informacié per la
transposasa i en els extrems una seqiiéncia repetida d’ordre invers. Aquesta no és
necessariament idéntica, pero si molt similar (Madigan et al., 2001).

Els transposons compostos (Tn) contenen un element d’inserci6 (IS) en cada extrem en
ordre directe o invers i una regié central que a més, pot contenir informacié d’un altre
tipus. Per exemple, els Factors de Transferéncia de Resistencia (FTR 0 RTF) posseeixen
informacio a la zona central per a la resisténcia a antibiotics com ara cloramfenicol,
Kanamicina i Tetraciclina (Madigan et al; 2001).

Dos transposons usats amb frequiéncia en mutagenesi son Tn 5 i Tn 10. En aquesta linia,
Goryshin et al (2000) va descriure el sistema de transposoma basat en Tn 5 que conté
gens de resistencia a Kanamicina, flanquejat en ambdos costats per la repeticié invertida
de 19 pb del transpos6 Tn 5. Aquest element va ser fusionat amb una proteina
transposasa, formant el transposoma funcional que pot ser transferit en cél-lules
bacterianes per electroporacié (Goryshin et. al., 2000).

En el present treball, el transposé identificat va ser Tn 5 i estava situat a la regi6 p-
lactamasa de pQEoffucA (vegeu els alineaments a A.2.2 d’annexes). Aquesta
informaci6é donava suport a la nostra hipotesi, és a dir, que la presencia de regions Tn 5
en pREP-4, combinada amb la preséncia de regions FRT (d’origen transposonic) en la

“cicatriu” del knockout semblaven portar a un increment de la mobilitat/recombinacio
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d’aquests elements, en els quals es basen els antecedents (Datsenko i Wanner; 2000).
Aquest metode, basat en el sistema Red, és altament eficient per disruptar gens
cromosomics en E. coli. El sistema Red inclou 3 gens: Y, B i exo, els productes dels
quals son Gam, Bet i Exo respectivament. Gam inhibeix I’exonucleasa V del complex
de recombinacié RecBCD de I’hoste de manera que Bet i Exo poden accedir als extrems
del DNA per promoure la recombinaci6. Addicionalment, el sistema inclou el
terminador nadiu tL3 downstream de exo (Vidal, 2006). La seva estratégia basica
consisteix en reemplacar una seqiiéncia cromosomica (gen B de la Fig.4.1) amb un gen
de resistencia a antibiotic seleccionable que es genera per PCR usant oligonucleotids
amb extensions d’homologia de 36 nucleotids (H1 1 H2). Aixo és possible gracies a la
recombinacio mediada per Red en aquestes regions d’homologia flanquejants. Després
de la seleccio, el gen de resisténcia pot ser eliminat usant un plasmidi “ajudant” que
expressi recombinasa FLP, la qual actua directament sobre els llocs repetits de la FRT
(lloc de reconeixement de FLP) que flanquegen els gens de resisténcia. El sistema Red i
el plasmidi “ajudant” poden ser curats mitjangant un creixement a 37 °C perqué son

replicons sensibles a temperatura.
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Pas 1: Amplificacio per PCR del gen de resisténcia flanquejat per FRT.

Pas 2: Transformacid en una soca que expressa recombinasa lambda Red.

Pas 3: Selecci6 de transformants resistents a antibiotics.

Pas 4: Eliminaci6 del casset de resisténcia.

Fig. 4.1. Esquema de I’estratégia de disrupcio descrita per Datsenko i Wanner (2000). H1 i H2 es
refereixen a les extensions d’homologia o regions; P1 i P2 es refereixen als llocs encebadors. Font de

Datsenko i Wanner; 2000.

Tanmateix, quan les disrupcions geniques s’apliquen a DNA motlle i llocs encebadors,
I’eliminacié del gen de resisténcia a antibiotic deixa una cicatriu de entre 82 i 85
nucleotids en el lloc del gen disruptat (Datsenko i Wanner; 2000). La presencia

d’aquestes seqiiéncies d’origen transposonic, en combinacié amb les presents en el
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plasmidi pREP-4 podrien ser la causa d’una major inestabilitat genética estructural

d’aquests elements.

Una vegada identificat el problema d’estabilitat genética en els vectors del sistema
d’expressio de partida, es va definir ’estratégia per a reconstruir una soca MI15
AglyA/pQEapfucA amb les caracteristiques desitjades. Amb aquesta intencio, es va

treballar per una banda, a nivell de soca M15 AglyA i per I’altra, a nivell de plasmidi.

El primer objectiu era obtenir una soca productora de FucA lliure de sequencies
d’origen transposonic. La soca M15 AglyA duia per plasmidi pREP-4, que tal i com
s’ha comentat, contenia una seqiiéncia transposonica. De fet, tot i que es creia una soca
lliure de plasmidi pREP-4 (Vidal, 2006), la situacio real era que els estocs no
corresponien a un clon pur lliure de plasmidi pREP-4, sind a una poblacié mixta de
cel-lules amb i sense aquests plasmidi. Aixi doncs, I’eliminacié d’una possible font
d’inestabilitat genética deguda a transposons consistia en eliminar o curar totalment
pPREP-4, ates que és un plasmidi no essencial per a la funcionalitat del vector
d’expressio (pQE40 i derivats).

D’altra banda, el plasmidi pQEaffucA havia de ser reconstruit a partir del plasmidi
pQEfucA 1 el fragment aff, aquest ultim provinent del plasmidi pQEaffucA, el qual
restava intacte de tota contaminacié transposonica pel que fa a aquesta zona. Recordem
que la contaminacid transposonica d’aquest plasmidi es concentrava en el gen de la f-
lactamasa. D’aquesta manera, es pretenia disposar d’un sistema d’expressio de FucA
basat en el marcador auxotrofic glyA, lliure de sequéncies transposoniques i, per tant,

amb problemes d’estabilitat genética estructural reduits.
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El segon objectiu pendent fou la minimitzacié dels nivells de SHMT per tal de reduir la
carrega metabolica cel-lular deguda al manteniment del vector d’expressio, amb la fi
d’augmentar-ne la seva estabilitat segregacional i els nivells de produccio de la proteina
objecte d’aquest estudi: FucA. Per aconseguir-ho, calia determinar quin era el factor/s
mes determinants de I’expressio de SHMT a nivells tan elevats, ja que, a priori, nivells
d’enzim equivalents als de la soca salvatge haurien de ser suficients per garantir la
complementacié de I’auxotrofia. En el capitol Ill, s’havia plantejat com a hipotesi que
aquest fet fos consequiéncia de 1"Us del promotor constitutiu P3, per a la sobreexpressid
del gen marcador glyA el qual, tot i ser de caracter debil (Vidal, 2006), podria donar lloc
a nivells de SHMT elevats, donat que el vector d’expressio en el qual es troba el
marcador esmentat és d’un nombre de copies mitja de 20-30 per cel-lula. Per tant, I’us
d’un promotor de caracter encara més debil podria minimitzar aquest problema. D’altra
banda, I’analisi detallada de la construccidé del plasmidi pQEaprham realitzada per
Vidal (2006), mostra que el gen marcador introduit posseia tan sols un terminador de la
transcripcid (corresponent al seu terminador “natiu” o propi), per la qual cosa, es podria
donar el fenomen de sobrelectura (readthough) d’aquest gen.
En base a aquesta analisi “in silico”, es va plantejar la possibilitat d’introduir un segon
terminador fort a continuacio del gen marcador com a primera aproximacio a la millora
de la seva regulacid, enlloc de buscar un promotor encara més feble que el P3. Aquesta
estratégia es deriva de I’observacio que, a resultes de I’estratégia de construccio dels
vectors amb casset af3, un dels dos terminadors forts presents en el plasmidi pQEfucA,
el qual conté el terminador to (situat després del gen FucA) i i un segon terminador
anomenat rrnBT1 (situat després del gen cat) és eliminat. Concretament, els plasmidis
pQEaprham i pQEaffucA, posseeixen el terminador to corrent avall del gen a expressar

perod els manca el terminador rrnBT1 (vegeu Fig. 2.2 1 2.3).
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El terminador T1 de 'oper6 rrnB d ’E. coli ha estat descrit pel fet de tenir una habilitat
intrinseca per interrompre la RNA polimerasa del T7 mitjancant dos mecanismes
diferents (Kwon i Kang, 1999). Els autors assenyalen que ambdds han estat estudiats,
perd sembla ser que el més conegut és el que consisteix en una terminacié tipicament
intrinseca mitjancant la formacid d’estructures secundaries en transcriptes que no
necessiten una cadena de DNA no motlle. En canvi, I’altre consisteix en una terminacio
que succeeix mitjancant la incorporacié d’una estructura que desestabilitza estructures
secundaries de RNA i requereix una cadena de DNA no motlle.
En qualsevol cas, el rrnBT1 comparteix un primer modul anomenat CS (TATCTGTT) i
un segon modul ric en tiamina (T) que facilita 1’alliberament de RNA. Les funcions del
modul CS com a daplex son de permetre que la polimerasa s’aturi 1 canvii la
conformacio (He et al., 1998). La regi6 de la cadena simple exposada a la bombolla de
transcripcid es fa curta per uns quants parells de bases abans del lloc de terminacio i els
complexes d’elongacid s’aturen a 2 pb d’aquest punt. La terminacidé succeeix a una
extensio curta des del lloc de pausa, perd no a través d’un canvi de conformacié al lloc
de terminacié (Sohn i Kang, 2004).
En aquest capitol, es descriu la construccio que satisfa els dos objectius descrits: en
primer lloc, la generacido d’una soca lliure de seqiiéncies transposoniques 1 en segon
lloc, amb els nivells de SHMT reduits, a fi de reduir la carrega metabolica del plasmidi
d’expressio i, per tant, d’incrementar ’estabilitat genética 1 la productivitat de la
proteina d’interés. Un cop generada aquesta construccid, es comprova en cultius a petita

escala (matrassos d’Erlenmeyer) i en bioreactor o fermentador.
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4.2 . Materials i metodes: Soques i estratégies emprades.

La reconstruccié de plasmidi consistia en la incorporacié del fragment of3 provinent del
pQEaffucA (regié absent de contaminaci6 transposonica) al plasmidi pQEfucA el qual
conté el terminador rrBT1 (Fig.4.2). No obstant, abans d’ésser introduits en ambdos
plasmidis calia fusionar-los. Per assolir aquest objectiu es van dissenyar dues estratégies

diferents, les quals seran descrites més endavant.
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Fig. 4.2. Diagrames de plasmidis. a. pQEfucA (que conté el terminador rrnB T1 assenyalat en

blau). b. pQEapfucA (que conté el fragment 03 que s’indica en vermell, perd sense 1’esmentat

terminador). El plasmidi resultant, pQEapfucAT1, que ha incorporat el fragment of}, el

terminador rrnB T1 corrent avall del gen fucA (c).
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La primera estratégia consistia en una “Slipping by Overlap Extension PCR” o SOE-

PCR (Horton, 1989), és a dir una reaccié de la polimerasa en cadena basada en

extensions per solapament per tal de realitzar mutagenesis dirigides puntuals (Fig.4.3)

Els oligonucledtids reverse of i el forward T1 s’havien de solapar, de manera que es

plantejaren tres PCR (Taula 4.1): una per amplificar el fragment of3 (a), I’altra per

amplificar el terminador T1 (b) i I’Gltima per fusionar ambdds fragments (c).
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Fig. 4.3. Esquema del métode SOE-PCR com exemple per tal d’entendre la fusio entre el fragment

aff i el terminador T1. Les temperatures indicades corresponen a les temperatures d’hibridacio

(Vidal, 2006).
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Els encebadors que es van emprar en cadascuna de les tres PCR (de 25 ciclesenaib; i
de 30 cicles a c) es presenten a continuacio a la Taula 4.1.

Les condicions de la PCR foren les seglents. La primera (a), conté una fase de
desnaturalitzacié (15 segons a 98 °C), anellament (2 segons a 69 °C) i extensié (20
segons a 72 °C). La segona (b), consisteix en una desnaturalitzacié de 30 segons a 98
°C, un anellament de 15 segons a 60 °C i una extensié de 5 minuts a 72 °C. La tercera
(¢), consta d’una desnaturalitzaci6 (1 minut a 94 °C), un anellament (30 segons a 46 °C)
i una extensié (30 segons a 72 °C) amb les etapes de desnaturalitzacié inicials i extensio

pertinents.

Taula 4.1. Encebadors emprats en cadascuna de les 3 PCR de la SOE-PCR. S’indiquen les dianes

de tall per Mrol en vermell i per Xbal en verd.

Seqiiéncia i nom de I’encebador Tm Seqiiéncia i nom del’encebador Tm
PCR DNA motlle
(5>-3") (°C) (5>-3") (°C)
agattccggaaatgctcatccggagtgaag 51 ttcgttttatttgatgccttggcgegataacgtagaaa 52
a pQEapfucA
(forap) (revaf)
b OEfucA ctttctacgttatcgcgccaaggcatcaaataaaacgaac 54 agattctagatagagggcggatttgtcctactcag 53
uc
P (forT1) (revT1)
Fragment . . . . - . . . .
. . 5 cicles sense primers i 20 amb el primer 5 cicles sense primers i 25 amb el primer
c purificat de a i
b for off forTl

4.2.2. Segona estrategia.

Com a estratégia alternativa pero lligada a I’anterior, es va plantejar la realitzacié d’una
PCR convencional mitjangant I’oligonucleotid forward descrit anteriorment i un
megaprimer de 79 pb que constava de la sequéncia del terminador amb unes cues

complementaries al gen glyA (Taula 4.2).
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Taula 4.2. Seqiiéncies dels encebadors que amplifiquen el conjunt aff-T1. L’encebador anomenat
forward af consisteix en la diana de tall de Mrol i una sequéncia amplificadora del gen glyA.
L’encebador anomenat Megaprimer consisteix en la seqiiéncia del terminador rrnBT1 amb les cues

del gen glyA (en negreta). Motlle de DNA: plasmidi pQEapfucA. En vermell es mostren les dianes

de tall.
Encebador Sequéncia de ’encebador (5°-3°) Diana Tm (°C)
Forward af3 agatgactgctccggaaatgctcatccggagtgaag Mrol 68
agattaccagtctagagggcggatttgtcctactcaggagagcegtt
Megaprimer caccgacaaacaacagataaaacgaaaggcccagtctttcgactga Xbal 75

gectttegttttatttgatgecttggegegataacgtagaaagg

Les condicions per aquesta PCR son les seguents: desnaturalitzacié a 98 °C durant 15
segons, anellament a 53 °C durant 15 segons i finalment, una extensié a 72 °C durant 20

segons.
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4.3. Resultats i discussio.

Els resultats s’exposen seguint el fil argumental de la introduccio, des de la identificacid
les possibles causes dels elevats nivells de SHMT (4.3.1), fins a la cura definitiva de la
soca M15 AglyA (4.3.2). Finalment, es realitza la nova construcci6 (4.3.3) i es

comprova la seva eficiéncia a petita escala (4.3.4) i en fermentador (4.3.5).

4.3.1. Estudi de ’origen dels elevats nivells de SHMT.

A mode de prova preliminar, es va realitzar un creixement en dos matrassos
d’Erlenmeyer amb inoculs de la construccio M15 AglyA/pQEapBfucA (capitol I1I).

L’ unica diferencia entre ells era que 1’'un es va induir amb IPTG 1 l’altre no, el darrer
fou considerat un control negatiu. Es va realitzar la induccié al moment i concentracid
habituals (capitol II) 1 es va anar seguint I’evolucié del cultiu. Aquest va ser llisat i la

proteina aillada fou analitzada per SDS-PAGE.

SHMT (45 kDa)

_—

FucA (26 kDa)

- - —

Fig. 4.4. Analisi SDS-PAGE (tinci6 Coomassie) d’extractes solubles de la soca MI15 A
glyA/pQEapfucA induida (Clon 1 al carril 1) i sense induir (control negatiu que s’indica com a C-

al carril 2). Les dues fletxes vermelles assenyalen la SHMT (45 kDa) i la FucA (26 kDa).
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Aixi doncs, la preséncia d’uns nivells de SHMT semblants i notablement elevats en el
clon 1 crescut amb i sense preseéncia d’IPTG confirmaven les observacions dels estudis
inicials sobre 1’ts del gen glyA com a marcador. Tot i aixi, la inducci6 de I’expressi6 de
fucA (gen situat corrent amunt del gen glyA) semblava repercutir lleugerament en els
nivells de SHMT i per tant, podia fer pensar que els elevats nivells d’expressio del
marcador fossin en part deguts a un fenomen de sobrelectura (readthrough) del
terminador t, del gen fucA.
De fet, en estudis previs (Vidal, 2006) també s’havia observat una petita sobreexpressio
de SHMT, atribuint-se al mateix fenomen de sobrelectura (readthrough) de la RNA
polimerasa sobre el terminador de la transcripcio to corrent avall del gen d’interés, en
aquell cas el gen rhaD.
Donat que no es veia clar un efecte dels nivells transcripcionals del promotor T5 sobre
els nivells d’expressi6 de SHMT, es descarta com a primera prioritat buscar un
promotor més debil que P3 tal com s’havia apuntat a la fi del capitol anterior.
D’ altra banda, es disposava d’una dada ja comentada a la introduccié que contrastava
lleugerament amb la teoria del readthrough proposada per Vidal: el terminador rrnBT1
era absent en el plasmidi pQEafrham.
A nivell d’aquestes dues observacions, no es considera prioritaria la necessitat de buscar

un promotor més débil que P3 tal com s’havia apuntat a la fi del capitol anterior.

4.3.2. Eliminacio del pREP-4 de la soca hoste.

La soca M15 AglyA (la qual contenia pREP-4) va ser inoculada en un matras

d’Erlenmeyer amb medi LB durant 6 hores a les condicions d’agitacio habituals, amb

I’objectiu de curar el plasmidi. Tot seguit, es va realitzar un banc de dilucions en serie
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calculat a partir de la DO del cultiu obtingut, de manera que es poguessin obtenir
colonies aillades. Amb aquest objectiu es sembra una placa de medi LB per a cada
dilucié realitzada (des de 1/10° fins a 1/10'?) i es deixaren incubar durant tota una nit. El
dia seglient s’obtingueren colonies aillables i amb un nombre representatiu a una de les
dilucions. Cadascuna d’aquestes colonies fou sembrada paral-lelament en dues plaques,
I’'una de LB i I’altra de LB amb Kanamicina durant tota una nit, pas que va ser efectuat
6 vegades (6 ressembres).

Les primeres ressembres no van donar cap colonia resultant amb resisténcia a
Kanamicina, pero a la tercera ressembra si que 4 de les 50 colonies sembrades
manifestaven un creixement minim en preséncia de I’antibiotic. Tanmateix, a les segiients
ressembres ja no creixien en preséncia de I’antibiotic. Es realitzaren fins a 6 ressembres i es
seleccionaren 4 colonies a I’atzar, de les quals es van fer cultius liquids, per tal
d’extreure’n el DNA total i realitzar la PCR de comprovaciéo conforme el plasmidi
episomal havia estat eliminat. La PCR de comprovacié es realitza tot seguint les
instruccions del fabricant de la polimerasa GoTaq a les condicions segients:
desnaturalitzacio (30 segons a 95 °C) , anellament (30 segons a 63 °C), extensié (90
segons a 72 °C) durant 30 cicles amb els passos d’escalfament i extensio final
corresponents (Fig.3).

Els encebadors emprats posseien homologia pel plasmidi a identificar: pREP-4 i es

mostren a la Taula 4.3.
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Taula 4.3. Encebadors emprats (forward i revers) per la PCR de comprovacié amb DNA total on

s’inclouen les temperatures de fusio corresponents. No contenen dianes de restriccio.

Encebador Sequéncia (5°-3’) Tm (°C)

REP-4_for tgcaatggcgagctctcgacaattcgctaa 68

REP-4_rev atgatgatgatgcatgcggtatggcatgatagc 68

L’esmentada PCR constava d’un control positiu (DNA plasmidic de pREP-4), un
control negatiu (usant aigua estéril com a DNA motlle) i les quatre colonies

seleccionades a I’atzar (2, 5, 24 148) de I’experiment de perdua de plasmidi (Fig.4.5).

Marcador C+ C- 2 5 24 48

3054 pb

2036 pb
1636 pb

1018 pb

506.5 pb

Fig. 4.5. PCR de deteccié del plasmidi pREP-4. C+: control positiu que pREP-4 amplificat
(banda de 1100 pb assenyalada en vermell), C-: control negatiu amb aigua lliure de nucleases usada

com a motlle i clons 2, 5, 24 i 48 amplificats a les mateixes condicions.

Tot i que la PCR mostra una altra banda a 800 pb, la banda de 1100 pb és visible al control
positiu i absent tant en el control negatiu com a les altres colonies. Les colonies avaluades no
semblaven contenir el pREP-4, de manera que es descarta la preséncia de transposo: les

noves cel-lules M15 AglyA havien quedat lliures de pREP-4 i per tant, de transposo.
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Un cop realitzada la PCR, s’obtingué un estoc mare del clon de la soca curada que tenia
menys mostres de degradacié (el clon 5, vegeu Fig.4.5) a partir dels cultius en placa,
aixi com d’estocs de cél-lules competents, dels quals es va comprovar el fenotip (kan’)
sembrant una aliquota de 50 pL en una placa de LB amb Kanamicina esperant no

observar cap colonia, com a assaig final.

4.3.3. Reconstruccid del plasmidi i fusié del gen glyA amb rrn T1B

La primera estratégia, basada en una SOE-PCR, va donar un resultat positiu a les dues
primeres amplificacions, pero no va ser possible fusionar ambdos fragments a la darrera
PCR. Per aquest motiu, es va procedir a I’aplicacié de la segona estratégia.

La segona estratégia (vegeu estratégia al 3.2) va permetre obtenir el resultat desitjat amb

tan sols una PCR (Fig.4.6).

3000 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb

Fig. 4.6. Analisi electroforética mitjangcant gels d’agarosa per a I’obtencio del casset af-terminador
mitjancant PCR. Carril 1: fragment off de 1664 pb; carril 2: fragment off fusionat amb el

terminador rrnBT1 (1763 pb) marcat amb una fletxa i M: marcador.
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A la Fig. 4.6, es mostren dues bandes diferents: la del carril de I’esquerra corresponent
la banda de 1664 pb (fragment af) i la el carril de la dreta on s’observa una altra banda
de 1763 pb (suma del fragment af i del terminador rrnBT1, prova que indicava la fusio
d’ambdos).
Per tal de linealitzar ambdds plasmidis, es realitzaren digestions amb dos enzims de
restriccié: Mro | i Xbal i a continuacid, es va dur a terme la lligacié entre 1’esmentat
fragment i un plasmidi linealitzat de pQEfucA.
Tot seguit, es transformaren en una soca d’E. coli M15 AglyA lliure de pREP-4.
A continuacio, es realitza una seleccio de clons plaquejant en medi MD per verificar
que realment posseien 1’auxotrofia pel gen glyA. Els clons que creixien en medi MD en
placa i medi liquid eren seleccionats i digerits amb Mro | (un dels enzims emprats en el
clonatge) i Bgll (enzim extern que talla a posicio 4528 del plasmidi resultant). Dos dels
clons (48 i 49) donaren el patré esperat (Fig.4.2¢c) per tant, se’n van seqiienciar els
plasmidis.
Un cop confirmada la seqiiéncia dels plasmidis continguts en els dos clons, es
realitzaren les proves d’expressio pertinents.
Es realitza un proces identic en un plasmidi pQE-40/glyA (no expressava FucA) de cara
a futurs treballs. La tnica ra6 per la qual es procedia d’aquesta manera era la necessitat

de tenir una soca estandard per expressar qualsevol tipus d’aldolasa.

4.3.4. Produccio6 de FucA en matrassos d’Erlenmeyer.

Els estudis en matrassos d’Erlenmeyer en els dos clons transformats a E.coli amb

PQEfucA es van realitzar seguint la metodologia habitual (vegeu condicions d’induccio

a l'apartat 2.3.2) i es va afegir un control negatiu, essent la mateixa soca sense induir i
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un control positiu amb la soca M15/pQEfucA. El fet de no emprar la soca auxotrofica
del capitol Il es basa en la decisi6 de retirar aquesta de I’estoc per evitar més
transferéncies d’elements mobils entre soques. Els perfils de creixement es mostren a la

Fig.4.7.

Inducci6
IPTG

\

Fig. 4.7. Perfil de creixement dels clons 48 i 49 de la nova soca (M15 AglyA/pQEapfucAT1). El
control negatiu correspon al clon 48 sense induir i el control positiu correspon a la soca M15

AglyA/pQEfucA induida.

Els perfils de creixement que s’observen a la Fig.4.7 indiquen un comportament gairebé
identic entre els dos clons i el control negatiu de la mateixa soca fins als ultims punts,

no gaire diferent del de la soca M15/pQEfucA, amb la diferencia que assoleix una DO
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menor. Aquest comportament ja s’observava al capitol III i també en els treballs
anteriors (Vidal, 2006).

La FucA obtinguda va ésser aillada i quantificada pels métodes descrits i es van obtenir
els valors que es presenten a la Taula 4.4 pel millor clon (48). Posteriorment, es va
realitzar una analisi SDS-PAGE, a partir de la qual es realitza un analisi per
densitometria de les bandes de proteines detectades corresponents a les dues proteines
(FucA i SHMT), permetent aixi estimant la relacié entre elles, tal i com es recull a la

Taula 4.4.

Taula 4.4. Valors de les activitats (UA/g pes sec i UA/mg FucA) a les dues primeres columnes i tot
seguit, la relacié entre FucA i SHMT (en %) pel millor clon amb terminador incorporat (48),

control positiu (M15/pQEfucA) i control negatiu (M15/pQEapfucAT1 sense induir).

UA/ g pes sec UA/ mg FucA Relacio FUCA/SHMT

Soca amb terminador 1298 2.9 2
Control positiu 636 8.9 2.4
Control negatiu 23 - -

En termes d’activitat total, el clon 48 1 49 presenten unes 1100 UA/ g pes sec de
mitjana, valor comparable i lleugerament superior a la construccio6 del capitol 111, la qual
no es va usar com a control positiu a causa de la contaminacié transposonica.

L’activitat especifica de la FucA es va veure reduida notablement tant si es compara
amb la soca M15/pQEfucA (unes tres vegades), com si es compara amb la soca descrita

al capitol 111 (en aquest cas unes sis vegades).
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Pel que fa al resultat de I’analisi densitométric, es va obtenir una relaci6 FUCA/SHMT
de 2 en el clon 48 (soca auxotrofica amb terminador). Tot i que en el control positiu
s’obté una relacié major (2.4), per tal d’avaluar la millora caldria prendre el valor de la
soca auxotrofica sense terminador (extret de I’analisi densitométric completa del gel
SDS-PAGE de la Fig. 3.6), el qual dona una coeficient de 1.6). Per tant, es podia
afirmar que la nova construccié disminuia lleugerament els valors de sobreexpressio de
SHMT.
Per tal de corroborar els resultats es va dur a terme un procés de produccio6 en discontinu

alimentat amb el clon seleccionat.

4.3.5. Produccio de FucA en fermentador en cultiu discontinu alimentat de la soca

M15 AglyApQEapfucATI.

El procés va durar 23 hores: 14 h de discontinu i 9 h de discontinu alimentat (Fig.4.8) i
es va fixar la mateixa velocitat especifica de creixement () 1 estratégia d’induccié en
pols (IPTG 150 uM quan DO=40) i d’addicié de fosfats que en el capitol Ill. Es va
mesurar la concentracid de glucosa i densitat optica del cultiu durant bona part del

proces, tot i que la majoria de punts corresponen a la fase de discontinu alimentat.
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Fig. 4.8. Perfil de la fermentacio: evolucié de la densitat optica a 600nm (unitats d’absorbancia) i de
la concentracié de glucosa (g/L) induint amb IPTG 150 uM (instant marcat amb una fletxa

vermella).

El perfil obtingut recordava molt al que es va obtenir en el capitol I11.
Les mostres recollides en el periode post-induccié de 18 a 23 h van ser analitzades

mitjancant els assaigs habituals i es van obtenir els resultats que figuren a la taula 4.5.
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Taula 4.5. Evolucié amb el temps de ’activitat a de les mostres recollides post-induccié en termes

de UA/g pes sec i UA/mg FucA.

Temps de cultiu (h) UA/g pes sec UA/mg FucA
18 580 1

19 613 1.6

20 761 3.6

21 664 2.6

215 1096 2.6

23 841 1.8

En termes de UA/g pes sec, es pot observar que els valors creixen assolint el seu punt
maxim a les 21.5 h: 1096 UA/g pes sec que correspon a un nivell de produccié similar a
la soca amb marcador glyA sense terminador rrnBT1. A les hores que segueixen,
s’observa una tendéncia al decreixement, probablement a conseqliencia de certa
proteolisi.

Respecte de les construccions anteriors que contenien el plasmidi pREP-4, s’observa
una menor regulaci6 de 1I’expressié (valors abans d’induir ja al voltant de 600 UA/ g pes
Sec).

Pel que fa a I’activitat especifica, la tendéncia €s molt similar a la descrita per ’activitat
expressada com a UA/g pes sec. Els valors son del mateix ordre de magnitud que a la
soca construida en el capitol I11, pero lleugerament inferiors que els obtinguts a la soca

sense terminador.
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En qualsevol cas, en aquest punt es torna a fer palés el descens de I’activitat especifica
que es relacionava amb el fenomen de proteolisi (Pinsach, 2008) que s’ha comentat en
el capitol I11.

Tot seguit, amb la proteina semi-purificada obtinguda a partir d’aquestes mostres finals
post-induccio, es va dur a terme un analisi SDS-PAGE per tal d’esbrinar quina era la

proporcid entre la proteina d’interes 1 SHMT (Fig.4.9).

M 23h  225h 22h 215h 21h 20h 19h 18 h M

== SHMT
(45kDa)
¢ FucA
(26 kDa)

Fig. 4.9. Analisi SDS-PAGE (tinci6 Comassie) de les mostres d’extractes cel-lulars solubles
obtinguts a diferents temps de cultiu total en un cultiu en discontinu. S’indica amb una fletxa

vermella la SHMT (45 kDa) i la FucA (26 kDa).

En I’andlisi de SDS-PAGE s’observa un increment de 1’area de banda al llarg del temps,
especialment en el cas de la FucA. Aparentment, en totes les mostres analitzades
s’observa una amplitud de banda major en FucA que en SHMT. Tanmateix, una

observaci6 més detallada, permet apreciar que en alguns casos la intensitat de la banda



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

137
corresponent a FucA és menor que la de SHMT, degut a la tonalitat grisosa de la
primera, la qual cosa pot afectar als resultats de la densitometria que es presenten a
continuacio (Fig.4.6).

Taula 4.6. Resultats expressats en % que indiquen la propocié de FucA i SHMT, provinents d’una
densitometria realitzada de cadascuna de les bandes del gel SDS-PAGE del cultiu en discontinu

alimentat de la soca M15 AglyA/pQEapfucATI1.

Temps (h) % SHMT % FucA Ra6 FUCA/SHMT

18 18.4 13.9 0.7
19 18.6 21.2 1.7
20 18.1 26.6 1.5
21 18.8 27 1.4
215 19.8 32.6 1.6
23 15.3 24 1.6

Tanmateix, per tal de poder avaluar la millora que representava la nova soca dissenyada,
es necessitava una informaciéo semblant de la soca sense terminador procedent d’una
fermentacid en discontinu alimentat similar. Aquest experiment es resumeix a la Taula
3.4 del capitol 11 on figuren les dades de % FucA. L’analisi SDS-PAGE de les mostres

obtingudes post-induccio per a la soca sense terminador es presenten a la Figura 4.10.
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23h 225h 22h 215h 21h 205h 20h 195h 185h

SHMT

FucA

Fig. 4.10. Analisi SDS-PAGE de les mostres d’extractes cel-lulars solubles obtingudes a diferents
temps del cultiu discontinu alimentat, a partir de la fermentacio de la soca M15 AglyA/pQEapfucA.
Els resultats de la densitometria d’aquest analisi figuren a la taula 4 del capitol 111 en termes de %
de FucA. La banda de SHMT encerclada en vermell representa el punt que sera avaluat en termes

de relacio SHMT/FucA i correspon a 22 h.

Per simplificar I’analisi, es va establir la comparacidé en un punt determinat dels dos
cultius corresponent a condicions finals.

Un cop establertes les condicions de la comparativa, es va decidir fer un segon analisi
de quantificacid, ates que I’habitual s’havia realitzat en dos periodes naturals de temps
molt llunyans i es volien evitar divergencies de criteri entre ambdos. A la Taula 4.7 hi
figura la proporcid6 d’ambdues proteines obtingudes en cadascuna de les soques usant

els dos métodes d’analisi esmentats a Materials i Métodes.
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Taula 4.7. Valors obtinguts a partir d’una densitometria comparativa de les soques M15
AglyA/pQEaffucA i M15 AglyA/pQEapfucAT1 mitjangant dos métodes de quantificacidé (Kodak

1D i Quantity One) en % de FucA, % SHMT i relacio FUCA/SHMT.

Metode Quantity One Metode Kodak1D
Soca % SHMT % FucA Relaci6 % SHMT 9% FucA Relacio
Sense terminador 34 32 0.9 42 34 0.8
Amb terminador 16 30 1.9 29 43 1.5

En primer lloc, cal indicar que els valors de la relaci6 FUCA/SHMT son relativament
diferents en cultius d’alta densitat cel-lular (discontinu alimentat) respecte a cultius en
matrassos d’Erlenmeyer.

Com es pot veure, encara que pels dos metodes els % de cada proteina son lleugerament
diferents, la soca amb el terminador presenta una relacio6 FUCA/SHMT al voltant de 2
vegades el valor de la soca sense terminador per qualsevol d’ambdos. Aquest resultat
tan similar donava validesa al metode aplicat fins al moment, Quantity One, ja que es
tractava d’una diferéncia entre metodes de només un 1.5%.

Per altra banda, aquests resultats indiquen que s’ha augmentat la proporcid
FUucA/SHMT unes dues vegades. Tot i que aquest valor podia variar en els diferents
punts, observant detingudament les dues analisis SDS-PAGE (Fig.4.9 i 4.10), es pot
veure una reduccio general considerable dels nivells de SHMT en tots el punts. També
convé destacar uns valors de densitometria (% de proteina) molt similars al llarg del
temps a la Fig.4.9, la qual cosa va fer pensar que els nivells de sobreexpressio d’aquesta
proteina en la nova construccid s’havien reduit lleugerament respecte la construccio

inicial en la qual glyA no posseia el terminador rrnB T1. Tot i aix0, els nivells de SHMT
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mostraven encara un valor minim d’expressio des de la primera fins la tltima mostra del
16 % (en relacio a proteina total cel-lular) en el millor del casos, la qual cosa suggeria

que segurament caldria reduir-los encara més en un futur.
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4.4. Conclusions.

4.4.1. Conclusions extretes a partir dels objectius aconseguits.

La nova construccié del vector d’expressié de FucA és lliure de sequiencies
d’origen transposonic. Conté el marcador auxotrofic glyA seguit del terminador
transcripcional fort T1, fets comprovats mitjancant la seqiienciacio parcial del
nou vector. A més, I’hoste és ara lliure de plasmidi pREP-4 i conseqiientment,
del gen de resistencia a Kanamicina.

La soca amb el nou vector d’expressio (el qual conté el marcador glyA seguit
del terminador T1) no millora significativament els valors d’expressié de FucA
en termes de UA/ g pes sec, ni tampoc d’activitat especifica (UA/ mg proteina
total), per tant no es pot parlar d’una soca més productiva. Tanmateix, no era
I’objectiu que es perseguia en el disseny d’aquesta construccio.

Pel que fa als percentatges de proteina expressada, tots els metodes de
quantificacié d’analisis electroforétiques representen una estimacié aproximada
de la quantitat de proteina d’interes respecte la resta de proteines intracel-lulars.
Per aquesta rad, s’ha pres la iniciativa de comparar dos métodes. Donat que les
estimacions fetes amb els dos programaris han donat valors tan propers entre
ells, es dona validesa a ambdds métodes, pero es selecciona com a programari
habitual el Quantity One, ja que es tracta d’un meétode més sofisticat,

automatitzat i rapid.
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L’avaluacio de la reducci6 relativa dels nivells de SHMT, expressada mitjangant
la relaci6 FucA/ SHMT, demostra que la soca M15 AglyA/pQEapfucATI ha
augmentat dues vegades la relacié FUCA/SHMT respecte la construccié anterior.

Per tant, s’ha aconseguit reduir significativament els nivells de SHMT.

4.4.2. Motivacions

A curt termini.

Una optimitzaci6 del sistema d’expressio consistiria en una major regulacio de
I’expressio del gen d’interés (fucA). Cal recordar que el sistema d’expressio
original, comercialitzat per Qiagen, consta del plasmidi pREP-4, el qual
posseeix el gen lacl, repressor de I’operador lac. Donat que aquest plasmidi
havia estat eliminat de I’hoste (degut a que podia ser una factor d’inestabilitat
geneética lligada a mobilitat transposonica ja exposada a I’ inici del capitol), es va
plantejar la possibilitat d’incorporar el repressor Lacl al vector d’expressio.
D’aquesta manera, es podria minimitzar els nivells basals d’expressi6 del gen
fucA i per tant, reduir la carrega metabolica derivada del manteniment del vector
d’expressio.

D’altra banda, I’ajust dels nivells de transcripcié del marcador glyA que
permetessin reduir els nivells de SHMT als minims necessaris que asseguressin
un bon manteniment del vector d’expressi6 mitjancant aquest marcador
auxotrofic permetiria una reduccié encara major de la carrega metabolica

derivada del manteniment d’aquest vector.
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A llarg termini.

La conveniencia d’eliminar els gens de resisténcia antibiotics es contempla encara com
a perspectiva de futur, pero en primer lloc, €s prioritari generar un sistema d’expressio
que permeti a I’hora una bona estabilitat plasmidica, carrega metabolica minima i una

bona regulacio (1 nivells d’induccid) de I’expressid del gen d’interes.
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CAPITOL 5. REINCORPORACIO DEL GEN REPRESSOR LAC I
PER A L’OBTENCIO D’UN SISTEMA D’EXPRESSIO BASAT EN
UN MARCADOR AUXOTROFIC PER A LA GLICINA AMB UN

UNIC GEN DE RESISTENCIA A ANTIBIOTIC.

5.1. Introduccio.

En el capitol 1V, es va procedir a la reconstruccio de la soca M15 AglyA/pQEaffucA, a
la qual es va incorporar un terminador rrnT1B en el seu vector d’expressio i €S va
eliminar el pREP-4, un plasmidi amb baix nombre de copies, atés que semblava ésser
una font d’inestabilitat genética degut a la mobilitat potencial de les seqlencies
transposoniques que contenia. Aquest plasmidi contenia el repressor Lacl, el qual va
desapareixer també de la construccio final M15 AglyA/pQEaffucATI.

El gen lacl codifica per la proteina repressora Lacl, la qual reconeix la regio operadora
on s’uneix. L’esmentat repressor impedeix la transcripcio dels gens sota el control del
promotor, pero estimula la unio de la RNA-polimerasa formant el que es coneix com a
complexes tancats. Quan el repressor es retira (en preseéncia d’inductor, sigui lactosa o
IPTG), la RNA-polimerasa esta preparada per formar complexes i comencar la
transcripcié (Muller-Hill, 1996).

D’altra banda, 1’expressi6 de nivells molt elevats de proteina recombinant posseeix
efectes negatius a la cél-lula: inhibicio del creixement, degradacié acumulativa de RNA
ribosomic (Dong et al., 1995; Choi et al., 2006), lisi cel-lular (Georgiou et al., 1988;
Pilon et al., 1996) entre d’altres respostes (Soriano et al., 1999; Liao i Oh, 2000).

Aquests efectes de la producci6 de proteina recombinant contribueixen a augmentar la
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carrega metabolica, la qual ha estat definida com a porcié de font de cel-lules hoste
requerides per mantenir i expressar DNA forani, RNA o proteines a la cél-lula (Glick,
1995). Un altre factor que també participa en aquest augment és la sintesi de proteines
addicionals (Glick, 1995; Rozkov i Enfors, 2004). En aquest sentit, les cel-lules d’E.
coli M15 AglyA/pQEafrham van experimentar un increment de carrega metabolica
degut a I’expressid excessiva de SHMT, la qual va ser identificada per contribuir en la
segregacio cel-lular en cél-lules viables pero no cultivables (Pinsach, 2008).

Per tots els motius citats, es considera que el lacl era un element essencial per al bon
funcionament del sistema d’expressié i convenia ésser reintroduit. Per tal d’excloure
totalment la possibilitat de reintroduir accidentalment DNA plasmidic de pREP-4, la

font del gen lacl per a ser reincorporat al sistema fou el plasmidi pET21a (Novagen).

Una altra millora necessaria, a nivell d’estabilitat genética, consistia en 1I’eliminacié de
tots aquells elements dispensables del nostre vector d’expressio a fi de reduir-ne la mida
per tal de facilitar-ne la manipulacié. En aquest sentit, els estudis previs generaven un
sistema eficient de complementacid de glicina que permetia assegurar 1’estabilitat
plasmidica en cultius en medi MD, representant una alternativa als sistemes basats en la
suplementaci6 d’antibiotics com a marcadors selectius (Vidal, 2006; Pinsach, 2009).

Actualment, els antibiotics segueixen essent ampliament emprats en fermentacions
bacterianes i la major part de vectors d’expressi® contenen gens de resisténcia a
antibiotics (ARG) com a marcadors de seleccié (vegeu Introduccié general), pero

aquests son prescindibles davant la preséncia d’un marcador basat en una auxotrofia.

En aquest capitol, es construeix una nova soca que conté del vector d’expressid per a

FucA, basada en el plasmidi pQE-40 (d’elevat nombre de copies) amb repressor Lacl
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incorporat que conserva encara el gen de resisténcia a Ampicil-lina per a futurs treballs
que requereixin la preséncia d’un marcador de seleccié convencional.

Tot seguit, es realitzen uns cultius en matrassos d’Erlenmeyer per comprovar-ne

I’expressié de FucA.
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5.2. Materials i metodes: Soques, plasmidis i estratégia emprades.

La construccio M15 AglyA/pQEaffucAT1 requereix la incorporacio del gen lacl que
provingui d’un plasmidi lliure de tota contaminacié transposonica. Per aquesta rao, es
va emprar un nou plasmidi: pET21a (Novagen), d’on va ser aillat el gen repressor i

incorporat a la construccio generada en el capitol IV (Fig.5.1).

B-lariaenana (42355005

Gen lacl
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Fig. 5.1. Diagrama dels plasmidis pQEapfucAT1 (a) obtingut en el capitol IV i pET21 (b) de
Novagen. El plasmidi pQEaffucAT1 mostra en blau el gen de la f-lactamasa i el pET21a conté
marcat amb vermell el gen repressor Lacl. En el plasmidi resultant, pQEaffucAT1Lacl (c), hi

figuren els enzims de restricciéo Ndel i Aspl, els quals han estat emprats en el procés de clonatge.
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5.3. Resultats i discussio.

5.3.1. Desenvolupament de la construccio.

L’estratégia per desenvolupar aquesta construccid consisteix en el disseny d’uns
encebadors per amplificar I’element lacl que continguin en els extrems unes seqliencies
diana per dos enzims de restriccio (Ndel i Aspl), els quals a la vegada tallin el vector
per tal d’introduir ’esmentat insert. Com en els altres clonatges, s’escullen enzims de

restriccio de tall dnic per tal de simplificar el clonatge (Taula 5.1).

Taula 5.1. Encebadors emprats per amplificar ’element lacl amb la seva temperatura d’hibridacio

segons el subministrador www.biomers.net. Les dianes es subratllen en vermell.

Encebador Seqiiéncia (5°-3°) Tm (°C)
Lacl_Aspl atgcatcgagacactgtctcactgcccgctttccagtc 72
Lacl_Ndel atggactcacatatgatgatagcgcccggaagaga 77

L’amplificacié del lacl es va realitzar a partir dels oligonucleotids de la taula 5.1, de la
seguent manera: desnaturalitzacio (15 segons a 98 °C), anellament (15 segons a 65 °C) i
extensio (20 segons a 72 °C) durant 25 cicles amb les etapes de preescalfament i
extensid habituals. Es va emprar KOD polimerasa (Novagen) tot seguint les
instruccions del fabricant. Es va incloure un control negatiu de PCR que consistia en
aigua lliure de nucleases com a DNA motlle.

L’amplificacié del gen lacl va donar una banda de 1100 pb, corresponent a la mida

aproximada del repressor (Fig.5.2).


http://www.biomers.net/
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Fig. 5.2. Analisi electroforéetica (gel d’agarosa) de la PCR d’amplificacié del gen lacl (1100 pb
aproximadament). En el carril 1 es mostra el marcador, en el carril 2 el control negatiu i en el carril

3 el lacl amplificat.

Paral-lelament a aquesta amplificacio, el vector es va digerir amb els enzims
corresponents i es va recuperar el fragment resultant, el qual era gairebé la totalitat del
vector (5300 pb) aproximadament.

Un cop el fragment amplificat de 1100 pb fou purificat i digerit, es va procedir a la
lligaci6 d’ambdoés fragments a les condicions habituals i s’obtingueren un gran nombre
de colonies.

Una seleccio de clons va ser necessaria per verificar la preséncia de I’insert, és a dir, el
gen del repressor Lacl, en tots els clons analitzats mitjancant una PCR comprovativa i
una digestio amb un enzim de restriccié extern al clonatge (Fig.5.3).

La PCR comprovativa es va efectuar amb la polimerasa GoTaq (Fermentas) i els
encebadors descrits a la Taula 5.1, a fi d’esbrinar la preséncia o abséncia del repressor

Lacl.

La digestio de comprovacio va ser realitzada mitjancant Hind 111, atés que aquest tenia

un lloc de tall a la construccid final (al vector). Tot i que I’insert procedia d’un vector
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amb una diana de tall per I’esmentat enzim, aquesta no es trobava en el gen lacl, de
manera que es descartaria la possibilitat que s’hagués incorporat una regi6 indesitjada.
Aixi mateix, el resultat quedaria subjecte a un parametre facilment avaluable: el nombre

de bandes.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

6000 pb

3000 pb

1000 pb

Fig. 5.3. Analisi electroforética de la PCR de comprovacio de la preséncia de I’insert lacl en
el vector pQEapfucAT1. Del carrils 1 al 6 es mostra el fragment lacl amplificat a partir de
DNA plasmidic dels clons 1, 2, 3, 4, 5 i 6 respectivament. En el carril 7 s’ha introduit un
control negatiu (consistent en aigua lliure de nucleases) i en els carrils 8, 9, 10, 11, 12 i 13,

les digestions amb Hind 111 corresponents als clons 9, 10, 27, 32 i 45 respectivament).

Tanmateix, tot i ésser tots els clons, a priori, positius, la digesti6 amb Hind 11l
demostra que tan sols els clons 10 i 27 tenien el patrd de bandes esperat (1 sola banda).

Un d’aquests (el 27) fou seleccionat pels estudis posteriors.
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5.3.2. Produccié de FucA en cultius d’Erlenmeyer.

La produccié de FucA es va efectuar mitjancant el cultiu de la soca (clon 27) en nou
matrassos d’Erlenmeyer, ja que es va decidir introduir répliques biologiques a
I’experiment a mode de validacio per tal de quantificar ’error. L’error normalitzat fou
de £5 % en el cas de la biomassa i de = 4 % per la glucosa.

Aquests nou matrassos d’Erlenmeyer incloien: tres cultius del clon seleccionat a avaluar
(construcci6 amb el gen codificador del repressor Lacl), tres controls positius
(construccio sense el gen codificador del repressor Lacl) i els tres controls negatius
consistents en la soca hoste M15 AglyA sense plasmidi (vegeu condicions d’induccié a

I’apartat 2.3.2). A continuacio es mostra el perfil de creixement (Fig.5.4).
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Fig. 5.4. Evolucié del creixement i consum de substrat del clon seleccionat M15

AglyA/pQEapfucAT1Lacl, (M15 amb gen lacl), M15 AglyA/pQEapfucATL (control positiu) i la
soca hoste M15 AglyA sense plasmidi (control negatiu). S’indica I’evolucié dels controls en verd i la
del clon seleccionat en blau. El creixement es visualitza a la part inferior i I’evolucié de la
concentracié de glucosa all llarg del temps a la inferior. El moment d’induccio es mostra en el

grafic mitjancant una fletxa vermella. Valors promigs entre les tres répliques.
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La densitat optica assolida per la nova construccio assoleix valors entre 3 i 4 unitats,
denominador comu amb la soca dissenyada en el capitol IV (M15
AglyA/pQEaBfucAT1).

La nova soca posseeix un perfil de creixement similar a I’observat anteriorment.

Un cop obtingut el brou de cultiu, es realitzaren les analisis habituals a partir de la
fraccié soluble tal com es descriu a la seccid 2.5.1 (test d’activitat, analisi Bradford i
analisi SDS-PAGE).

El gel SDS-PAGE (Fig.5.5) de la proteina semi-purificada permet visualitzar el conjunt
de proteines presents en els llisats de I’esmentat clon a partir del cultiu final, aixi com

també del control positiu i negatiu.

116.26 kDa
97.4 kDa
66.2 kDa

45 kDa

31 kDa
21.5kDa

14.4 kDa

Fig. 5.5. Analisi SDS-PAGE d’extractes cel-lulars provinents del cultiu final (fraccié soluble) . En el
carril 1 i 2, la M15 AglyApQEaffucAT1 amb el gen lacl abans i després de D’induccio,

respectivament. En el carril 3, la M15 AglyApQEapfucAT1 induida (control positiu).

D’acord amb I’analisi SDS-PAGE visualitzat a ull nu, la nova construccid (Fig.5.5)
presenta una bona regulacid, ja que practicament no s’observa banda de FucA abans

d’induir. Per altra part, reduia lleugerament els nivells de SHMT en comparacioé amb la
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construccié en absencia del gen codificador del repressor Lacl. Pel que fa als nivells de
FucA eren semblants en ambdues soques.

Contrastant les mostres pre-induccié i post-induccié de la nova construccio, es va fer
evident que el nivell de SHMT era gairebé idéntic, la qual cosa suggeria que es tractava
d’un nivell constitutiu.

La resta d’analisis (Taula 5.2) van permetre expressar I’activitat en termes de UA/g pes
sec, UA/mg proteina i UA/mg FucA, aixi com també els resultats de la densitometria

(% de FucA i % de SHMT) provinents de 1’analisi SDS-PAGE mostrada (Fig.5.5).

Taula 5.3. Resultats de les activitats expressades en UA/ g pes sec, UA/mg FucA i, densitometria del
gel (% FucA i % SHMT) de la soca M15Lacl (és a dir, M15 AglyA/pQEapfucAT1Lacl) després de
la inducci6, la soca control positiu (M15 AglyA/pQEcepfucAT1) i la soca control negatiu (M15

AglyA/pQEapfucAT1Lacl abans de la induccio).

Soca UA/g pessec  UA/mg proteina UA/mg FucA % FucA % SHMT
M15 Lacl
. > 1228+13 1.7£0.1 5.1+0.3 35+0.8 21+0.4
Post-induccio
Control positiu 1358+13 1.51£0.1 6.1+0.5 26+1.1 2620.2
Control negatiu 4740.5 0.031+0.005 0.3+0.04 50.7 16x0.1

En termes d’activitat expressada en UA/g pes sec, s’observa que la soca amb repressor
incorporat és aproximadament igual d’activa (1228+13 UA/g pes sec) que la construccio
dissenyada en el capitol IV.

D’altra banda, 1’expressio estava ben regulada, ja que la expressié basal (abans de la
induccio) és només de 47+0.5 UA/g pes sec, confirmant que la inclusié del gen lac | ha

permes recuperar aquesta regulacio.
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Si es centra tota ’atencié en els valors de UA/ mg de proteina, es fa palesa una certa
millora dels nivells de produccié (1.7+0.1 UA/mg proteina). Pel que fa a ’activitat
especifica (5.1+0.3 UA/mgFucA), el valor obtingut partir dels resultats de la
densitometria corresponent a I’analisi SDS-PAGE mostrat a la Fig. 5.5 és certament

inferior.

Segons els resultats de la densitometria (Taula 5.2, columnes 5 i 6), es podia afirmar
que la nova construccié presenta uns valors de SHMT un 24 % inferiors respecte la
construccid sense repressor. Pel que fa a la FucA, aquesta es va veure incrementada en
un 26 %.

En el control negatiu, el 16 % del total de les proteines pertanyia a SHMT, de manera
que es podia parlar d un valor constitutiu que no podia ésser reduit.

La relaci6 FUCA/SHMT era de 1 a la soca sense repressor i de 1.7 a la soca amb
repressor. Si bé és cert que en el capitol anterior aquest coeficient era de 2 en la soca
sense repressor, aquests nous cultius realitzats en triplicats donen uns valors inferiors en
ambdues soques. Tot i aixo, cal tenir en compte que aquell va ser obtingut en
fermentacid en discontinu alimentat, de manera que caldria donar un significat relatiu a
aquests valors.

Per tant, aquestes dades es podrien interpretar com que la nova soca M15
AglyA/pQEapfucAT1Lacl millora la construccié M15 AglyA/pQEaffucAT1 de manera
significativa tant pel que fa a regulacié com a la relaci6 FUCA/SHMT, tal i com es

confirma en experiments en bioreactors, descrits a continuacio.
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5.3.3. Produccié de FucA en fermentador en discontinu alimentat de la soca M15

AglyA/ pQEapfucAT1Lacl.

La soca M15 AglyA/ pQEapfucATI1Lacl (clon 27) va ser emprada pel grup de recerca
d’Enginyeria de Bioprocessos i Biocatalisi Aplicada per a la produccié de FucA en
creixement discontinu alimentat (Marcel-la Vidal i David Calleja, comunicacio
personal).

El proces va durar 24 hores: 15.72 h de discontinu i 8.48 h de discontinu alimentat i es
va fixar la mateixa velocitat especifica de creixement (U) i estratégia d’induccié en
pols. Es van realitzar dues addicions de fosfats (una a les 20.33 h i I’altra a les 22.72 h).
Es mesura la concentracio de glucosa i la densitat optica del cultiu durant bona part del

procés i el resultat es mostra a la Fig. 5.6.

20 120
—8— DO600nm (Unitats d'absorbancia) .,
—e— Concentracié de glucosa (g/L) Induccio
IPTG - 100

Y

Concentracié de glucosa (g/L)
Densitat optica a 600 nm

Temps (h)

Fig. 5.6. Fermentacié de la soca M15 AglyA/ pQEapfucAT1Lacl en discontinu alimentat: evolucio
de la concentracid de la glucosa representada en negre i de la densitat Optica a 600 nm al llarg del

temps assenyalada en blau. E1 moment d’induccio s’indica de color vermell.
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La velocitat especifica de creixement () durant la fase de discontinu alimentat abans de
la induccid es manté a 0.22 h™ tal com s’esperava, perd la induccié de I’aldolasa
recombinant amb IPTG causa un decreixement de I’esmentada p fins a 0.18 h™.
Un cop transcorregudes 2 hores a partir de la induccid, s’observa una acumulacié de
glucosa deguda a la carrega metabolica generada en la sobreexpressié de FucA.
La FucA obtinguda de la fermentacio fou aillada mitjangant els metodes habituals i
quantificada aquesta vegada en termes d’activitat total (UA/ g pes sec), activitat
especifica (mg FucA/g pes sec) 1 quantitat de proteina per unitat de pes sec (mg FucA/ g
pes sec). Aquests ultims dos parametres es mostren a la Fig. 5.7, juntament amb la

concentracio de biomassa 1 substrat.
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Fig. 5.7. Producci6 de FucA al llarg del temps en un cultiu discontinu alimentat. El simbol e indica

pes sec, el simbol O correspon a glucosa, A indica activitat en UA/g pes seci *

pes sec.
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Considerant la producci6 de FucA, el valor maxim d’activitat intracel-lular s’assoleix a
les 3 hores després de la inducci6 i és de 634 UA/ g pes sec. Pel que fa a la quantitat
maxima de FucA intracel-lular, el valor d’aquesta correspon a 13.7 mg/g pes sec.

La determinaci6 de I’expressid de FucA es realitza mitjancant un analisi SDS-PAGE
(Fig 5.8) amb les mostres obtingudes de la fermentacié abans i després de la induccid,

per tal de determinar-ne els nivells basals.
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Fig. 5.8. Analisi SDS-PAGE a partir de mostres obtingudes: abans de la induccio6 (1), al cap d’una
hora de la inducci6 (2), a les 2 hores (3), ales 2.5 h (4) i ales 3 h després de la induccio (5). Les dues

fletxes vermelles assenyalen les dues proteines d’interés (FucA i SHMT).
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L’analisi SDS-PAGE mostra un nivell de SHMT similar abans i després de la induccio,
de manera que s’ha reduit I’expressid de I’esmentada proteina fins a un nivell
constitutiu de FucA, sense afectar els nivells transcripcionals de glyA, confirmant
observacions anteriors suggerint que la transcripcio a partir del promotor T5 no afecta la

del gen glyA, situat corrent avall del casset d’expressio T5/fucA/to.

A la Taula 5.4, es presenta la quantitat de proteina d’interés obtinguda en mg de FucA.

Taula 5.4. Nivells de producci6 de FucA abans i després de la inducci6 expressats com a mg FucA.

Temps (h) mg FucA
Abans de la induccio 0 0.02
Després de la inducci6 1 241

2 4.55

3 5.28

El nivell de producci6 basal de FucA observat de manera qualitativa a la Fig. 5.8 resulta

minim en termes numerics (Taula 5.4).

Totes aquestes afirmacions permeten ratificar el que ja s’ha dit a I’apartat 5.3.2: la nova

construccié amb gen lacl incorporat esta ben regulada.
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5.4. Conclusions.

Les conclusions presenten 1’estructura habitual, tot i que en aquest cas 1’apartat de
conclusions extretes a partir d’objectius aconseguits (5.4.1) sera més extens que
I’apartat de motivacions (5.4.2), el qual passara a anomenar-se perspectives de futur, en

tractar-se de 1’ultim capitol de disseny de soques.

5.4.1. Conclusions extretes a partir dels objectius assolits.

e Millora en els nivells d’activitat assolits.
La nova soca M15 AglyA/pQEapfucATI1Lacl produeix FucA activa i ben
regulada, amb uns nivells similars a les construccions anteriors. Si be es cert que
no aporta una millora quantitativa a nivell de produccid, aquest no era un

objectiu prioritari d’aquesta construccio.

e Acci0 del repressor Lacl.

L’acci6 del repressor Lacl com a responsable de la regulacié de la transcripcio
es fa palesa a ’esmentada construccio, ja que permet destinar bona part dels
recursos cel-lulars a la produccio de la proteina d’interés, la qual s’expressa a
nivells basals baixos i augmenta molt significativament després de la induccid.

D’altra banda, la incorporacio del repressor Lacl sembla tenir una influencia
sobre la reduccié dels elevats nivells de SHMT que es fa especialment evident
en el cas de la construccié M15 AglyA/pQEaffucATI1Lacl, la qual presenta uns
nivells de SHMT menors, pero poc millorats respecte la soca M15

AglyA/IpQEapfucATI.
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La relacio entre la presencia de repressor i la reduccié dels nivells de SHMT es
podria explicar com que, les copies multiples de 1’operador lac ajusten el
repressor Lacl, de manera que en funcio del tipus de RNA-polimerasa, 1’activitat
basal sera més o menys elevada. En el cas de la RNA-polimerasa T7, en
provenir d’un promotor molt fort, no permetra que els diversos gens diana siguin
conservats de manera estable. En canvi, la RNA-polimerasa T5 del nostre
plasmidi, provinent d’un promotor no tan fort, no reduira aquests nivells d’una
manera tant forta, per la qual cosa sempre quedara una expressio basal de la
proteina SHMT. Seria possible observar aquests esdeveniments de 1’expressio

per citometria de flux.

e Balang de la nova construccio.
La soca generada M15 AglyA/pQEaffucATI1Lacl permet millorar de manera
global la construccio inicial, tant des d’un punt de vista qualitatiu (s’ha eliminat
el gen de resistencia a la Kanamicina) com quantitatiu (es redueixen els nivells
de la proteina secundaria). Convé recordar que es tracta d’una construccio lliure
de contaminacidé transposonica, ben regulada des d’un punt d’expressio de
proteina recombinant i1 aplicable en cultius discontinus d’alta densitat cel-lular.
La conservacio d’un gen de resisténcia a antibiotic pot ser util des del punt de

vista del vector de clonatge per a construccions futures.
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5.4.2. Perspectives de futur.

La necessitat de generar una construccid6 que hagi eliminat el gen de la (-
lactamasa ¢és prioritaria, a fi d’obtenir una soca genéticament acceptada per a la
produccié de proteines d’interes terapeutic segons les recomenacions de les
autoritats sanitaries (Statement of EFSA, 2009) . Addicionalment, la tendencia
general a reduir els vectors d’expressio als elements genetics minims també

representa un mapa de ruta a seguir a continuacio.

El repressor Lacl propi de la soca M15 inicial prové d’un plasmidi amb baix
nombre de copies (PREP-4). Considerant que s’ha capturat ’esmentat repressor
d’un plasmidi d’alt nombre de copies (pET21) i s’ha introduit en un plasmidi
també d’alt nombre de copies, es pot parlar d’un cert desajust metabolic, ates
que els nivells de lacl son molt forts. Per aquesta ra0, caldria regular mes
acuradament els nivells de lacl. Una alternativa seria modular el nombre de
copies del vector d’expressid on es troba a partir dels vectors pET que tenen
lacl. Aquests podrien ser un bon model a imitar ja que el lacl i el gen
recombinant a expressar es troben en el mateix vector, la qual cosa evitaria

desajustos pel que fa a nombre de copies.
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CAPITOL 6. PRODUCCIO DE LA FUC A EN FORMA DE COSSOS
D’INCLUSIO ACTIUS I APLICACIO D’AQUESTS EN REACCIONS DE

SINTESI ESTEREOSELECTIVES.

6.1. Introducci®.

Actualment i des de fa temps, una limitaci6 comuna en la produccié de proteines
recombinants en alguns bacteris com Escherichia coli continua essent la produccié
d’agregats de proteina insoluble que es coneixen amb el nom de cossos d’inclusio (IBs).
La formacio d’aquests granuls proteics amorfes en E. coli va ser observada inicialment
en cél-lules que creixien en presencia de ’aminoacid canavanina (Prouty et al., 1975).
Aquests granuls es van descriure com a diposits de proteines de cel-lules anormals, les
quals no estaven envoltades per cap capa superficial definida. Tanmateix, la
implementacié de la tecnologia del DNA recombinant i la generacié de bacteris
recombinants per a la produccié de proteines revelava la precipitacio proteica com a
caracteristica comuna durant la sobreexpressio del gen clonat (Marston, 1986).

Per altra banda, aquests agregats o IBs representaven un gran obstacle per la produccio
de proteines recombinants d’una manera soluble i funcional (Buchner i Rudolph, 1991).
El fenomen d’agregacid de proteines recombinats era degut a una quantitat reduida de
xaperones quan 1’expressio recombinant de gens era dirigida a alts nivells (Lorimer,
1996; Rinas i Bailey, 1993; Thomas i Baneyx, 1996). Sota aquestes condicions, en les
quals eren produides proteines en quantitats no fisiologiques, les associacions
intermoleculars de superficies hidrofobiques exposades abans del replegament proteic
podien conduir cap a la deposicié d’intermediaris de plegament (King et al., 1996),

principalment quan eren resistents a la degradacié proteolitica (Corchero et al., 1996).
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Fins fa poc temps, es creia que els cossos d’inclusio significaven tan sols reservoris
cel-lulars inactius. Tanmateix, amb el nombre creixent de publicacions sobre la
preséncia de precursors correctament plegats a I’interior dels IBs (Ventura i Villaverde,
2006), aquesta visi6 va comencar a canviar.
La preséncia d’estructures natives va ésser confirmada mitjancant una espectrometria
d’infraroigs de reflectancia atenuada (Ami et al., 2006; Jevsevar et al., 2005; Oberg et
al., 1994; Peternel et al., 2008) i en alguns d’aquests casos es va detectar activitat
biologica (de Groot i Ventura, 2006; Jevsevar et al., 2005; Peternel et al., 2008;
Tokatkidis et al., 1991; Worrall i Gross, 1989). En aquest sentit, 1’as de la proteina de
fluorescéncia verda (GFP per les sigles en anglés) com a “informador” (reporter) per
estudiar la cinetica dels IBs a partir d’un microscopi de fluorescencia, va significar la
confirmacié definitiva (Garcia-Fruitos, 2005), ja que fins aquell moment, la informacid
sobre la qualitat conformacional d’aquests agregats proteics havia estat negligida.
Publicacions més recents ja parlaven d’enzims basats en IBs 1 confirmaven de nou la
seva activitat (Garcia-Fruitos et al., 2007; Gonzalez-Montalban et al., 2008; Nahalka et
al., 2006). Aquesta observacié no tan sols corroborava el model de composicié dels IBs
proposat, (Carri6 et al., 1998) sin6 que obria un mercat prometedor en la industria de la
biocatalisi (Garcia-Fruitos, 2010).
Aixi doncs, la visid actual dels cossos d’inclusio és la d’unes particules refractils, sovint
formades al citoplasma (Bowden et al., 1991; Carri6 et al., 1998), pero amb la
possibilitat d’ésser formades al periplasma (Miot i Betton, 2004). Es tracta d’una font de
proteina relativament pura que pot ésser facilment purificada (Ventura i Villaverde,
2006) i que posseeix un ampli ventall d’aplicacions biotecnologiques i

nanotecnologiques.
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Aquestes nanoparticules que posseeixen una mida de 50 a 500 nm de mitjana s6n molt
interessants en aillament i purificacid, per la qual cosa podrien aportar molt a la
industria farmaceéutica, cosmetica i quimica (Garcia-Fruitos, 2010; Peternel et al., 2009).
Tot i que pocs enzims han estat expressats i usats com a cossos d’inclusi6 actius, cal
destacar algunes contribucions significatives (Nahalka J et al., 2006, 2007 i 2008):
galactosidases (Garcia-Fruitos et al., 2007 i 2009), reductases (Garcia-Fruitos et al.,
2009), oxidases (Nahalka et al., 2007; Garcia-Fruitos, 2007), cinases (Nahalka et al.,
2006 i 2007), fosforilases (Nahalka et al., 2008) i aldolases (Nahalka et al., 2008), les
quals han estat usades amb éxit en reaccions catalitiques especifiques. Tanmateix, cal
més informacid sobre els cossos d’inclusid per tal que aquests siguin usats com a
biocatalitzadors eficients.
Aquesta part de la tesi ha estat realitzada en col-laboracio amb el grup del Dr.Villaverde
de Dl’Institut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB) de la Universitat Autonoma de
Barcelona, de manera que algunes parts del proces es van realitzar als seus laboratoris.
La voluntat d’ambdés grups era I’obtencié de FUCA mitjangcant un sistema d’expressid
conegut i compatible amb soques d’E. coli amb certa tendéncia a formar cossos
d’inclusio.
Com a punt de partida, es va valorar una soca mutant en la xaperona Dna K (JGT20)
que havia estat ampliament estudiada pel grup del Dr.Villaverde (Gonzélez-Montalban
et al., 2006). A la xaperona Dna K se li atributa el control del repartiment funcional de
proteines entre les fraccions soluble i insoluble. Aquesta soca havia d’ésser combinada
amb un plasmidi de promotor fort, un element clau (entre d’altres) per a 1’agregacio.
L’Unic plasmidi amb aquesta caracteristica i amb antecedents coneguts en que s’havia
observat certa expressio de FucA en forma de cossos d’inclusio (Garcia-Junceda et al.,

2000) era pTrcfucA, el qual tenia un promotor trc (derivat de trp i lac). No obstant, en
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aquest treball i en altres (Durany et al., 2003) es van centrar tots els esforcos en la
produccié de FucA de manera soluble tot obtenint valors de 276 UA/g de pes sec
mitjangant cultius d’alta densitat cel-lular amb la soca XL1 Blue (Durany et al., 2003).
Per tant, XL1 Blue va ser la segona soca escollida i finalment, es va afegir una tercera
soca: Origami, la qual havia estat estudiada recentment en la produccié de proteines en
forma de cossos d’inclusié (Di Lorenzo et al., 2005; Sorensen i Mortensen, 2005).

El primer objectiu d’aquest capitol consisteix en expressar la FucA en forma de cossos
d’inclusié mitjangant aquestes tres soques inicials (JGT20, XL1 Blue i Origami) amb el
mateix denominador comu: el sistema d’expressid6 pTrcfucA. Posteriorment, es
comproven els nivells d’activitat 1 puresa de la FucA expressada en els cossos d’inclusio
obtinguts i es comparen amb la FucA expressada en fraccio soluble.

Com a segon objectiu, es pretén demostrar, a nivell de prova de concepte, que els
enzims com és el cas de les aldolases, expressats com a cossos d’inclusié actius, poden
emprar-se eficientment com a biocatalitzadors. El fet de contenir alts nivells de proteina
que poden arribar fins al 95 % en alguns casos (Villaverde i Carrid, 2003), representa
I’avantatge de poder-los usar de forma autoimmobilitzada. En aquest sentit, la Fuculosa-
1-fosfat aldolasa catalitza la formacio de diols R-R (compostos D-eritro) per mitja d’una
addicio aldolica de DHAP a una gran varietat d’aldehids (Espelt et al., 2003 i 2005). En
aquest treball, els cossos d’inclusié de FucA s’empren com a biocatalitzadors per a la

condensacio aldolica entre DHAP i (S)-Cbz-alaninal.
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6.2. Materials i Métodes.

6.2.1. Expressio de FucA en JGT20, XL1 Blue i Origami.

Els estudis preliminars es van desenvolupar en tres soques diferents: JGT20 (mutant
DnaK), XL1 Blue i Origami (més informacié a I’apartat 2.1.4), a les quals se’ls va
introduir el plasmidi pTrcFucA (vegeu seccié 2.1.9) per mitja d’un procés de
transformacié (vegeu descripcio general de la técnica al punt 2.2.5).

Les caracteristiques més importants d’aquests sistemes s’exposen a la taula 6.1.

Taula 6.1. Sistemes d’expressio per a la produccio de cossos d’inclusié de FUCA, on s’indica la soca

hoste, el vector introduit, el promotor, I’origen de replicacio i la procedéncia de la soca i el vector

esmentats.
Soca Vector  Promotor Origen de replicacié Procedéncia (soca, vector)
Thomas and Baneyx, 1998
JGT20 pTrcfucA  Trc/lac pucC
Garcia-Junceda, 1995
Stratagene
XL 1-Blue pTrcfucA  Trcl/lac pucC
Garcia-Junceda, 1995
Novagen
Origami  pTrcfucA  Trc/lac pucC

Garcia-Junceda, 1995
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6.2.2. Cultius en matrassos d’Erlenmeyer.

Els experiments en matrassos d’Erlenmeyer es realitzaren en medi ric (LB) mitjancant
tres repliques per a cada soca a dues temperatures diferents: 37 i 42 °C. La induccid es
va efectuar a les condicions descrites en el punt 2.3.2.2.

Es van recollir mostres del cultiu immediatament després de la inducci6 (0 h), ales3 hi
5 h després de la induccio i, finalment, un mostra “overnight” (ON) corresponent a unes
18 h. Aquestes van ésser disruptades enzimaticament (vegeu punt 2.5.2) i a partir dels
cossos d’inclusid purificats de la fraccio insoluble, es van realitzar les analisis pertinents

per a determinar I’activitat i la quantitat de FucA (procediment descrit a 2.5.312.5.4).

6.2.3. Desenvolupament dels primers assaigs de la reaccié d’addicio aldolica.

El procediment general a seguir per dur a terme la reaccid aldolica es descriu
detalladament a la seccidé 2.5.5, aixi com tambe les analisis que es requereixen per
seguir-ne I’evoluci6 (2.5.5.212.5.5.3).

Els primers assaigs d’addici6 aldolica amb IBs, es van desenvolupar a unes condicions
inicials de substrats de 27.8 mM i 42.9 mM respectivament en el cas de DHAP i (S)-
Cbz-alaninal. Es tractava d’unes condicions d’excés d’alaninal ja aplicades en treballs
anteriors (Suau et al, 2006), per tal que els resultats fossin directament comparables. El
volum de reaccio establert va ser de 1 mL en el cas dels cossos d’inclusi6é (0.5 mL de
medi i 0.5 mL de suspensio de IBs). Els cossos d’inclusio provenien dels cultius de
JGT20 esmentats anteriorment en quantitats que no arribaven a 1 mL, fet que explica el

petit volum utilitzat.
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6.3. Resultats i Discussio.

L’us dels IBs com a sistema de producci6 alternatiu s’avalua en termes de quantitat de
FucA obtinguda i activitat biologica d’aquesta (6.3.1). Addicionalment, 1’aplicacié dels
IBs en una reaccié de sintesi (condensacié aldolica) dona informacié de la seva

eficiéncia com a biocatalitzadors (6.3.2).

6.3.1. Avaluacio de ’activitat biologica i quantitat de FucA obtingudes en forma

d’IBs mitjangant les soques utilitzades.

Les soques provades (XL1 Blue, JGT20 i Origami) amb el plasmidi pTrcfucA es van fer
créixer a 37 °C i 42 °C. Els resultats més rellevants pel que fa a la produccio de cossos
d’inclusi6 es donen a les 5 h després de la induccio i s’exposen tot seguit en termes de

UA/g pes sec a la Taula 6.2.

Taula 6.2. Activitat dels cossos d’inclusié ( UA/g pes sec) produits, a 37 °C i 42 °C, per les soques
XL1 Blue, JGT20 i Origami transformades amb el plasmidi pTrcfucA. Valors a les 5 h

d’induccio.

XL1 Blue JGT20 Origami
Temperatura (°C)
(UA/ gpessec) (UA/gpessec) (UA/ g pes sec)
37 15 77 3

42 19 48 3

En totes les soques i temperatures, els cossos d’inclusié mostraven activitat FucA, tot i
que amb nivells minims pel que fa a Origami, fet que contrastava amb estudis previs

que la combinaven amb altres plasmidis (Sorensen i Mortensen, 2005) perd possible,
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atés que aquesta construccid en concret en aquestes condicions no havia estat mai
provada. Considerant la soca XL1 Blue, el nivell detectat ja permetia parlar de certa
activitat biologica. Tanmateix, la quantitat d’enzim actiu expressat com a IB a la soca
JGT20 era molt més elevada que la corresponent a XL1 Blue.

L’expressio de la FucA va ser quantificada tant a partir de la forma soluble com a partir
de cossos d’inclusi6 en termes de quantitat de proteina i activitat aldolasica.

La qualitat dels cossos d’inclusié que expressaven FucA van ser verificats en termes
d’activitat especifica (UA/ mg proteina) i % de puresa (mg de FucA continguda en 100
mg de proteina total), tal com es presenta a les Fig.6.1 i 6.2, per a XL1 Blue i JGT20.
Per a la soca XL1 Blue, els nivells de la proteina soluble eren, d’acord amb els treballs
previs, d’unes 280 UA/g pes sec aproximadament (Durany et al., 2005) i tan sols una
fraccid reduida de FucA (un 2 % aproximadament) va ser detectada en cossos d’inclusié
a ambdues temperatures. En el cas de la soca JGT20, hi havia una produccio enzimatica
més elevada en les formes solubles i insolubles. Els nivells solubles arribaven a més de
2000 UA/g pes sec i la fraccio corresponent a IBs representava un 4 % de la proteina

recombinant total a 37 °C i tan sols un 2 % a 42 °C de ’activitat total.
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Fig. 6.1. Activitat especifica (UA/mgFucA) i puresa (% FucA) en cossos d’inclusié (IB) i fraccio
soluble (FS) per a XL1 Blue a 37 °C (a) i 42 °C (b). Les barres que es mostren corresponen a I’error

estandard de les tres répliques.
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Les Fig.6.1a 1 6.1b per a la soca XL1 Blue mostren que I’activitat especifica dels IB ¢és
més elevada a 42 °C que a 37 °C. A la temperatura major, els cossos d’inclusio
presenten una activitat especifica lleugerament més elevada que a la fraccié soluble,
amb un valor maxim de 3 UA/mg. Convé assenyalar que les dades d’activitat especifica
al temps d’induccié (t=0) corresponen a expressi0 basal. La puresa dels c0ssos
d’inclusid era relativament baixa en ambdds casos (25-30 % de la proteina total en IBs
era FUucA).

Considerant la soca JGT20, les dades es mostren a la Fig.6.2 (a i b).
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Fig. 6.2. Evolucié de I’activitat especifica (UA/mg FucA) i puresa (% FucA) al llarg del temps
després de la induccio, com cossos d’inclusié (IB) i fraccid soluble (FS) per la soca JGT20 a 37 °C
(@) i 42 °C (b). Les barres que es mostren al grafic representen I’error estandard de les tres

répliques.

Els grafics mostren que la soca JGT20 a 37 °C presenta valors més elevats que la soca
control XL1 Blue, ates que 6 UA/mg de la proteina d’interés es troben en forma de IB.
Aquests resultats tenen coherencia amb la hipotesi que els IB actius tenen una activitat
especifica igual o més elevada que la fraccio soluble (Villaverde i Carrid, 2003). Aqui
es fa palés que un increment en la temperatura a 42 °C té un efecte negatiu en
I’expressid dels IB actius per la soca JGT20. De fet, ha estat publicat que a baixes
temperatures, el metabolisme funciona més lentament, per la qual cosa els processos de

traduccio i replegament de proteines també es desenvolupen a menys velocitat. Una
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agregacio de proteines més lenta podria conduir a rendiments més elevats de proteines
correctament plegades, ja que es disposa de més temps per permetre el plegament
(Peternel et al., 2009) i les proteines correctament plegades es troben preferentment al
nucli dels agregats (Garcia-Fruitos, 2007).

Tal com s’esperava, els IBs de la soca JGT20 posseeixen una qualitat més elevada que
els produits per XL1 Blue, ates que contenen al voltant d’un 70 % d’aldolasa
recombinant a ambdues temperatures (Fig.6.2 ai 6.2 b).

Per tots aquest motius, la soca JGT20 va semblar la més prometedora per produir cossos
d’inclusi6 a la temperatura que es va decidir escollir: 37 °C. Doncs en termes generals,
era la temperatura que mostrava uns millors resultats 1 d’altra banda, representava una

temperatura de treball habitual en fermentacio.

Finalment i partint de les dades existents, es van fer els calculs pertinents (vegeu
Annexes, A3) per tal d’esbrinar amb més detall la quantitat de FucA en mg present a
cadascuna de les parts (soluble i insoluble), tal i com es presenta a la Taula 6.3. En
aquesta taula es presenten els valors al llarg del temps per la soca i la temperatura

seleccionades.
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Taula 6.3. Distribuccid, a la fraccio soluble i als IBs, de la FucA produida a diferents temps, després
de la induccid, per la soca JGT20 a 37 °C. Els resultats estan expressats mitjangant un valor promig
amb P’error estandard associat. No s’han incl0s les mostres a temps 0 h a causa de la dispersié de

dades.

Temps de cultiu  FS (mg FucA/g pes sec) 1B (mg FucA/g pes sec) IB/total (%)

Post-inducci6 (h)

3h 310£79 9.3+2.1 2.9
5h 386+15 8.9+0.9 2.2
ON 299+30 9.4+0.5 3.1

Els estudis realitzats fins aquest punt havien permes determinar la millor temperatura i
la millor soca per a la produccio de cossos d’inclusi6. Tanmateix, els valors de la Taula
6.3 indicaven que la FucA produida en forma de cossos d’inclusié representa tan sols un

3 % de la quantitat de FucA total, en el millor dels casos.

6.3.2. Estudis dels IBs a com a biocatalitzadors en una reaccié d’addici6 aldolica.

Per tal de quantificar el comportament dels cossos d’inclusio com a catalitzadors de la
reaccio d’addicio aldolica entre DHAP i (S)-Cbz-alaninal, es va dur a terme una reaccio
partint d’una concentracid nominal inicial d’enzim de 1 UA/mL. Les condicions i
concentracions son les indicades a Materials i Metodes (6.2).

L’evolucio amb el temps de la reaccio catalitzada amb cossos d’inclusi6é es mostra a la

Fig.6.3.
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El seguiment de I’evolucié del substrat només va ser possible pel que fa al (S)-Cbz-
alaninal, ja que 1’analisi de la DHAP requeria un volum de presa de mostra superior al

recomanat per tal de no superar al 10 % del volum total del reactor.
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Fig. 6.3. Evoluci6 de la reaccié d’addicié aldolica entre DHAP i (S)-Cbz-alaninal catalitzada pels

cossos d’inclusio. El medi de reaccio ([Tris]=0.05 mM i [KCI]=0.15 mM pH=7) contenia un 20 %
(v/v) de DMF. La reacci6 es va realitzar a 4 °C i amb una concentracié d’enzim de 1 UA/mL de
reaccié. Les concentracions inicials de DHAP i de (S)-Cbz-alaninal van ser 26 mM i 39 mM

respectivament.

La Fig. 6.3 mostra gque la reacci6 de d’addici6 aldolica evoluciona cap a la formacio6 del

producte. Si es calcula la velocitat inicial de desaparicio d’alaninal, el valor obtingut és

de 2 mmols/L.h.
L’tnica informacio que es podia extreure de la reaccid de sintesi desenvolupada en

aquest apartat, va ser que la FucA en forma de cossos d’inclusié estava catalitzant la
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reacci6 cap a la formacié de producte, cosa que verificava la seva activitat com a
biocatalitzador. En aquesta direccio, es plantejava la hipotesi que els cossos d’inclusio
podien tenir més activitat de la que s’observava en el test d’activitat, en el cas que hi
haguéssin més limitacions difusionals amb el substrat natural que amb els de la reacci

de sintesi, pero calia avangar més en aquesta direccio per validar-ho.
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6.4. Conclusions.

6.4.1. Conclusions extretes a partir dels objectius aconseguits.

La iniciaci6 d’aquesta nova linia al grup de recerca d’Enginyeria de Bioprocessos i

Biocatalisi Aplicada del Departament d’Enginyeria Quimica permet arribar a les

seguents afirmacions.

Els estudis preliminars a partir de les soques iniciadores XL1 Blue, JGT20 i
Origami han determinat que totes elles poden produir cossos d’inclusio actius
en més o0 menys quantitat. Tanmateix, en el cas d’ Origami, no es pot parlar d’un
sistema d’expressié atractiu per a la produccio de cossos d’inclusid, degut als

baixos nivells d’activitats que mostra en forma de cossos d’inclusio.

Els resultats obtinguts mitjancant les soques XL1 Blue i JGT20 indiquen que la
producci6 de FucA en forma de cossos d’inclusidé permet obtenir nivells
d’activitat especifica i puresa similars, o fins i tot més elevats que en fraccid

soluble.

La soca JGT20 representa una soca prometedora en comparacié amb les que
s’han provat per la produccié de cossos d’inclusié. No obstant, la soca XL1 Blue

també és productora de cossos d’inclusio actius.

Les condicions de treball a les quals es recullen els valors maxims d’activitat i
puresa en cossos d’inclusio son a temperatura de 37 °C i entre les5 hi les 12 h

després de la induccié pel que fa a la soca JGT20.
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La utilitzacio dels cossos d’inclusid com a catalitzadors d’una reaccié d’addicio
aldolica estereoselectiva ha permes verificar ’activitat del cossos d’inclusid, aixi

com també la seva eficiéncia com a biocatalitzadors aplicats.

Motivacions.

Aquesta primera fase ha permes ésser conscients dels avantatges, perd també de les

limitacions que representa produir FucA en forma de cossos d’inclusio en els sistemes

microbians estudiats. Aquestes ultimes s’analitzen a continuacio.

L’obtencié de quantitats majors de cossos d’inclusido €s necessaria per al
desenvolupament d’aquestes reaccions de sintesi amb volums més grans, la qual
cosa permetria realitzar un nombre major d’assaigs a diferents condicions.

Tot i que els IBs de FucA obtinguts han demostrat ser utils com a
biocatalitzadors, son de dificil maneig com a catalitzadors solids degut a les seva
poca consistencia i resisténcia mecanica. Seria desitjable que poguessin utilitzar-
se en una formulacié més adequada (mitjancant autoimmobilitzacié o inclusié
en un suport).

La purificaci6 dels cossos d’inclusi6 realitzada a I’'IBB a partir d’un métode
habitual mereixeria ésser estudiada. Es plantejava des del grup del Dr.Villaverde
la possibilitat de provar altres metodes més efectius, els quals podrien millorar
els resultats obtinguts.

La proteina objectiu que es pot produir en forma de cossos d’inclusio a les

condicions actuals és infima, en comparacié amb la que es produia en forma
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soluble, per la qual cosa és necessari trobar la manera de redirigir la produccio

de FucA cap a cossos d’inclusio.
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CAPITOL 7. OBTENCIO DE COSSOS D’INCLUSIO EN
FERMENTADOR | PURIFICACIO MITJANCANT METODES

ALTERNATIUS.

7.1. Introduccio.

En el capitol anterior, s’ha verificat que els cossos d’inclusio son actius, tant amb el
substrat natural (Fuculosa-1-fosfat) com amb la reaccié d’addicio aldolica entre DHAP i
(S)-Cbz-alaninal, la qual cosa els fa especialment interessants en bioprocessos. En
aquest sentit nombroses publicacions afirmen que I’avantatge de produir la proteina
d’interés en forma de cossos d’inclusid és la obtencid d’altes quantitats de producte
(proteina) i que els agregats son facilment separats i purificats (Fahnert et al., 2004).

El grup de recerca de Fahnert recomanava la produccioé de cossos d’inclusi6 mitjancant
un medi mineral amb glucosa o glicerol, com a Unica font de carboni. Relacionat amb el
medi de cultiu, nombroses articles incidien especialment en I’s d’additius complexos,
com ara l’extracte de llevat, el qual podia reduir la proteolisi (Swartz, 1996) i
incrementar els nivells de producte (Tsai et al., 1987). No obstant, també podia causar
problemes per la produccio d’elevats nivells d’acid acétic i variabilitat del substrat, si el
procés es portava a escala (Swartz, 1996). Per tant, no es recomenava 1’s d’extracte de
llevat en cultius discontinus alimentats (Fahnert et al., 2004).

Com a norma general, per a sistemes d’expressi¢ forta destinats a la producci6 d’IBs, es
deia que la fermentacié hauria d’ésser aturada entre 3 i 5 hores després de la induccio,
perd aquesta premissa variava en funcid del sistema d’expressid en concret, de la

proteina d’interés i de I’estabilitat del producte (Fahnert et al., 2004).
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L’estratégia de purificacio dels cossos d’inclusio, una vegada produits, és un tema
d’interés creixent arreu des que s’ha vist la possibilitat que poden ésser usats com a
biocatalitzadors en biomedicina, concretament en el camp de I’enginyeria de teixits
(Segupta i Heilshorn, 2010; Tran i Webster, 2009; Villaverde, 2010). En aquest tipus
d’aplicacions, el procediment de purificacié haura de ser extremadament acurat.
Diverses publicacions mostren que métodes de lisi mecanics i no mecanics s’usen de
manera igualitaria per trencar les cél-lules i obtenir les proteines recombinants solubles
(Arii et al., 2004; Huang et al., 2006; Wanarska et al., 2007). Els métodes no mecanics
emprats per a la obtencid de cossos d’inclusio consisteixen en una série de rentats
despreés de la centrifugacié mitjancant detergents i/ o tractaments amb DNAsa |, essent
el producte obtingut preparat per ser usat en propostes de plegament proteic (Rodriguez-
Carmona et al., 2010). No obstant, cal destacar la gran quantitat d’impureses, com ara
membranes, proteines unides a membrana, fragments de paret cel-lular, DNA, RNA i
fins 1 tot cel-lules viables a la mescla d’IBs, que fan que aquestes nanoparticules no
siguin adequades per algunes aplicacions biotecnologiques (Garcia-Fruitos, 2010). Per
aquesta rao, han sorgit dues publicacions (Peternel, 2010; Rodriguez-Carmona, 2010)
que assenyalen la importancia de redefinir un metode apropiat per aillar IBs i eliminar
completament la preséncia de bacteris viables a la mostra final, sense malmetre
I’estructura dels IBs 1 la qualitat de les proteines dins els agregats proteics.
El grup de Villaverde (Garcia-Fruitos, 2010) i Komel (Peternel et al., 2010) han
explorat de manera exhaustiva I’eficacia dels métodes de lisi com ara la lisi enzimatica,
la sonicacio, els cicles de congelacio/descongelacio i la homogenitzacié a alta pressio,
entre d’altres. Els resultats mostren que la lisi no mecanica respecta la integritat dels
IBs, perd no és prou efectiva en termes de disrupcio cel-lular (Rodriguez-Carmona,

2010). Per altra banda, mentre la lisi cel-lular millora quan s’apliquen metodes
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mecanics, (Rodriguez-Carmona et al., 2010; Peternel et al., 2010), la qualitat de la
proteina atrapada en IBs és sovint compromesa (Peternel et al., 2010). Per aquest motiu,
ambdds assenyalen que calen més estudis per aproximar una alternativa universal per
obtenir I1Bs purs que preservin la seva morfologia tot contemplant la qualitat de la

proteina recombinant.

La citometria de flux s’ha emprat en molts treballs per a controlar ’acumulacié de
producte durant les fermentacions, perd tan sols uns quants meétodes s6n capacos de
mesurar la disrupcio de les cel-lules i la consequent recuperacié dels 1Bs (Walberg et
al., 2005). No obstant, es tracta d’un métode tedi0s que requereix molt temps, aixi com
també la generaci6 d’anticossos altament especifics per a les proteines expressades.
Medwid et al han desenvolupat un metode rapid i sensible de citometria de fluxe basat
en fluorocroms que s’uneixen a acids nucleics amb la capacitat de discriminar cel-lules

intactes de cossos d’inclusid en una preparacié homogeneitzada (Medwid et al., 2007).

L’objectiu principal d’aquest capitol consisteix en la obtencié de cossos d’inclusié en
quantitats majors, per tal de continuar amb les reaccions de sintesi iniciades en el capitol
VI. En aquest capitol, es va concloure que la soca més prometedora per a la produccio
de FucA en forma de cossos era la soca JGT20 (mutant DnaK). Aquesta, en ser
defectiva en una xaperona podia precisar, segons estudis previs amb altres soques
similars, una font d’extracte de llevat (Swartz, 1996; Tsai et al., 1987).

Per aquesta rad, combinada amb la manca d’experiencia amb una soca d’aquest tipus, es
realitzen uns assaigs en matrassos d’Erlenmeyer per determinar quin és el medi optim i
tot seguit, una fermentacié en batch en fermentador airejat amb 1’Gnic objectiu de

produir cossos d’inclusi6 actius.
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Finalment i com a tema centrat d’aquest capitol, s’analitzen diversos meétodes de
disrupcié des de punts de vista diferents. Tot i que I’aplicacio dels IBs obtinguts en
terapia no ¢€s la prioritat d’aquest treball, es proposa des del grup del Dr. Villaverde,
’assaig de procediments de purificacioé alternatius al meétode emprat en el capitol VI, és
a dir, a la disrupcié no mecanica per tractament amb lisozim. Els antecedents del grup
de ’'IBB confirmen que es tracta d’'un metode eficient ja que no compromet ’activitat
biologica de la proteina d’interes, perd que dona com a resultat un gran nombre
d’impureses (especialment cel-lules senceres) que formen part del conjunt de cossos

d’inclusid.

De manera addicional, durant I’estada a I’Institut fiir Technische Chemie (TCI) del
Leibniz Universitdt de Hannover (Alemanya), s’intenta posar a punt un metode el més
simplificat possible, basat en el treball de Medwid, per tal de quantificar quina
proporcid existia entre cel-lules senceres i cossos d’inclusié en mostres d’IBs purificats

mitjancant metodes de disrupcio diversos.
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7.2. Materials i Meétodes.

Abans de la realitzacio de la fermentaci6 amb la soca JGT20, es van realitzar uns
estudis amb matrassos d’Erlenmeyer. Els medis provats van ser en primer lloc, el medi
MD (2.3.1.1) amb treonina i arginina (les dues auxotrofies de la soca) a les
concentracions de 25 pg/L i 5 pg/L respectivament, medi MD enriquit amb extracte de
llevat a ra6 de 2 g/L i 4 g/L, i medi MD amb un 0.05 % de casaminoacids. Es van
realitzar els inoculs en LB i Ampicil-lina, atés que el plasmidi pTrcfucA tenia una Unica

resisténcia a antibiotic.

La produccié de cossos d’inclusié mitjangant un cultiu discontinu en fermentador es
realitza amb el medi més eficient dels provats tot escalant les proporcions d’acord amb
el rendiment biomassa-substrat. Per tant, el medi semidefinit, el qual es basava en el
medi definit descrit a I’apartat 2.3.1.1, consistia en glucosa (12 g/L), MgSO,.7H,0
(0.45 g/L), FeCl; (0.02 g/L), tiamina (0.1 g/L), macroelements (0.72 mL/L), elements
traca o microelements (2.29 mL/L), extracte de llevat (12 g/L), inocul (80 mL/L) i aigua

destil-lada (fins a 800 mL).

L’inocul contenia un medi MD estandard sense extracte de llevat (vegeu apartat
2.3.1.1) i el preinocul consistia unicament en LB i Ampicil-lina.
El reactor usat tenia un volum de 2 L (descrit la seccio 2.3.3), pero en aquest cas es va

decidir emprar un volum de treball de 1.5 L.

Els meétodes de disrupcié que s’estudien al llarg del capitol son un tractament amb

lisozim (apartat 2.5.2) i una serie de disrupcions mecaniques (2.5.2) a 21 kPsi en dos i



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

194
tres cicles, i a 42 kPsi en un sol cicle. Finalment, es combinen metodes: tractament amb
disruptor i sonicacid, aixi com també tractament amb disruptor i tractament amb
lisozim. L’etapa de sonicacid fou realitzada a 1’IBB mitjancant un sonicador Braun

(Labsonic U).

El recompte cel-lular en placa es va realitzar comptant el nombre de colonies d’aquelles
plaques que en tenen entre 30 i 300, es calcula el promig i divideix pel producte del

factor de dilucio i el volum de cultiu sembrat. Els resultats s’expressen en colonies/mL.

Per a I’analisi de citometre de fluxe, les mostres van ser préviament diluides amb una
solucié salina stock 0.75 M de tampo fosfat 1X (PBS) i la tincio es realitza amb iodur
de propidi (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA). D’aquest stock es van emprar 20
pL/mL per mostra, els quals s’afegiren directament a la mostra diluida.

Les dades de fluorescencia es recolliren en FL3 (senyal de fluorescéncia de 620 nm, en
unitats relatives), emissié corresponent a 620 nm i analitzades a 1’aparell Beckman
Coulter Epics XL-MCL per detectar la llum de dispersié (forward scattering light) i les
emissions de fluorescéncia.

A la fi de I’experiment, les dades eren tractades mitjancant el software SYSTEM2. Es
van fixar uns llindars apropiats per reduir I’excés de soroll de fons. Les dades
obtingudes es presentaven en un diagrama de dispersio en dos eixos (FSC o dispersio

forward) que s’empra per detectar la mida de les particules, en unitats relatives i FL3.
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7.3. Resultats i Discussio.

7.3.1. Estudis previs en Erlenmeyer.

Els medis proposats van ser utilitzats en creixements en matrassos d’Erlenmeyer de E.
coli JGT20 per tal d’esbrinar quin era 1’0ptim per passar-lo a fermentador. En un primer
lloc, es creia que el medi definit amb suplements de treonina i arginina era suficient
perqué responia a les necessitats de la soca, pero en no resultar eficient ni tan sols a
concentracions més elevades de les recomanades (dades no presentades), es va decidir

estudiar les altres opcions, detallades a 1’apartat 7.2. (Fig.7.1).
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Fig. 7.1. Evolucié de la densitat dptica a 600 nm per a cadascun dels creixements d’ E. coli JGT20
en medis diferents: medi definit (MD) amb 0.05% de casaminoacids, MD amb arginina i treonina, i

MD amb extracte de llevat a 2 g/L i 4 g/L respectivament.
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Contrariament al que moltes publicacions afirmaven sobre I’us generalitzat de
casaminoacids (Lee Y i Chang HN, 1994) en soques que requerien medis semi-
complexes, aquesta addicid6 no va resultar efectiva. Pel que fa a la iniciativa de
suplementar el medi definit amb els aminoacids corresponents a les auxotrofies, tampoc
va donar un creixement viable.
El medi MD amb 4 g/LL d’extracte de llevat va ser 1'inic que va donar un perfil de
creixement prometedor, el qual sobrepassava les 5 unitats de densitat optica a 600 nm.
A partir de la part exponencial de la grafica i mesures de concentracid de glucosa
realitzades per aquest medi, es calcula un rendiment biomassa-substrat de 0.3 (Yx/s) que
coincideix amb els estudis realitzats amb XL1 Blue afegint extracte de llevat al MD

(Durany, 2003).

7.3.2. Fermentacio en discontinu per a I’obtencié de cossos d’inclusio.

El cultiu en discontinu en fermentador airejat va arribar a una DO de 19, tot induint amb

IPTG 1 mM quan s’havien assolit 13 unitats de densitat optica. Es va seguir el cultiu

durant 25 hores a fi de poder coneixer el perfil de creixement (Fig.7.2).



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

197

Fig. 7.2. Evolucié de la densitat optica a 600nm i de la concentraci6 de glucosa (g/L) en un cultiu

discontinu en fermentador aerat per a I’obtencié de cossos d’inclusio, tot induint amb IPTG 1 mM.

Ateés que no es tenia experiéncia prévia amb aquesta soca i la intencidé d’aquest cultiu no
era modelitzar el creixement, sind Unicament obtenir IBs en gran quantitat, es va induir
en el moment en qué la meitat de la glucosa inicial s’havia consumit.

El cultiu es va aturar quan s’havia esgotat la major part de la glucosa i el brou de cultiu
es va dividir en parts iguals per tal d’assajar els diferents meétodes de purificacio de

cossos d’inclusio tot assumint que tots ells parteixen d’un sediment igual.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

198

7.3.3. Purificacio dels cossos d’inclusio mitjancant diversos métodes de disrupcio.

Els métodes de disrupcid a avaluar han estat una disrupcié mecanica (a dues condicions
diferents: 1 cicle a 40 kPsi i 3 cicles a 21 kPsi), un tractament amb lisozim, una
disrupci6 seguida d’una sonicacié i una disrupcié seguida d’una tractament en lisozim.
Tot seguit, es mostra a la Fig.7.3 un esquema realitzat amb el programa SuperPro

Designer® que compara tots aquests metodes esmentats.
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C.

Fig. 7.3. Diagrames del procés de purificacié que permeten observar les etapes de cada estratégia
(a. Disrupcié mecanica, b. Disrupcié i sonicacié, c. Tractament amb lisozim, d. Disrupci6 i
tractament amb lisozim) partir d’una fermentacié en discontinu, comuna per a totes elles. Les sigles

SN signifiquen sobrenedant i FI, fraccié insoluble.
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Els resultats de la fermentacidé en discontinu van ser de 1’ordre dels que s’havien
obtingut a partir dels matrassos d’Erlenmeyer. No obstant aixo, per a una comparacio el
maxim de visual possible, els resultats dels assaigs d’activitat i quantificacié de FucA
s’expressen en valors relatius obtinguts a partir de les dades de UA/ g pes sec, UA/mg
FucA i % FucA obtingut a partir de les dades de densitometria dels gels d’electroforesi.
Les dades s’exposen a al Taula 7.1. El métode de referéncia que equival a un 100 % és

el tractament amb lisozim.

Taula 7.1. Recuperacio de FucA com a cossos d’inclusié pels diferents metodes de disrupcié en
UA/g pes sec, UA/mg FucA i % FucA respecte les proteines totals. Valors relatius en referencia al

meétode de tractament amb lisozim.

Metode % UA/gpessec % UA/mg FucA % FucA
Disrupcié mecanica (1 cicle a 40 kPsi) 50 100 86
Disrupcid mecanica (3 cicles a 21 kPsi) 3.1 9.9 26
Tractament amb lisozim 100 100 100
Disrupcié mecanica i sonicacié 87 35 66
Disrupci6 mecanica i lisozim 34 14 100

D’entrada, el métode no mecanic que consisteix en un tractament amb lisozim és el que
s’ha emprat com a referéncia, ja que es tracta d’un metode eficient que no compromet
I’activitat biologica, tal com s’ha vist en el capitol VI.

Els métodes mecanics mostren uns valors molt inferiors, tot i que el métode que
combina disrupcié amb sonicaci6 és el que mostra un valor major d’activitat total de
tots els mecanics. Davant el dilema de disrupcié mecanica a més o menys poténcia,

sembla ser que preval la opcidé d’un sol cicle a més poténcia. Aquest fet podria ésser
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explicat per la formaci6 d’escumes durant el procés que s’acumularien al llarg dels
cicles i no podrien ser totalment recuperades (Wilde, 2001).

El fet de combinar metodes mecanics i no mecanics (disrupcid i lisozim) no sembla una
opcio gaire eficient, ja que malgrat obtenir molta proteina d’interés, aquesta és molt poc
activa. Aquest fet verifica el que certes publicacions suggereixen respecte la idea de
combinar métodes (Garcia-Fruitos, 2010).

Sintetitzant aquestes informacions, es podria dir que cap dels metodes estudiats es pot
equiparar al tractament amb lisozim. No obstant, es tracta d’un métode de diverses
etapes en les quals resten cel-lules senceres que poden anar dipositant-se en la fraccio
insoluble (Garcia-Fuitos, 2010). Addicionalment, el fet que aquestes cél-lules es puguin
anar trencant de manera gradual i alliberar enzim soluble durant el procés és un tema
que preocupa a nivell d’aplicacions biomediques.

Tot 1 que els nivells d’activitat especifica obtinguts en la disrupcid mecanica a major
pressid son equivalents als del tractament amb lisozim, s’obté menys FucA activa. Per
tant, considerant els valors del capitol VI que mostren que tan sols un 3 % de la
quantitat de proteina total s’expressa en forma de cossos d’inclusid mitjangant el
tractament amb lisozim, no es pot plantejar un metode alternatiu que millori aquests

valors.

Per tal de determinar la quantitat de cel-lules senceres que pogués acompanyar als
c0ss0s, es van realitzar nombrosos recomptes cel-lulars en placa (vegeu métode descrit
al punt 7.2) a partir de mostres d’IBs purificats, els quals donaren un resultat promig de
1.7.10% cél-lules/mL. Si es considera un cultiu que arriba a una DO=20, la qual equival a
unes 2.10" cél-lules, les cél-lules senceres que es troben entre els cossos d’inclusié no

arriben al 1 %.
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Com que aquest valor representava tan sols una estimacio, es van comparar per
citometria de flux tres mostres de cossos obtinguts procedents d’un mateix cultiu, els
quals havien estat purificats per tres métodes de disrupcié diferents: sonicacid, lisi
enzimatica (tractament amb lisozim) i disrupcié amb el kit descrit a la seccié 2.5.2
(BugBuster Kit de Novagen®). A les Fig.7.4a, 7.4b, 7.5a i 7.5b s’especifiquen els
diagrames de dispersid dels tres metodes i el control: un mostra de cultiu de cél-lules
sense disruptar. En el mateix diagrama s’especifiquen els eixos FSC i FL3 (definits al
punt 7.2), aixi com també la proporcié (en %) de cada diagrama de dispersio

corresponent als cossos d’inclusi6 (parametre a avaluar).
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Fig. 7.4. Citometria de flux dels IB purificats a partir de dos métodes: tractament amb lisozim (a) i
purificaci6 a partir d’un kit BugBuster de Novagen® (b). Destaquen dos diagrames diferents
separats per 2 eixos (FSC i FL3): el superior correspon a particules grans (cél-lules senceres) i
Pinferior a particules petites (IB). El valor encerclat en vermell indica la proporcié de cel-lules

senceres entre els cossos d’inclusio.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

204

Fig. 7.5. Citometria de flux dels IB purificats a partir de dos métodes: sonicacié per ultrasons (c) i
control del cultiu (d). Destaquen dos diagrames diferents separats per 2 eixos (FSC i FL3): el
superior correspon a particules grans (cél-lules senceres) i I’inferior a particules petites (IB). El

valor encerclat en vermell indica la proporcio6 de cel-lules senceres entre els cossos d’inclusio.
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En els diagrames 7.4a, 7.4b, 7.5a i 7.5b destaquen dues poblacions: 1’una corresponent a
particules grans (cel-lules senceres), i I’altra de particules petites que podrien ser cossos
d’inclusi6. Segons el nombre que figura a la part superior, els métodes presenten uns
valors similars pel que fa al nombre de particules grans, perd sembla que el metode que
deixa una quantitat menor de cel-lules intactes és el tractament de lisozim i la sonicacio.
Tanmateix, el control consisteix en un cultiu en el qual encara no s’han purificat els
cossos d’inclusio, de manera que les particules petites corresponen a altres elements no
identificats, que podrien ser restes cel-lulars. Aquest fet significa que els resultats no
son valids, la qual cosa podria ser deguda al soroll de fons propi de I’instrument. Tot i
que aquest soroll de fons s’ha reduit, el fet de minimitzar-lo mes superaria els umbrals

de fiabilitat de I’instrument, cosa que impediria obtenir uns resultats concluents.
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7.4. Conclusions.

7.4.1. Conclusions extretes a partir dels objectius assolits.

Aquest capitol consistent en produccié 1 purificaci6 de cossos d’inclusié per a
I’obtencié de FucA activa permet concloure una série de punts, almenys a nivell de

concepte, que es resumeixen tot seguit.

e EIl medi optim per al creixement de la soca JGT20 és un medi definit amb 4 g/L
d’extracte de llevat. Per tant, podria tractar-se d’un creixement de tipus diauxic
en la qual el substrat preferent seria I’extracte de llevat, ateés que al final del
creixement encara resta glucosa.

e El cultiu discontinu amb el seu medi optim a partir de la soca JGT20 permet
produir cossos d’inclusio actius, perd amb nivells molt llunyans als optims per
ésser considerada una alternativa de produccid atractiva, com ja s’ havia
determinat anteriorment.

e Els metodes de disrupcid assajats permeten afirmar que 1inic métode de
purificacid que no compromet 1’activitat biologica €s el tractament amb lisozim.

e Les cel'lules senceres entre els cossos d’inclusid, no han pogut ésser
quantificades exactament, pero si estimades. El valor obtingut és d’importancia
relativa si es té en compte que les cél-lules senceres no manifesten activitat i que
en funcio de I’aplicacié dels IBs, la puresa requerida varia.

e La citometria de fluxe és una técnica molt sofisticada i acurada que requereix

temps addicional per a la posta a punt i conseqient obtencié de resultats
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concluents per a la quantificacid de cossos d’inclusio i la seva diferenciacio

respecte d’altres restes cel-lulars.

7.4.2. Motivacions.

En aquest punt, encara quedaven molts assumptes a millorar, els quals es tracten en els

capitols posteriors.

e Re-direccio de I’expressid de FucA cap a cossos d’inclusio, per tal que aquesta
representi una alternativa de produccio atractiva obtenint aixi grans quantitats
d’IBs per immobilitzar. Es valora la possible incorporaciéo d’una cua de fusio o
la modificacié de la construccid per tal d’afavorir la formacio de més agregats.

e Millora 1 estandaritzacié d’un procés de purificacié per tal d’obtenir cossos
d’inclusio lliures d’impureses.

e Aplicacié dels IBs obtinguts en reaccions de sintesi estereselectives i obtencid

d’uns biocatalitzadors actius, robustos i aplicables industrialment.
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CAPITOL 8. RE-DIRECCIO DE LA PRODUCCIO DE FUC A CAP

A COSSOS D’INCLUSIO.

8.1. Introduccid.

Aquest capitol de la tesi va ser desenvolupat parcialment a I’Institut fiir Technische
Chemie (TCI) del Leibniz Universitdt de Hannover (Alemanya) durant una estada en
col-laboracié amb el grup de recerca de la Dra. Rinas.

Per tal de redirigir la produccio de FucA cap a cossos d’inclusio s’han estudiat
alternatives a nivell de modificacio del sistema microbia i del medi de cultiu.

La primera aproximacio es basa en la incorporacié d’una cua hidrofobica (Nahalka i
Nidetzky, 2007). Nahalka i Nidetzky van fusionar 1’enzim objectiu amb el domini
d’uni6 a cel-lulosa del microorganisme Clostridium celluvorans. Es coneixia que la
tendencia d’aquest domini era la formacié d’agregats propis sota condicions d’expressio
heterologa, obtenint aixi IBs cataliticament actius. Com a model enzimatic de
rellevancia industrial es va usar el D-aminoacid oxidasa de Trigonopsis variabilis
conegut com a Tv-DAO. Tanmateix, aquest domini era propietat de Sandoz®, de
manera que la seva peticié a I’empresa requeria uns tramits que demanaven temps, per
la qual cosa es va desestimar i es va valorar una segona aproximacio.

La segona aproximacio consistia en la incorporacio del gen que codifica per la proteina
VP1 de la capside del virus de la febre aftosa a un dels constructes del treball. La
proteina VP1 va ésser estudiada pel grup de I'IBB (Carri6 i1 Villaverde, 2001). Es
tractava d’una proteina que fusionada a altres proteines o polipeptids provocava una

major acumulacio de la proteina objectiu a la fraccié insoluble (Carri6é i Villaverde,
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2001). Aquest fet conduia a pensar que la formacié d’IB no és un procés final en la
xarxa de qualitat de proteines (Wickner et al., 1999), sin6 una situacié transitoria en la
qual els IB actuen com a reservori de cadenes polipeptidiques malplegades.
La tercera aproximacio plantejada, en cas que aquesta segona no arribés a bon port, es
basava en la cerca de medis alternatius de tipus Terrific Broth (TB). Certs estudis
investigaven I’efecte del TB (Korz et al., 1995; Krishna et al., 2008) en termes de
creixement cel-lular, estabilitat plasmidica i eficiencia d’expressid proteica, i trobaven
que a concentracions d’IPTG de 4 mM, la formaci6 de cossos d’inclusio tenia lloc a les
2 hores després de la induccio.
El grup de la Dra. Rinas proposava dos tipus de medis basats en el TB pero de tipus
definit: “Defined Non Inducing Broth” (DNB) i I’anomenat ‘“Smart-Defined
Autoinduction Broth” (S-DAB).
ElI DNB era un medi consistent en glucosa que s’induia per IPTG, mentre que el S-DAB
era un medi d’autoinduccié que consistia en glucosa, glicerol i lactosa.
Pel que fa al medi S-DAB, es troben relativament pocs estudis a la literatura que
descriguin 1’s de la lactosa com a inductor en 1’expressio de gens foranis en sistemes
d’expressio derivats de I’opero lac (Kapralek et al., 1991; Neubauer et al., 1992 i 1994;
Foor et al., 1993; Neubauer i Hofmann, 1994; Donovan et al., 1996), probablement a
causa de la gran dificultat per establir les condicions d’inducci6 ideals per tal que la
lactosa actui, com a inductor i com a font de carboni i energia (Gombert et al., 1998).
L’autoinducci6 ha resultat generalment util per produir un ampli ventall de proteines
incloent les de membrana. Alguns estudis referents a I’autoinduccié, comparen
inductors i afirmen que la lactosa és més economica i menys toxica que I’'I[PTG per als
humans (Donovan et al., 1996) i fins i tot, que permet produir més proteina objectiu que

els induits per IPTG en alguns casos (Kilikian et al., 2000).
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Aquest capitol pretén ésser una comunio entre la part de la tesi destinada a la produccio
de la FucA a partir de la fraccid soluble i la part enfocada als cossos d’inclusié6 com
alternativa. Com ja s’ha indicat en apartats anteriors, els estudis amb la soca JGT20
havien demostrat la viabilitat d’obtencié de IBs actius de FucA pero no s’obtenien grans
quantitats en expressar-se majoritariament de forma soluble. Per aquesta rad, la soca
emprada fou M15 AglyA/pQEapfucAT]I, atés que en el moment de fer ’estada al TCI
de Hannover era 1"inica construccio validada.
La soca M15 AglyA/pQEapfucATI1 havia estat considerada tan sols per a la produccio
de FucA soluble, pero les aproximacions esmentades podien fer revertir la seva
tendencia natural, obtenint aixi la maxima quantitat de FucA en forma d’IB. Tot i que
les evideéncies inicials no garantitzaven un €xit, es tractava d’una decisi6 de coheréncia
amb la resta de la tesi.
Malgrat que el tema de 1’autoinduccié resulta interessant des d’un punt de vista
d’enginyeria de bioprocessos, aqui es tracta de manera tangencial 1 es dona un prioritat
especial a la seva funcid per assolir I’objectiu principal: la produccié d’IBs.
Finalment, es proposa un metode millorat de purificacié de cossos d’inclusi6 a fi de

poder resoldre la problemes plantejats en el capitol anterior.
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8.2. Materials i Métodes.

8.2.1. Soques, plasmidis i estratégia emprades.

El gen que codifica per la proteina VP1 de la capside del virus de la febre aftosa va ser

aillat del plasmidi pTVPIGFP (Fig.8.1a) cedit pel grup del Dr.Villaverde 1

posteriorment introduit a la construccido M15 AglyApQEapfucAT1 (Fig.8.1b).
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Fig. 8.1. Plasmidis usats en el desenvolupament del nou constructe. El diagrama a correspon al
plasmidi pTVP1GFP (Garcia-Fruitos et al., 2005) del qual s’ailla el gen de la VP1 (encerclat en
verd) de la capside del virus de la febre aftosa i s’introdueix al plasmidi pQEafpfucAT1 (b) plasmidi

construit al capitol IV.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli
214

8.2.2. Particularitats en les condicions de cultiu.

En els assaigs en matrassos d’Erlenmeyer, s’empren dos medis de cultiu: un medi
definit no induit (de les sigles en angles DNB) i un medi definit d’autoinduccié
anomenat S-DAB (vegeu composicio a la seccié 2.3.1.2).

A continuacio, es va dur a terme un creixement discontinu en fermentador amb el medi
DNB, mantenint les proporcions que s’han explicat pels estudis en Erlenmeyer (veure
apartat 2.3.1.2). Per aquest motiu es van preparar 1 L de medi i 150 mL d’inocul. En
aquest cas, els macroelements no van ser introduits préviament al fermentador per ésser
autoclavats, com en els casos anteriors, siné que es va introduir tot el medi de manera

conjunta. La induccio es va realitzar a les condicions habituals (vegeu 2.3.2.2).

8.2.3. Purificacio estandaritzada dels cossos d’inclusié.

La purificacié dels cossos d’inclusio es va efectuar mitjancant el tractament habitual
amb lisozim, pero amb 1’addicié de rentats successius amb tampo de lisi, 100 mM Tris-
HCI (pH=7.5), dels cossos d’inclusié resultants. Entre rentat i rentat addicional, es
centrifugava la mescla a les condicions habituals (vegeu 2.5.4) i es mesurava I’ activitat
de la fraccio soluble a partir del test d’activitat de la FucA. Es repetia el mateix
procediment fins a obtenir un valor proper a 0 UA/mL a la fraccio soluble.

A banda de la classificacio habitual entre fraccid soluble i insoluble, es van prendre
mostres abans de la separaci6 d’ambdues fraccions per centrifugacio i es van reservar a
part. Aquesta nova fraccié seria anomenada fraccié total i permetria visualitzar
facilment en una analisi SDS-PAGE, la part d’aquesta que s’havia dirigit a fracci6

soluble 1 a cossos d’inclusi6 respectivament.
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8.3. Resultats i Discussio.

Els resultats s’estructuren en diversos apartats: una breu exposicié dels resultats de la
construccié M15 AglyA/pQEapfucAT1VP1 (8.3.1), els estudis en cultius Erlenmeyer
dels medis del tipus “defined broth” (8.3.2) i finalment, ’analisi de la fermentacié en un

cultiu discontinu en fermentador (8.3.3).

8.3.1. Produccié de FucA amb la construccié M15AglyApQEapfucAT1VPI.

El procediment de clonatge va consistir en el disseny d’uns primers (Taula 8. 1) capacos
d’amplificar la regié VP1, aixi com també que continguessin les dianes dels enzims de
restriccio que serien usats per tallar el plasmidi pQEapfucAT]1, a fi de poder incorporar-

li ’esmentat insert.

Taula 8.1. Oligonucleotids usats per amplificar el gen VP1. S’especifica la seqiiéncia, diana de

restriccio (assenyada en vermell) i temperatura d’hibridacié.

Oligonucleotid Seqiiéncia (5’-3°) Diana Tm (°C)
VP1 forward atcgatcacgaattcctacgaccactggtgaatct EcoRlI 70
VP1 reverse acctgtgatggaatccgtgcccattaccatcaccat BamHI 68

Un cop el gen VP1 va ser amplificat, es va aplicar el procediment de purificacio,
restriccio i lligacid, tal i com es descriu al punt 2.2.4.

Les proves d’expressid realitzades amb la nova soca construida resultaren en una
absencia de produccio de la proteina d’interés, causada possiblement per la produccid
de la proteina d’interés conjuntament amb la proteina de fusi6 VP1 (Carri6 i Villaverde,

2001). S’hipotetitzava que aquest fenomen de producci6 conjunta de les dues proteines,
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havia fet disminuir drasticament els nivells de FucA que havien estat gairebé

indetectables. Per aquesta rad, es va abandonar aquesta aproximacio.

8.3.2. Estudis dels cultius en Erlenmeyer en els medis DNB i S-DAB.

La soca M15 AglyA/pQEaffucATI es va fer créixer a dues temperatures diferents:

30 °C i 37 °C seguint la metodologia descrita al punt 9.3.3. El fet de provar una
temperatura menor a 1’habitual s’explica pel fet que alguns autors relacionen baixes
temperatures amb la produccio de cossos de qualitat superior (Peternel et al., 2009) .
L’experiment es desenvolupa en set matrassos d’Erlenmeyer diferents, un per a cada
medi i temperatura diferents, tres corresponents als controls.

El control positiu o control de medi consisteix en un creixement de la soca d’estudi en
el medi MD desenvolupat per a I’obtencié de FucA a partir de la fracci6 soluble.

El control negatiu consisteix en el creixement de la soca hoste (M15 AglyA) sense
plasmidi en el medi DNB.

El doble control negatiu s’introdueix a 1’experiment per tal d’esbrinar la funci6 de la
lactosa i es tracta d’un creixement de la soca d’estudi en un medi S-DAB sense lactosa.

El perfil de creixement descrit es mostra a la Fig 8.2.
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Fig. 8.2. Perfil de creixement de la soca M15 AglyA/pQEapfucAT1 en dos medis diferents: DNB i S-
DAB a 30 °C i 37 °C amb la incorporacio de tres controls (un control positiu amb la soca d’estudi i
el MD estandard, un control negatiu amb la soca hoste en medi DNB i un doble control negatiu

amb el medi S-DAB sense lactosa).

El creixement de la soca M15 AglyA/pQEaffucAT1 en el medi DNB dona un perfil
relativament semblant a I’observat al control positiu, assolint unes 4 unitats de densitat
optica com a valor maxim. Les soques crescudes en medi S-DAB assoleixen uns valors
significativament superiors que poden arribar a les 11 unitats de densitat optica a les 24
hores.

Els resultats d’analisi d’activitat que s’exposen tot seguit (Taula 8.2) s’expressen tan
sols en UA/ g pes sec 1 han estat obtinguts després d’una disrupcié amb el métode més

prometedor: un tractament amb lisozim.
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Taula 8.2. Activitat de 1a FucA (UA/g pes sec) en forma cossos d’inclusio i fraccié soluble a les dues
temperatures estudiades (30 °C i 37 °C) en dos medis diferents (S-DAB i DNB). El control doble
negatiu correspon a la soca d’estudi amb un medi d’autoinduccio sense lactosa i el control positiu a

la mateixa soca en medi MD estandard a 30 °C.

Temperatura i medi de cultiu  UA/g pes sec

Fraccio soluble (SF) Cossos d’inclusio (IB)

30°C S-DAB 3 20

37 °C S-DAB 34 22

30°C DNB 554 177

37°C DNB 339 213
Control doble negatiu 2 3
Control positiu 412 10

Les analisis mostren la presencia d’activitat FucA en forma de cossos d’inclusié en
ambdos medis (S-DAB i DNB), pero en el medi DNB es supera amb escreix la quantitat
de FucA produida en el MD estandard.

Tal com es veu a la Taula 8.2, el control positiu (medi MD estandard), no dona cossos
d’inclusid, sind expressio en forma de fraccid soluble, tal com s’havia vist en el capitol
IV. L’activitat és menor en aquest cas ja que s’ha disminuit la temperatura de treball a
30 °C.

La temperatura de treball no mostra grans diferéncies en termes d’activitat biologica,
pero a 37 °C s’obtenen un nivells d’activitat lleugerament majors en forma d’IBs,

contrariament al que s’afirmava a la publicacioé esmentada (Peternel et al., 2009).
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Si es comparen els valors de les dues fraccions, per als cultius en medi S-DAB
s’observa clarament que es tracta de quantitats del mateix ordre de magnitud, la qual
cosa permet parlar d’una evident millora en la direccido de 1’expressido cap a cossos
d’inclusié actius. Si amb la soca JGT20 s’obtenia com a maxim un 4 % de ’activitat
total en forma de cossos d’inclusié, la nova aproximacié condueix a un 38 % en el
millor dels casos.

La produccid de cossos d’inclusié actius en fermentador es decideix dur-la a terme a 37

°C (majors nivells d’activitat en els cossos) emprant el medi DNB.

8.3.3. Fermentacio en discontinu amb el medi DNB per a la produccié d’IB.

Amb la voluntat d’obtenir una gran quantitat de cossos d’inclusié actius, es desenvolupa
un cultiu en discontinu. Es tracta d’una soca coneguda perd un medi totalment nou
repecte els emprats fins aleshores i es decideix induir mitjangant IPTG 1 mM a les 10
hores quan s’han assolit les 3 unitats de densitat optica a 600 nm i el nivell de glucosa

ésde 5.9 g/L.
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Fig. 8.3. Evoluci6 de la densitat optica a 600 nm i la concentracié de glucosa en g/L al llarg del
temps en un cultiu en discontinu. La fletxa vermella indica el moment de la inducci6 amb IPTG

1mM.

A continuacid, es presenta el gel SDS-PAGE a partir de la purificaci6 d’una mostra
abans de la induccio i d’una altra post-induccio, de la qual s’analitza la fracci6 total, la
soluble i la insoluble o cossos d’inclusid (Fig.8.4). El tractament aplicat es descriu al

punt 8.2.3 i és un tractament amb lisozim que inclou rentats successius.
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26 kDa FucA

Fig. 8.4. Analisi SDS-PAGE a partir d’una mostra pre-inducci6 (carril 1), una mostra post-induccio
de dilucio 1/10 que es desglossa en fraccié total (carril 2), fraccié soluble (carril 3), cossos d’inclusio
(carril 4) i la mateixa mostra post-induccio de dilucié 1/100 que es desglossa en fraccié total (carril

5), fraccio soluble (carril 6) i cossos d’inclusio (carril 7).

L’analisi dels gel SDS-PAGE mostrava clarament I’expressio de gairebé tota la FucA
en forma de cossos d’inclusio, ja que la fraccié soluble manifestava tan sols una timida

banda.
Aquesta expressio de la FucA en forma de cossos d’inclusio va ser quantificada amb les

analisis habituals 1 els valors resultants s’exposen a la Taula 8.3.
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Taula 8.3. Quantificacié de I’activitat de la FucA en IB obtinguda en termes de UA/g pes sec,
UA/mg FucA, valors de la densitometria (% FucA) i mg de FucA/g pes sec a la fraccid corresponent

a cossos d’inclusié.

UA/gpessec UA/mg FucA 9% FucA mg FucA/g pes sec

451 8.5 27 53

En termes de UA/ g pes sec, els cossos d’inclusié mostraven més activitat (451 UA/ g
pes sec) que la fraccid soluble que s’havia obtingut en els assaigs en matrassos
d’Erlenmeyer (339 UA/g pes sec). Tot i que aquest valor no és comparable amb els
obtinguts a partir dels IBs del capitol VI ja que es tracta de soques diferents, es podria
observar que aquells valors no sobrepassaven els 77 UA/g pes sec.

Pel que fa a I’activitat expressada com a UA/ mg FucA, el valor de 8.5 UA/ mg FucA és
de I’ordre dels que s’han obtingut en capitols anteriors. El fet que aqui no es manifesti el
canvi de tendéncia podria ser degut a la proporcié de FucA entre la resta de proteina
cel-lular, que també mostra un valor inferior al que s’ha vist en produccidé de cossos
d’inclusid, en comparacié amb els valors entre 60 i 70 % assolits per JGT20 en capitols
anteriors. En aquest sentit, convé recordar que la soca M15 AglyA/pQEaffucATl
mostrava uns valors del 31 % de FucA en forma soluble (vegeu capitol 1V) com a
conseqiiéncia de I’expressié de SHMT per complementar 1’auxotrofia.

Finalment, la relaci6 mg FucA/ g pes sec és la prova definitiva que verifica el
desplagament de I’equilibri fraccio soluble-insoluble (Villaverde i Ventura, 2006). El
valor de 53 mg FucA/g pes sec és un ordre de magnitud superior que el que s’obtenia en
forma de cossos d’inclusiéo mitjangant la construccid mes prometedora de les estudiades

en el capitol VI (Taula 6.3).
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La rad per la qual el medi DNB ha resultat exitos podria respondre a dues hipotesis.
D’una banda, la preséncia d’EDTA (acid etilendiaminotetracétic) com a element
diferencial en el nou medi respecte I’antic (MD), i per l’altra, ’augment en la
concentracio de zinc, la qual és un ordre de magnitud major en el medi DNB.
Considerant la primera hipotesi, TEDTA va ser estudiat com a additiu del medi MD per
Durany (Durany et al, 2003) i es va veure que complexava ions divalents i que reduia
I’activitat aldolasica FucA intracel-lular final a la meitat en fraccid soluble, degut a la
seva interaccié amb el i6 Zn?* del centre actiu. Aquest comportament no ha estat
observat en aquest cas, per0 tampoc es pot afirmar que aquest agent quelant és el
responsable de la formacié d’agregats.

En canvi, la segona hipotesi podria ésser mes realista, ja que alguns estudis (Garai et al,
2007) afirmen que el zinc pot accelerar la cinética d’agregacio, permetent aixi el

desplacament de 1’equilibri cap a la banda de la fracci6 insoluble o cossos d’inclusio.

En resum, un canvi en les condicions de cultiu ha permes redirigir I’expressio de FucA

cap a la formacio de cossos d’inclusio.
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8.4. Conclusions.

8.4.1. Conclusions extretes a partir dels objectius aconseguits.

La soca MI15AglyA/pQEaBfucAT1 presenta poca tendéncia natural a la
formacié de cossos d’inclusio, per la qual cosa ha estat necessari modificar
aquesta tendéncia amb tot un seguit d’aproximacions.

Redirigir ’expressio de FucA cap a cossos d’inclusio actius ha estat possible
mitjancant el creixement de la soca M15 AglyA/pQEaffucAT1 en el medi DNB
i una induccid6 amb IPTG 1 mM. S’han obtingut quantitats significatives de
cossos d’inclusié per a la seva utilitzacié com a biocatalitzadors.

Tot i que no era un objectiu prioritari, la modificacié del procediment habitual
basat en un tractament amb lisozim al qual s’han afegit multiples rentats,
representa una millora significativa ja que ha permeés assegurar que tota
I’activitat provenia de cossos d’inclusio, tot descartant aquella que provenia de

I’enzim soluble.

8.4.2. Motivacions.

En aquest capitol, les motivacions son a curt termini i per tant, han d’ésser

desenvolupades al capitol seglient, o bé a llarg termini, és a dir, possibles millores de les

aproximacions analitzades al punt 8.4.1 no viables per manca de temps, o simplement

opcions descartades que es plantegen com a perspectives de futur.
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A curt termini.

Els cossos d’inclusio obtinguts en aquest capitol han d’ésser immobilitzats i aplicats a
una reaccio de sintesi estereoselectiva per tal de crear un biocatalitzador robust i estable,

pero també que conservi I’activitat al llarg del temps.

A llarg termini.

e FEl medi d’autoinducci6é podria ésser provat per a I’obtencié de fraccid soluble i
resultaria interessant per desenvolupar diversos processos en paral-lel a petita i
gran escala, sempre 1 quan aquesta exhibis els nivells d’activitat biologica
desitjats.

e FEl procés de purificacid de cossos d’inclusid millorat s’hauria d’estudiar

exhaustivament per tal que fos optim i poder aixi validar-lo.
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CAPITOL 9. PREPARACIO DE BIOCATALITZADORS
IMMOBILITZATS BASATS EN COSSOS D’INCLUSIO PER A LA
SEVA APLICACIO EN REACCIONS DE SINTESI
ESTEREOSELECTIVES.

9. 1. Introduccid.

En els capitols anteriors, es demostra I’aplicaci6 dels cossos d’inclusio en reaccions
estereoselectives, perd per tal d’aconseguir un biocatalitzador robust i estable al llarg
del temps, cal I’aportacio de noves técniques d’immobilitzacié d’enzims.

En aquest punt de la tesi doctoral, es plantegen basicament dos métodes
d’immobilitzaci6: I’enllag covalent per entrecreuament i I'encapsulacio a partir d’algun
metode capag de retenir els cossos d’inclusid.

El métode d’immobilitzacié per entrecreuament emprant glutaraldehid consisteix en un
enllag entre el grup aldehid del glutaraldehid i els grups amino de I’enzim. Es parla de
CLE (Cross-linked Enzyme) quan es parteix d’enzim soluble, CLEC (Cross-linked
Enzyme Crystals) si es tracta d’enzim cristal-litzat i CLEA (Cross-linked Enzyme
Aggregates) en cas d’enzim agregat o insoluble (Suau et al., 2007).

Els CLEA van ser proposats com a biocatalitzadors de nova generacio (Cao et al., 2000
i 2001; Lopez-Serrano et al., 2002; Wilson et al., 2004). Un dels avantatges d’aquesta
tecnica és 1’obtencié d’un biocatalitzador amb una activitat especifica elevada, ja que no
conté suport.

En estudis previs (Suau et al., 2007) d’immobilitzaci6 de FucA soluble mitjangant
entrecreuament amb glutaraldehid per generar CLEAs tan sols es va aconseguir un 10-

20 % de FucA retinguda en forma activa. El procediment de preparacié dels CLEA de
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Suau et al consistia en emprar glutaraldehid i sulfat d’amoni per a la generacié dels
esmentats CLEA. Les concentracions usades eren de I’ordre del 0.02 % de glutaraldehid
I amb aquesta aproximacio, a les 6 hores de procés, s’immobilitzava entre un 66 % i un
51 % de I’activitat oferta.
Tanmateix, nombrosos articles publicats (Cao et al., 2000 i 2001, Lépez-Serrano et al,
2002; i Wilson et al., 2004), addicionaven entre un 2 i un 4 % de glutaraldehid. Per tant,
com a balang entre les fonts consultades, es van decidir provar les concentracions
segiients: 0.02 %, 0.5 % i 1 % de glutaraldehid.
S’han publicat nombrosos estudis sobre immobilitzacié de cossos d’inclusio, pero el
més rellevant per raons de similitud és la immobilitzaci6 de 1’aldolasa acid sialic
(Nahalka et al., 2008) mitjangcant tecnologia CLEA malgrat la seva manipulacio
dificultosa i consisténcia gelatinosa (Shoevaart et al., 2004). Els cossos d’inclusio actius
van ser posteriorment encapsulats en alginats per un meétode que ja havia estat escalat
feia temps (Prufe et al, 1998; Brandenberger i Widmer, 1998). Després del
crosslinking quimic amb glutaraldehid, el biocatalitzador va ser usat repetidament en

una condensacio aldolica entre piruvat i N-acetil-D-manosamina (Maru et al., 2002).

La tecnologia anomenada Lentikat® ha estat analitzada en una gran quantitat de treballs
(Durieux et al., 2000; Czichicli et al., 2001; Groger et al., 2001; Lozinsky i Plieva,
1998; Rebros et al., 2006 Wilson et al., 2004). Es basa en la utilitzacié de particules
d’hidrogel d’alcohol polivinil-lic en forma de llentia anomenades Lentikats® a causa de
la seves bones propietats mecaniques i geometria adequada en termes de transferencia
de massa (Jeckel, 1998). Des de 2006, els Lentikats® han estat comercialitzats per
diverses companyies, la més coneguda de les quals és Genialab (Braunschweigh,

Alemanya). Es tractava d’una aproximaci6 d’us industrial, ja que reduia molt els costos
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d’inversio i1 d’operacid, aportava més productivitat i efectivitat que les tecnologies
tradicionals, accelerava el procés de produccio i reduia la produccié de residus.

En aquest capitol es pretén immobilitzar els cossos d’inclusié mitjangant una
aproximacid que permeti mantenir I’activitat al llarg del temps. Per aquesta rao, es va
plantejar un metode combinat: la immobilitzacid6 per entrecreuament mitjancant
glutaraldehid (CLEA) 1 I’encapsulament per mitja de la tecnologia Lentikat®, doncs la
morfologia atipica dels cossos d’inclusid requeria una tecnica d’immobilitzacio

complexa per tal d’obtenir un biocatalitzador actiu, estable i robust.
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9.2. Materials i Métodes.

Els metodes d’immobilitzacid estudiats (entrecreuament per glutaraldehid i
encapsulament mitjangant la tecnologia Lentikat®) es descriuen en detall a la seccio
2.6.112.6.2 respectivament. La observacio de les particules de Lentikat® obtingudes va
ser realitzada amb una lupa Leica MZ75 i les imatges van ser capturades amb una
camera Leica DC200, per al tractament posterior amb Leica DC.

La reaccio d’adici6 aldolica entre (S)-Cbz-alaninal i DHAP es va realitzar fent servir
com a biocatalitzadors la fraccio soluble, els cossos d’inclusié i aquests immobilitzats.
Les proves preliminars es van realitzar en un volum de 2.5 mL i agitacio per “roller”. A
continuacio, es va utilitzar un reactor discontinu agitat de la casa comercial Alco (Fig.
9.1), per tal d’augmentar el volum de treball (10 mL) i de millorar les condicions
d’homogeneitat emprant un agitador magnétic. La temperatura de ’esmentat reactor es

mantenia a 4 °C mitjancant un Criostat de la casa comercial Lauda.

Fig. 9.1. Fotografia de reactor de volum util 25 mL emprat durant la reaccié aldolica.
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9.3. Resultats i Discussio.

En aquesta seccid s’exposen els resultats extrets de la immobilitzacid per
entrecreuament amb glutaraldehid a diferents concentracions (9.3.1), els del metode
d’encapsulament per tecnologia Lentikat® (9.3.2) i finalment, els obtinguts a partir de
la reacci6 de sintesi en la qual s’han aplicat els IB immobilitzats com a biocatalitzadors

(9.3.3).

9.3.1. Immobilitzacio per entrecreuament amb glutaraldehid.

Les immobilitzacions per entrecreuament van ser dutes a terme amb glutaraldehid al 1
% (Fig.9.2a), 0.5 % (Fig.9.2b) i 0.02 % (Fig.9.2c) seguint els metodes descrits a
I’apartat 2.6.1.

Tot 1 que I’objectiu era immobilitzar cossos d’inclusid, el primer pas consistia en posar
a punt el metode, de manera que es va emprar proteina purificada (vegeu secci6 2.6.1).
L’evolucié de la immobilitzacié a 4 °C es va seguir al llarg del temps a partir de t=0,
quan s’addiciona el glutaraldehid i es va mesurar D’activitat de la suspensi® i el
sobrenedant tal com es descriu a I’apartat 2.6.1.

S’inclou un control (o blanc), el qual segueix el mateix tractament que la mostra

immobilitzada pero sense I’addicié de ’agent entrecreuant.
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Fig. 9.2. Immobilitzacié per CLEA a diferents concentracions de glutaraldehid a 1’1 % (a), 0.5 %

(b) 10.02 % (c). Evolucio de I’activitat (UA/mL) mesurada a la suspensid i el sobrenedant. El

control segueix el mateix procediment pero sense addicié de glutaraldehid.



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

235
En tots els casos, amb major o menor mesura, es donava un descens drastic de I’activitat

inicial, que es fa palés des del moment d’addicio del glutaraldehid.

Taula 9.1. Valors obtinguts a partir de les tres immobilitzacions realitzades a diferent concentracio
de glutaraldehid (1 %, 0.5 % i 0.02 %) a unes condicions de 0.26 UA/mL, 0.21 UA/mL i 1.3 UA/mL
respectivament, (activitat inicial a temps 0 que coincideix amb I’addicié de glutaraldehid, UA/mL
en el sediment o pel-let i % Activitat recuperada al llarg del procés). El control correspon a la

mateixa mostra sense glutaraldehid.

% Glutaraldehid UA/mL inicials suspensi6 UA/mL sediment % Activitat recuperada

1 0.26 0.07 27

0.5 0.21 0.02 9.5
0.02 1.3 0.01 7.7

0 (Control) 2.02 2.14 95

La Taula 9.1 mostra unes perdues d’activitat que varien entre un 75 % 1 un 90 % a totes
les condicions avaluades. Aquesta disminuci6 d’activitat es podria atribuir a 1’efecte del
glutaraldehid, ja que el blanc no perd activitat.

Per tant, es va considerar que si el metode CLEA no era un métode adequat per a la
immobilitzacié de FucA de forma soluble, tampoc ho seria per a la immobilitzacié de
cossos d’inclusid. Per aquest motiu, I’aplicaciéo del metode CLEA va ser desestimada i
es va considerar la possibilitat d’aplicar directament I’encapsulaci6 dels IB a partir d’un

meétode basat en la tecnologia Lentikat®.
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9.3.2. Métode d’encapsulament per tecnologia Lentikat®.

Els cossos d’inclusio, que contenien 51 UA, van ser immobilitzats tal com es descriu al
capitol 1l i es van obtenir 2.9 g de particules de Lentikat®, les quals tenien 1’aspecte que

es mostra a la Fig.9.3.

Fig. 9.3. Imatge que mostra tres particules de Lentikat® solapades que contenen IBs amb I’ajut

d’una lupa Leica MZ75.

L’assaig d’activitat de Fuculosa-1-fosfat aldolasa es va aplicar a una quantitat coneguda
de particules de pes conegut com la de la Fig. 9.3 i va donar un valor promig de 0.53
UA/g pes sec, la qual cosa significa una activitat aparent a les llenties de tan sols el 3 %
de la carrega enzimatica oferta. Per altra banda, es va prendre una aliquota de liquid
estabilitzador (vegeu 2.6.2), després d’una incubacio de 2 hores i no es van detectar
perdues d’activitat aldolasica per difusié a través dels porus de les particules (Taula

9.2).
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Per tant, com que els IB estaven totalment retinguts dins les particules, la perdua
d’activitat havia d’ésser atribuida a una possible desactivacié enzimatica durant el
procés (perd no associada a les condicions d’operacid) o bé a una reduccidé aparent de

’activitat, degut a limitacions difusionals.

Taula 9.2. Valors obtinguts a partir del test d’activitat de la FucA per a mostres heterogenies del

conjunt IB-Lentikat®.

Activitat Activitat fora dels Lentikat®- Activitat dins els Lentikat®-

oferta 1B IB
Activitat FucA
51 0.83 1.54
(UA)
Activitat FucA
100 1.63 3
(%)

9.3.3. Us dels IB com a biocatalitzadors en sintesi.

La reaccié de sintesi entre DHAP i S-alaninal va ser estudiada emprant FucA com a
biocatalitzador provinent de fraccié soluble, cossos d’inclusi6 i cossos immobilitzats en
Lentikats, sota condicions comparables (la mateixa activitat nominal mesurada a partir
de I’assaig estandard de la FucA). La Taula 9.3 mostra els resultats de la velocitat inicial
de desaparici6 de DHAP i I’extensi6 de la reaccid mesurada com a grau de conversio

del DHAP i rendiment de producte després de 25 h.
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Taula 9.3. Reaccio d’ addicié aldolica entre DHAP i S-alaninal catalitzada per FucA soluble, IBs i
IBs atrapats en Lentikats®. Les reaccions van ser dutes a terme en tampd DMF (1:4 v/v).
Concentracio de DHAP inicial de 25 mM i concentracié d’alaninal inicial de 42.5 mM. Lentikat®-

IBs testats en dues reaccions diferents. (*) Valors després de 25 hores de reaccio.

Velocitat inicial

Activitat Conversié Rendiment de
desaparicio DHAP
Nominal (UA/mL) DHAP (%) (*)  producte (%) (*)
(mmol/L.h)
FS 15 3.5 50 no determinat
IB 15 35 46 43
Lent-1B
15 18 84 76
Reacci6 1
Lent-1B
0.2 3.2 68 65
Reacci6 2

Tal com es pot observar a la Taula 9.3, la fraccidé soluble i els cossos d’inclusio
posseeixen la mateixa velocitat inicial. Aquest fet evidencia que no existeixen
limitacions difusionals si s’empren els IBs directament.

Per altra banda, els IBs immobilitzats presentaven una activitat més elevada que la
corresponent a la nominal. Aix0 significava que una part significativa de I’activitat
enzimatica oferta estava realment immobilitzada i que les limitacions difusionals eren
menys significants en la reaccio de sintesi amb substrats no naturals que no pas amb els
substrats naturals que s’usaven a I’assaig d’activitat (Suau et al., 2003).

Tanmateix, la difusio era encara I’etapa limitant del procés, ja que la velocitat de la
reaccio era 5 vegades més elevada que la de I’enzim soluble (1.5 UA/mL) i ’activitat de
I’enzim immobilitzat total seria 34 vegades major si contigués tot I’enzim ofertat (valor

obtingut dividint 51/1.5). Un comportament similar fou observat en una reaccid



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

239
realitzada amb menys particules Lentikat® (0.2 UA/mL), tal com es mostra a la Taula
9.3.

Els perfils de concentracid de la reaccio catalitzada per IB encapsulats en particules

Lentikat® amb una activitat nominal de 1.5 UA/mL es representa a la Fig.9.4.
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Fig. 9.4. Evolucio al llarg del temps de la reaccié de condensaci6 aldolica catalitzada per conjunts

Lentikat®-IB. La reacci6 es va realitzar en tampé DMF (1:4 v/v).

Els IB encapsulats en Lentikat® semblen ser uns bons catalitzadors per a la reaccid
d’addici6 aldolica objectiu, degut als alts graus de conversid obtinguts.

Com a valor afegit, es pot afirmar que es tracta de biocatalitzadors molt estables, atés que
resuspesos amb tampo 100 mM, 150 mM KCIl pH=7.5 i conservats a una temperatura de 4
°C mantenen I’activitat completa durant més de dos mesos després d’ésser preparats, essent

negligible I’alliberament d’enzim al medi liquid.
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Al llarg d’aquest capitol s’han extret un nombre considerable de conclusions, les quals

es resumeixen tot seguit.

e Immobilitzacio per CLEA.

La immobilitzacio mitjangant el metode CLEA no ha resultat valida a causa de les
pérdues d’activitat observades en tots les condicions provades.

Per tal d’evitar aquest fenomen, el qual representa un inconvenient freqiient en
aquest tipus d’immobilitzacidé, convé un control molt acurat de les variables
d’entrecreuament: naturalesa i concentraci6 de I’agent entrecreuant, pH, temperatura
del medi 1 temps d’immobilitzaci6.

e Immobilitzacio per encapsulament (tecnologia Lentikat®).

La immobilitzacié per encapsulament mitjancant tecnologia Lentikat® ha resultat
una opcié molt efectiva ja que s’han millorat les propietats mecaniques del
biocatalizador. Per tant, s’ha aconseguit un biocatalitzador actiu, robust i estable a
llarg termini, amb la possibilitat d’ésser reutilitzat.

e Aplicacio del biocatalitzador a una addicié aldolica.

La FucA immobilitzada en forma de cossos d’inclusi®é ha demostrat ésser un
biocatalitzador apropiat per a la reaccié aldolica amb caracteristiques similars a
I’enzim soluble. Tot i que la reaccid6 entre DHAP i alaninal esta limitada
difusionalment, les velocitats de reaccid i estabilitat son prou bones per a ser

implementades d’una manera practica.
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9.4.2. Perspectives de futur.

Tot i que els objectius i interrogants plantejats de bon principi han estat assolits i
solventats, en treballs posteriors caldria millorar una mica el sistema d’agitacio per
tal que aquesta fos Optima, aixi com també 1’alimentacio del reactor mitjangant una

addicié controlada dels substrats de reaccio, degut a la degradacié de DHAP.
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CAPITOL 10. CONCLUSIONS | PERSPECTIVES DE FUTUR.

La tesi desenvolupada dins el grup de recerca d’Enginyeria de Bioprocessos 1 Biocatalisi

Aplicada ha permes assolir tot un seguit de conclusions que es resumeixen tot seguit.

En el desenvolupament de soques destinades a produir 1’aldolasa recombinant soluble
d’interes, s’ha dissenyat una soca ben regulada i lliure de seqliencies transposoniques tot
minimitzant I’expressio de la proteina secundaria SHMT i per tant, que millora els

sistemes d’expressid anteriors.

Considerant la part dedicada a I’estudi de cossos d’inclusi6 com a alternativa productiva,
s’ha emprat un dels constructes dissenyats per produir FucA activa de forma insoluble.
La puresa de I’aldolasa obtinguda i la seva activitat especifica son elevades, de manera
que representen uns bons catalitzadors en la seva forma lliure. Tanmateix, la
immobilitzacié mitjancant tecnologia Lentikat® ha permés la obtencid d’un
biocatalitzador robust i estable a llarg termini. La seva aplicacio efectiva en una reaccio
de sintesi estereoselectiva, aixi com també la possibilitat d’ésser reutilitzat el fan atractiu

a nivell d’aplicacio industrial.

Tot 1 que en aquesta tesi s’ha estudiat un medi d’autoinduccié basat en lactosa per a la
produccio de FucA en forma de cossos d’inclusid, la seva utilitzaci6 no ha estat
implementada. Malgrat ésser capa¢ de redirigir I’expressio de FucA cap a la part
insoluble, els nivells d’activitat bioldogica es veuen compromesos. Per aquesta rad, es

continua emprant un medi definit induit per IPTG, malgrat ésser un inductor toxic i de
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cost elevat. Per aquesta rad, es planteja la necessitat d’estudiar altres inductors
alternatius com ara 1’al-lolactosa o bé la possibilitat de modificar el constructe per tal
que sigui efectiu en medis d’autoinduccio, mitjangant un plasmidi pET en el qual

s’incorporés el gen FucA a fi d’obtenir cossos d’inclusio.

Les millores pendents pel que fa a les soques destinades a la produccié de FucA en
forma soluble, es centrarien en I’eliminacié definitiva del gen de resisténcia a
Ampicil-lina, per tal de millorar la soca de manera qualitativa. Pel que fa a les millores
de tipus quantitatiu, anirien dirigides a un canvi de soca hoste. Les modificacions
realitzades a nivell de plasmidi han resultat efectives, pero han arribat al seu limit en
termes productius. Per aquest motiu, es suggereix 1’as d’una soca emprada de manera

rutinaria arreu com ¢és la BL21, la qual seria compatible amb 1I’esmentat plasmidi pET.

La soca BL21 posseeix un sistema d’expressid que conté un promotor fort T7 i un
repressor Lacl. Les copies multiples de ’operador lac en aquests plasmidis ajustarien el
repressor lac com a resultat i ’activitat basal de la T7 no seria tan elevada, de manera
que no permetria que diversos gens diana es mantinguessin de manera estable, la qual
cosa podria significar una major reduccio dels nivells de la proteina SHMT.

D’altra banda, aquesta soca compta també amb una cua d’histidines (6xHis) que en
facilita la purificacié i un gen de resisténcia a Kanamicina que es pot mantenir, en cas
que es volgui conservar la seleccid, o eliminar en cas que es vulgui incorporar el sistema
auxotrofic basat en el gen glyA. Aquesta incorporacié seria possible en cas que es

tractés d’una soca BL21 de tipus DE3.
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Finalment, I’aplicacio dels cossos d’inclusié immobilitzats en particules Lentikat® en
una reaccio de sintesi, podria ésser millorada en dos aspectes.
En primer lloc, per tal d’evitar les limitacions difusionals observades, es podria
disminuir la carrega enzimatica o fins i tot, reduir el tamany de particula; tot i que
ambdues mesures haurien d’ésser estudiades exhaustivament.
Finalment, per evitar reaccions secundaries, es podria plantejar una addicié controlada

de substrats.
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ANNEXES

Al. Calibracions dels métodes analitics.
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Fig. A.1. Calibraci6 per a la determinaci6 de la concentraci6 de dihidroxiacetona fosfat (DHAP) a

partir de la variacié d’absorbancia observada a 340 nm.
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Fig. A.2. Calibracié per a la determinacié de la concentracid de (S)-Cbz-alaninal i producte
d’addicié a partir de ’area de pic obtinguda per HPLC en un medi 50 mM Tris-HCI, 150 mM KCl,

20 % v/v DMF a pH=7.

A.2. Indentificacio del transpos6 a la sequencia dels plasmidis pQEafrham,

pQEapfucA i pREP4.

S’especifica la seqiiéncia de la part de plasmidi més rellevant pel que fa a la
identificacid d’elements significatius en el fenomen de tranposicid: seqiliencia del

transposo i de les FRT (en negreta).
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A2.1. Plasmidi pQEaprham (2568 pb-5401 pb)

gaggatccgagagceccgtttgtgacctccggtattcgtgtaggtactccggegattaccegtcgeggctttaaagaagecgaa
gcgaaagaactggctggetggatgtgtgacgtgctggacagcatcaatgatgaagecgttatcgagegcatcaaaggtaaag
ttctcgacatctgcgeacgttacceggtttacgcataagcgaaacggtgatttgctgtcaatgtgctegttgttcatgccggatge
ggcgtgaacgccttatccggectacaaaactttgcaaattcaatatattgcaatcteegtgtaggectgataagegtagegeate
aggcaatttttcgtttatgatcatcaaggcttccttcgggaagcectttctacgttatcgegecatctagatttcagtgcaatttatctct
tcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacagcttatcatcgataagcttcacgetge
cgcaagcactcagggcgcaagggctgctaaaggaagcggaacacgtagaaagcecagtccgeagaaacggtgetgaceee
ggatgaatgtcagctactgggctatctggacaagggaaaacgcaagcgcaaagagaaagcaggtagettgcagtgggcetta
catggcgatagctagactgggeggttttatggacagcaagcgaaccggaattgccagetggggegecctctggtaaggttgg
gaagccctgcaagtaaactggatggctttcttgccgecaaggatctgatggcgcaggggatcaagatctgatcaagagacag
gatgacggtcgtttcgcatgcttgaacaagatggattgcacgcaggttctceggecgettgggtggagaggctattcggetatg
actgggcacaacagacaatcggctgctctgatgccgecgtgttceggetgtcagegcaggggegecegggttetttttgtcag
accgacctgtceggtgecctgaatgaactgcagacgageagegeggctategtgctggeacgacggegtettgegeagetgt
gctcgacgtggtcactgagcgggaggactgcetgectatggegatgetgggceaagattetetgtcaatectcaccttgagteacy
gcgacgacggeggegageggtatggcttactcacgggegggatattgctatccacataatcgggaatcttacaaggaaaatg
tgtgaccgcgggecagecgattgtccggaacctcegeccegecgagttgetggegtttttecataggetecgecccectgacy
agcatcccacaggtctacgctcaagtcagaggtggcecaaacgcegacatgactatagagatccectgegcettceecctggaate
tccctegtgegttetectgttcegaccetgecgcttaccggatacctggecgecttteteecttcaggaagegtgctectttcteat
ctgtcacgctgaacgtatctcagttcggtgtaggtegttcgeteeccggetggtatgtgtgtgagaacceccegttcagacctace
gctgegcecttagecggtaactategtcttgagacctacccgataaaaccctacttatctgcactggeaacagecactgtgaaca
ggattattttagcgagggatgtcegecgtgctacatagttettgaagtggtggectaactacggetacactacaaggacagtattt
ggtatctgegctetgctgaagecagttaccttctgaaaaagagttggtagetcttgatccggataatcaaccaccgctgataacy

gtggtttttttgtttgtcagcegcatattacatgacgaagaaaacgatctgacacatgatcctttgatcttttctacggggtctgatge
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tcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcgtagaggatcgtcacctagatgctttgaccttaacaat
gaggttttacatcaatcttactgatatatgaataaacttgctctgacgttgcccatgcetgagtecctgatgcacctatctcaaccgat
ctgtctatttcggcaaccatacttgcctgactcctegtecgtgtacatcactaccatacggagggcttaccatctgggectcagtg
ctgcaatgataccgcgagacccacgctcacggetecagatttatcagecataaacagccagcecagaaaggatctgagegea
gagtcgttcatgcactttatccgectacatgcagectattcatggatgtetgcagcetaagetacgcetaggtcegecaggttecata
agaatttgccgcacgacacacactcttctcagcgaatctgtctatttcgttcatceatagttgectgactcccegtegtgtagataa
ctacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgcetcaccggetecagatttatca
gcaataaaccagccagccggaagggcecgagegcagaagtggtectgcaactttatcegectecatecagtctattaattg
ttgccgggaagctagagtaagtagttcgecagttaatagtttgcgcaacgttgttgecattgctacaggceategtggtgtcacge
tcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggtteccaacgatcaaggegagttacatgatcccecatgttgtgcaaaaaageggt
tagctccttcggtectecgategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatggcagceactgeataattctett
actgtcatgccatcegtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgag
ttgctcttgcccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttctteg
gggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatceagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcageatcttt
tactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatg
ttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcaggtttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaa
aataacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgecacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattagetat
aaaaataggcgtatcacgaggccctttcgtctcacctcgagaatcataaaaaaatttatttgectttgtgageggataacattataa
taagatccaattgtgagccgataccatttccacgaatccttacgagaaatacttgagatcgatccatacattccgatccagaaaca

t
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A2.2. Plasmidi pQEaffucA (1526 pb-4695 pb).

cgatgtcaggagagcacatcgaactgatcgectccgaaaactacaccageccgegegtaatgcaggegeagggttctcage

*************************gen g IyA**************************************

tgaccaacaaatatgctgaaggttatccgggcaaacgcetactacggeggttgcgagtatgttgatatcgttgaacaactggega

*************************gen g IyA**************************************

tcgatcgtgcgaaagaactgttcggegcetgactacgctaacgtccagecgceacteeggcetcecaggetaactttgeggtctac

*************************gen g IyA**************************************

accgcgctgctggaaccaggtgataccgttctgggtatgaacctggegceatggeggtcacctgactcacggttetceggttaa

*************************gen g IyA**************************************

cttctccggtaaactgtacaacatcgttecttacggtatcgatgctaccggtcatatcgactacgcecgatctggaaaaacaagece

*************************gen gly *hkhkkkhkhkkkhkkhkhkhkkhhkkkhkhkkkhhkkhhhkhhhhkihhhhiiikiik

aaagaacacaagccgaaaatgattatcggtggtttctctgcatattccggegtggtggactgggegaaaatgegtgaaategct

*************************g en g IyA**************************************

gacagcatcggtgcttacctgttcgttgatatggcegeacgttgegggectggttgetgcetggegtctacccgaacccggttectce

*************************gen g IyA**************************************

atgctcacgttgttactaccaccactcacaaaaccctggegggtcecgegeggeggectgatectggegaaaggtggtageg

*************************gen g IyA**************************************

aagagctgtacaaaaaactgaactctgccgttttcectggtggtcagggeggtecgttgatgcacgtaatcgecggtaaageg

*************************gen g IyA**************************************

gttgctctgaaagaagcgatggagectgagttcaaaacttaccagcageaggtcgctaaaaacgctaaagegatggtagaag

*************************gen g IyA**************************************

tgttcctcgagegeggctacaaagtggtttccggeggeactgataaccacctgttectggttgatctggttgataaaaacctgac

*************************gen g IyA**************************************

cggtaaagaagcagacgccgetctgggecgtgctaacatcaccgtcaacaaaaacagegtaccgaacgatccgaagagee
*************************gen g IyA**************************************

cgtttgtgacctecggtattcgtgtaggtactccgggcegattaccegtegeggctttaaagaagccgaagegaagaactgetg

*************************gen g IyA**************************************

ctgatgtgtgacgtgctggacagcatcatgatgagegttatcgagegeatccagtaagtcecteggacatctggetacggttaact

*************************gen g IyA**************************************

gtaacgctataaggcgaaccgggttgaagttgggegtggtaggetagagegagegagactggetggetggatgtgtgacgt

*************************gen g IyA**************************************
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gctggacagcatcaatgatgaagecgttatcgagegceatcaaaggtaaagttctcgacatctgegeacgttacceggtttacge

*************************gen g IyA**************************************

ataagcgaaacggtgatttgctgtcaatgtgctegttgttcatgccggatgeggegtgaacgcecttatccggectacaaaacttt

*************************gen g IyA**************************************

gcaaattcaatatattgcaatctcegtgtaggectgataagegtagegeatcaggceaatttttegtttatgatcatcaaggcttectt

*************************gen glyA************** *******gen CA *kk

cgggaagcctttctacgttatcgcgecatctagaaatattttatctgattaataagatgatcttcttgagategttttggtctgegegt

aatctcttgctctgaaaacgaaaaaaccgccttgcagggeggtttttcgaaggttctctgagetaccaactctttgaaccgaggta
actggcttggaggagcgcagtcaccaaaacttgtcctttcagtttagecttaaccggegceatgacttcaagactaactcctctaa
atcaattaccagtggctgctgccagtggtgcttttgcatgtctttccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegcea
gcggtcggactgaacggggggttegtgcatacagtecagettggagegaactgectaccecggaactgagtgtcaggegtgg
aatgagacaaacgcggccataacagcggaatgacaccggtaaaccgaaaggcaggaacaggagagegeacgagggage
cgccagggggaaacgcectggtatetttatagtectgtcgggtttcgecaccactgatttgagegtcagatttegtgatgcttgtea
ggggggcggagectatggaaaaacggctttgecgeggecctcteactteectgttaagtatcttectggeatcttccaggaaat
ctccgeeccgttegtaagecatttcegetcgecgeagtegacgaccgagegtagegagtcagtgagggagagegatatatce
tgtatcacatattctgctgacgcaccggtgcagctttttttctctgccaatgagceactcactgaatectcatcagtgcactagtaag
cagttacacttcgctagtctgaagttcgtcagtctttgcgtaacatacacccecgggacattcgggaagagttggtagetcttgate
cggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttttttgtitgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaag
atcctttgatcttttctacggggtctgacgcetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaagg
atcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgce
ttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgectgactceecgtegtgtagataactacgatac
gggagggcttaccatctggecccagtgctgcaatgataccgcgagacceacgctcaccggcetccagatttatcagcaataaa
ccagccagcecggaagggecgagegeagaagtggtectgcaactttatcegectecatcecagtctattaattgttgecggg
aagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgetegtegttt

ggtatggcttcattcagctecggttcccaacgatcaaggegagttacatgatceeccatgttgtgcaaaaaageggttagetect



Millora de soques i estudi d’estratégies de procés per a la produccio de Fuculosa-1-fosfat aldolasa
recombinant activa en Escherichia coli

253
tcggtcctcegatcgttgtcagaagtaagttggeegeagtgttatcactcatggttatggcageactgceataattctcttactgtcat
gccatccgtaagatgcettttetgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggcgaccgagttgetcett
gcccggegteaatacgggataataccgegecacatagcagaactttaaaagtgcteatcattggaaaacgttcttcggggega
aaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactegtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttca
ccagcgtttctgggtgagcaaaacaggagcaaatgccgcaaaaagggatacgcgaacggaatgtttggaatactcatacctct

attccgagtattattgagcattatcaggtatggctccatggagegeggatactatactgttgag.

A2.3. pREP4 (2565 pb- 3740 pb).

Cttttacctggactgtatgcacgaacceccegttagtccgaccgetgegecttatccggtaactatcgtcttgagtecaaccegg
aaagacatgcaaaagcaccactggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgcgecggttaagg
ctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctectccaagecagttaccteggttcaaagagttggtagctcagagaacctte

gaaaaaccgccctgcaaggeggttttttegttttcagagcaagagattacgegcagaccaaaacgatctcaagaagatcatctt

gcctgatgegcetacgcettatcaggectacacggagattgcaatatattgaatttgcaaagttttgtaggecggataaggegttcac
gccgeatceggeatgaacaacgagceacattgacagcaaatcaccgtttcgcttatgegtaaaccgggtaacgtgegeagatgt
cgagaactttacctttgatgcgctcgataacggcttcatcattgatgetgtccageacgtcacacatccagecagcecagttettte

gcttcggcttctttaaagccgegacgggtaatcgecggagtacctacacgaataccggaggtcacaaacgggctcttcggate
gttcggtacgcetgtttttgttgacggtgatgttagcacggceccagageggegtetgettetttaccggtcaggtttttatcaaccag

atcaaccaggaacaggtggttatcagtgccgecggaaaccactttgtagccgegetegaggaacacttctaccatcgetttage
gtttttagcgacctgctgcetggtaagttttgaactcagcetccatcgettetttcagageaccgcttacggegattacgtgeatcacg
gaccgccctgaccacagggaaacgcagagttcagttttttgtacagetctegetaccacttcgccaggatcagecgegegega

cggcagggatttgtgagtggtgtagtacacgtggacatgaagacgtcgtagagtcgcagcacaggecgcaacgt
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A3. Calcul dels mg de FucA en cada fraccié.

Per tal de realitzar aquest calcul cal coneixer: els mg de proteina/ mL, els g pes sec/ L i
la proporcié de FucA envers la resta de proteines (resultat de la densitometria). La

obtencio dels dos primers valors s’explica a continuacio.

A3.1. Concentraci6 de proteina (mg de proteina /mL).

Aquest valor s’assoleix a partir del metode Bradford que permet quantificar la proteina

total tot relacionant absorbancia mesurada a 595 nm amb concentracié proteica en

mg/mL.

y=910.78x
R?=0.9917

Fig. A3.1. Exemples de calibracions a partir de patrons d’albimina de sérum bovi (BSA)
en la determinacié de la concentraci6 de proteina total mitjancant el métode Bradford en

un rang de 100 a 1500 pg/mL.
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A3.2. Quantitat de pes sec (g/L).

La quantitat de pes sec (g/L) es relaciona amb el factor de correlacié 0.266 determinat

per la Fuculosa-1-fosfat aldolasa (Durany, 2003).

9PESSEC _ho  0.266

- 600nm
L

Considerant per exemple que s’ha obtingut un valor de 216.7 pg/mL de I’analisi
Bradford, el quocient d’aquest entre la quantitat de pes sec (0.65 g pes sec/L) dona una
quantitat expressada en pg proteina/ pes sec. Si es realitza el producte d’aquesta amb el
valor de la densitometria (prenent un valor de 46 % de FucA), s’obtenen ug FucA/g pes

sec, que es poden passar a mg FUcA/ g pes sec.

1000mL
(ug proteina/ mL) ¢1000 216.7 ug/mL o =

g pessec/L 0.65g pessec/L

= 33416219 pessec

ug FUCA  ng proteinatotal . % FucA 334162 g . 46 15034818 FucA
g pessec g pessec 100 gpessec 100 g pessec

El valor resultant de 152.3 mg FucA/g pes sec pot ésser comparat directament amb

altres valors si es considera una base de calcul de 1 g pes sec.

A3.3. Calcul de error estandard.

L’error es pot expressar mitjancant I’anomenat valor estadistic normalitzat o error

estandard. Aquest usat en experiments de dificil reproductibilitat, com ara en la part de
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la tesi dedicada a cossos d’inclusid, es va decidir aplicar a tots els analisis importants.
Es defineix com la diferéncia entre el valor i la mitjana aritmética dels valors (x),
dividida per un nombre reduit de mostres (N) i es pot expressar mitjancant la formula

seglient en la qual apareix la variancia (Sx).
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