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Introduccion General

INTRODUCCION GENERAL

1.- INMOVILIZACION DE ENZIMAS
1.1.- USO DE ENZIMAS EN PROCESOS INDUSTRIALES
Las enzimas son estructuras proteicas que catalizan reacciones bioldgicas. Las

propiedades intrinsecas de estas estructuras son:

» Gran eficiencia catalitica en condiciones suaves de reaccidén: siendo suficiente con
pequefias cantidades de enzima para catalizar la reaccion.

+ Alta selectividad: 1as enzimas son quimo y regioselectivos.

» Gran especificidad frente al sustrato, siendo extraordinariamente (tiles en la obtencién
de compuestos dpticamente puros.

Por esto, podemos considerar a las enzimas como catalizadores ideales para
procesos en los que intervengan compuestos muy complejos y labiles que requieran
condiciones suaves de reaccion. Esto se manifiesta en el amplio espectro de aplicaciones
potenciales de las enzimas (Edwards, V.H. 1972; Wong C.H, 1989): industrialmente, para
sintesis o modificacién de antibidticos, harmonas, vitaminas, aminodcidos, en la produccion
de edulcorantes, quesos, estabilizacion de alimentos; en el campo de la medicina en el
tratamiento de algunos canceres, defectos hereditarios de enzimas, etc.

1.2.- IMPORTANCIA DE LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

A pesar del gran campo de aplicacion de las enzimas, su implantacién comeo
catalizadores en procesos quimicos a gran escala se ha visto condicionada por el dificil
control de los procesos de catalisis homogénea: el alio coste del extracto enzimatico, la
pérdida de actividad durante las reacciones, la contaminacién de! producto final por la
presencia del catalizador en solucién, la dificultad de su eliminacion de ia mezcla de
reaccion y la imposibilidad de su reutilizacion. Todos estos inconvenientes son debidos a
que trabajamos con catalizadores iabiles y solubles en el medio de reaccion, en reacciones
prolongadas.
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Como respuesta a estos problemas, en los afios 60 comienzan a desarrollarse las
técnicas de Inmovilizacion de enzimas. El confinamiento o localizacién de las moléculas de
enzima en un cierto espacio definido y limitado, de forma que retengan su actividad
catalitica y que permitan su uso repetido, se recoge bajo el nombre de técnicas de
inmovilizacidn. Las numerosas técnicas de inmovilizacién desarrolladas (atrapamiento,
adsorcion, encapsulacion, entrecruzamiento, copolimerizacion, etc.) (Royer, 1980; Bullock,
1989, White, C.A. y col. 1980), aportan solucion para la recuperacion de las enzimas y su
posterior reutilizacién pera no al problema de la estabilizacion, siendo en este caso, la
estabilizacion de los derivados enzimaticos minima o practicamente nuia.

1.3.- ESTRATEGIAS DE INMOVILIZACION-ESTABILIZACION

Las enzimas son proteinas con escasa estabilidad, por consiguiente, Unicamente
mantienen su conformacion y actividad en un limitade rango de condiciones
experimentales, y en segundo lugar, las enzimas son catalizadores homogéneos , por tanto
se disuelven impidiendo su recuperacion y reutilizacién.

Como acabamos de mencionar, cualguier técnica de inmovilizacion soluciona el
problema de la recuperacion y reutilizacién. Sin embargo, lo ideal es emplear un método de
inmavilizacion que solucione también el primero de los problemas, la estabilidad (ya que no
siempre se trabajara con enzimas muy estables, sino que es posible que las enzimas que
utilicemos necesiten de procesos de inmovilizacidn-estabilizacion). Un dptimo sistema de
inmovilizacion-estabilizacion sera el que posibilite una intensa union multipuntual enzima-
soporte, sin provocar distorsiones graves de la estructura enzimética. Asi, las mcléculas
enzimaticas “mas rigidas™ son mas resistentes frente a diversos agentes desnaturalizantes

gue provocan la inactivacion por desplegamientos de la estructura proteica.

1.4.- PURIFICACION DE PROTEINAS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

£l gran némero de proteinas presentes en un extracto enzimatico impuro, la
diversidad de sus funciones biologicas asi como ias diferencias gquimicas entre ellas,
determinan que la purificacidn de la proteina de interés constituya una etapa fundamental

3



Introduccion General

en toda investigacion biotecnologica. La purificacion de enzimas constituye una
herramienta importante en la preparacién de buenos derivados enzimaticos.

Al inmovilizar soluciones enzimaticas con un alto grado de pureza evitamos que los
grupos reactivos de la superficie del soporte se involucren con otras proteinas, pudiendo
asi:

s Obtener derivados con mayor carga enzimética

¢ Y evilar reacciones [aterales catalizadas por ofras enzimas

La Cromatografia de Afinidad es una importante Técnica de purificacion,
obteniéndose de forma facil y rapida proteinas con un atto grado de pureza.

El soporte puede presentar afinidad por la proteina a purificar, a través de un
ligando:

+ Pequefio: Es preciso gue no existan interacciones no deseadas de otras proteinas y que
el soporte solo presente reactividad a través de 10s ligandos introducidos en procesos de
activacion y derivatizacion. En el capitulo Il se abordara la purificacion proteinas
fusionadas a soportes agarosa-quelato (donde el grupo quelato seria el ligando pequefio)
por adsorcion selectiva. De manera que un buen control del nimero de ligandos
introducidos en el soporte podria permitir la adsorcion selectiva de la proteina de interés.

¢ Macromolecular. es posible que el soporte pueda ejercer impedimemnos estéricos
limitando el acceso de la molécula a purificar. E! empleo de brazos espaciadores entre
ligandos y soporte se desarrollé principalmente en Cromatografia de Afinidad para lograr
que el ligando inmovilizado pudiese interaccionar con el centro de reconocimiente de las
proteinas, situado generaimente en una cavidad, mas o menos expuesto. En el Capitulo
iV se ha escogido como modelo el sistema Proteina A {ligando
macromolecular)/anticuerpo. La fuerte energia de union anticuerpo-soporte de afinidad
hace que sea necesario emplear desorciones drasticas que podrian afectar a 1a proteina
o al anticuerpo. En este caso, lo ideal seria lograr estrategias de inmovilizacion que
estabilicen ia Proteina A a la vez que debiliten algo la interaccion Proteina A-Anticuerpo
con el fin de lograr desorciones mas suaves de este.
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2.- SOPORTES

Para la eteccion del soporte mas adecuado para procesos de inmovilizacion y
estabilizacion de enzimas, es fundamental el analisis de sus propiedades fisicas
(resistencia mecanica, porosidad, morfologia interna, etc.) y quimicas {grupos susceptibles
de ser activados, presencia de grupos gue puedan dar lugar a interacciones inespecificas,
etc.). A continuacion se estudiaran algunas caracteristicas fisicas de fos mismos pasando
seguidamente a tratar la activacion.

2.1.- CARACTERISTICAS DE LOS SOPORTES
2.1.1.- POROSIDAD

Los soportes se pueden clasificar en porosos y no porosos.

« SOPORTES NO POROSOS
El area superficial de estos soportes es extremadamente baja, estando muy
limitada para la inmovilizacidn de proteina.

e SOPORTES PORCSO0S
Estos soportes pueden presentar un gran area superficial por unidad de
volumen permitiendo obtener derivados muy cargados ideales para procesos
industriales. Por otro lado, estos soportes deben permitir un facil acceso de ias
proteinas con el fin de minimizar los problemas difusionales.
Como se observa en la tabla 1: a medida que el tamafio de poro es mayor
la superficie interna que presentan para la inmovilizacién es menor.
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Tabla 1: Relacién entre el tamaiio de poro del soporte y su superficie interna.

TAMARO DE PORO (nm) | SUPERFICIE INTERNA * (m%/g)

75 356
12,5 214
17.5 153
37 72
70 38
125 21

200 13

" Volumen de poro: 1,0 em’/g

Es importante tener un amplio rango de tamafo de poro ya que para cada
proteina, el soporie ideal es aquel que presente {a mayor superficie posible para fa
inmovilizacion a la vez que el tamafio de poro sea suficiente para que no presente
problemas el acceso de la proteina al interior det poro.

Los soportes porosos con morfologia interna tipo superficie, seran los mas
adecuados para la estabilizacion de enzimas pues permititdn un mayor
acoplamiento enzima-soporte. En todos los procesos de inmovilizacién, lo
deseable es disponer de la maxima area superficial, pudiendo asi inmovilizar una
mayor cantidad de enzima, para lograr de esta forma derivados enzimaticos con
una elevada actividad enzimatica/ml de soporte con lo que se reduce el volumen
de catalizador.

2.1.2.- PROPIEDADES MECANICAS Y RIGIDEZ
Las propiedades mecanicas del soporte estan en funcién det empleo que se le vaya
a dar al mismo.

En Cromatografia de proteinas los flujos empleados no son demasiado altos con lo
que la resistencia mecanica no es un factor muy decisivo.

6
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En procesgs de Inmovilizacion: depediendo del reactor empleado las propiedades
mecanicas requeridas serian diferentes. Si, por ejemplo, se trata de un reactor de lecho fijo
el soporte ha de ser muy resistente. Pero si empleamos reactores tipo tanque agitado no se
necesitan scportes tan resistentes

2.1.3.- MORFOLOGIA INTERNA

En la unién proteina-soporte un factor a considerar es la morfologia intema del soporte.
Cuando el soporte esta constituido por un entramado o red tridimensional de cadenas
moleculares guimicamente unidas por entrecruzamientos (sephadex, polimeros sintéticos como
eupergit, toyopear!, etc.) el acoplamiento sera proteina-cadena molecular.

En el caso de los sélidos porosos, su estructura intema esta constituida por espacios
huecos rodeados de superficies (geles de agarosa, silica, alimina etc.) permitiendo una_intensa
congruencia geomeétrica proteina-soporte.

2.2.- ACTIVACION DE SOPORTES
2.2.1.- NECESIDAD DE ACTIVACION

Para obtener grupos reactivos en ef soporte capaces de interaccionar con aminoacidos
de proteinas es preciso realizar una activacién previa. Un control exhaustivo de la reaccién
puede proporcionamos soportes con distinta carga de grupos reactivos, lo que permitird un
mayor control de procesos de purificacion de proteinas. Por otra parte, los grupos introducidos
en el soporte pueden ser mas o menos estables. Esto, si bien puede no tener excesiva
importancia a escala de laboratorio, cuando la utilizacion y preparacion esta proxima; es de gran
importancia en procesos realizados a escala industrial en los que pueden transcurrir largos
periodos de tiempo desde su preparacion hasta su utilizacion.

2.2.2.- INMOVILIZACION DE LIGANDOS Y PROTEINAS
A continuacién de la etapa de activacion del soporte fiene fugar el proceso de
inmovilizacion.
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« Inmovilizacion de proteinas: las proteinas son estables en un limitado rango de
condiciones, por lo que para la inmovilizacién de proteinas es preciso emplear soportes
con grupos muy reactivos en condiciones suaves.

+ Inmovilizacion de ligandos: la reactividad del soporte no es un factor tan decisivo en
este caso, ya que la reaccion de inmovilizacidn puede tener lugar en condiciones
drasticas. Podemos inmovilizar en presencia de un exceso de ligando (barato) y
empleando tiempos largos de reaccion para lo cual si que se requiere que |os grupos del
soporte sean estables. De esta forma se podria controlar el grado de modificacion del
soporte al reaccionar con el ligando.

2.3.- BLOQUEO DE GRUPOS

Cuando ha tenido lugar fa inmovilizacion, es posible que no todos los grupos
reactivos del soporte estén involucrados en la union del ligando o proteina. De manera que
si la estabilidad de estos grupos es alta, con el tiempo podrian darse interacciones
molécula-soporte no controladas. En el caso de las proteinas seria un grave problema va
que podria ocasionar fenomenos de distorsion de la proteina. Por este motivo, cuando los
grupos reactivos del soporte son muy estables es preciso realizar una etapa de bloqueo (por
adicién de ligandos pequeiios) posterior a la inmovilizacién u otro mecanismo que inactive
estos grupos sin alterar a la proteina.

Cuando los grupos del soporte son poco estables, esta etapa no es precisa.

Lo mas adecuade para procesos de inmovilizacion seria emplear soportes inertes
con un grado de activacion controlada y con grupos muy estables que tras finalizar la
reaccion dieran grupos totalmente inertes.

3.- AGAROSA COMO SOPORTE PARA INMOVILIZACION DE ENZIMAS Y PROTEINAS
3.1.- PROPIEDADES DE LA AGAROSA

En 1937, Araki consideraba a la agarosa como una motécula neutra, formada por
residuos de D-galactopiranosa conectados por C,-Cs repetidos alternativamente con
residuos de L-galactopiranosas conectadas por Cy4-C,4 (Araki, C.1956). Sin embargo,
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posteriormente Hirase observo que la agarosa era un polimero de [a agarobiosa (Mirase, S.
y col. 1968). Y en 1971 (Duckwort, M. y col. 1971), la deteccion de pequeias cantidades de
grugos electronegativos (sulfatos y piruvatos) llevo a definir a la agarosa como “una mezcla
de molécuias de agar con un contenido en carga mas bajo y, por ello, mayor capacidad de
gelificacion, fraccionadas de un complejo de moléculas lamadas agar”. Recientemente,
Lahaye y Rochas {Lahaye, M. y col. 1991) definieron el agar como “nombre genérico dado
para un continuo de moléculas relacionadas con la agarobiosa como unidad repetitiva”, y “la
agarasa como la molécula menos sustituida del agar’.
Entre las propiedades podemos destacar (Armisén, R. 1992):
1.- Muy bajo contenido de grupos electronegatives (fundamentalmente sulfatos y

_acido_piravico) resultando un polisacarido bastante inerte y _adecuado para
técnicas cromatograficas.
2 - Facil disolucidn acuosa.
3.-_Estructura macroporosa, en 1a que es posible variar el tamafio de poro, por

simple cambio de la concentracién.

4 .- Excelente transparencia gptica, tanto en las regiones del espectro visible como

del ultravioleta, gque permite una mejor cuantificacion por técnicas

espectrofotometricas.

5.- Facil activacion y derivatizacién de los soportes.

6.-_ Ausencia de toxicidad.
Las caracteristicas que se acaban de mencionar son caracteristicas generales de la
iovedoso de esie trabajo se va a cenirar en ias ventajas e
inconvenientes de la agarosa derivados de ofra caracteristica de dicho soporte (la
morfologia).

» Morfologia de la Agarosa
Por microscopia electrénica es posible ver como estos polisacaridos dan lugar a

una estructura macroporosa constituida por fibras de agarosa (Figura 1). En esta estructura
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a modo de esponja, es posible distinguir poros de distinto tamano (Medin, A.S. 1995),
pudiendo variar el tamaiio de estos poros con la concentracién de agarosa empleada.

FIGURA 1: Microscopia electrénica de la agarosa.

Un dato importante, es el gran tamafia de estas fibras (diametro:200 A) frente al
tamafio de la proteina a purificar o inmovilizar, de manera que las fibras semejan una
superficie-plana (depende del tamafio de fa proteina) contra la que interaccionan las

proteinas. Esta morfologia posibilitaria un buen acoplamiento proteina-soporte favoreciendo
la interaccion multipuntual (figura 2).

10
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e |

FIBRAS SOLIDAS MUY ANCHAS QUE SIMULAN SUPERFICIES PLANAS

FIGURA 2: Morfologia Intema de |a Agarosa,

Las propiedades de la agarosa hacen de esla un sopone ideal para procesos de
Cromatografia (soporte inerte, no da interacciones adicienales). Sin embargo, este soporte
debido a su alto coste no se emplea tanto en procesos de inmovilizacion v solo en el caso
de gue gracias a la morfologia tipo superficie plana de la agarosa, la inmovilizacion se
acoplase a la estabilizacion, presentaria muchas venlajas que potenciarian su empleo
frente a otros mas baratos.

3.2.- ACTIVACION DE GELES DE AGAROSA: GLIOXIL/ERPOXIDO

La activacion de geles de agarosa con Epiclorhidring (el mismo reactive empleado
en et entrecruzamiento), podria dar lugar a:

11
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+ Grupos Glioxil: Son grupos muy estables (en un amplio rango de condiciones) que
reaccionan con aminas primarias, (muy frecuentes en proteinas), por lo que, en principio
podrian ser (tiles para procesos de inmovilizacién de proteinas.

» Grupos Epoéxido: Son grupos muy estables que presentan una gran versatilidad en la
unidn ya que pueden unirse a grupos -OH, -NH,, -SH. Para ello, es preciso qus los
alcoholes se encuentren ionizados, las aminas sin protonar y los grupos -SH como tioles;
por 1o que se necesita forzar las condiciones para la reaccion. El empleo de condiciones
drasticas podria ser un problema grave en procesos de inmovilizacion de proteinas, sin
embargo en el caso de inmovilizacion de ligandos parece que estos grupos serian
adecuados.

.

3.3.- UNION COVALENTE MULTIPUNTUAL

La inmovilizacion irreversible de enzimas por formacion de enlaces covalentes
(Leckband, D. y col. 1990) con el soporte supone grandes ventajas a la hora de utilizar
catalizadores estables. Si ademaés, el procesc permite la formacién de numerosos enlaces
entre cada molécula de enzima y el soporie con el que se une (multinteraccion) las
posibles distorsiones provocadas por el medio se veran limitadas.

La morfologia del soporte podria jugar un papel importante en el efecto
estabilizador. La agarosa, derivatizada con grupos adecuados, dada su morfologia tipo
superficie plana presentaria una buena congruencia geométrica con la proteina. Esto podria
ser un factor clave a la hora de estabilizar la proteina por inmovilizacidon por unién
covalente muitipuntual.

3.4.- INMOVILIZACION ORIENTADA

* Una de las ventajas que presenta la agarosa gracias a su morfologia interna, es el poder
realizar protocolos de inmovilizaciones dirigidas gue permitan la estabilizacion de
proteinas por multiinteraccion con el soporte (Figura 3). La inactivacién de enzimas
suele empezar con pequefios desplegamientos reversibles de la estructura proteica, a
fos que les sigue la inactivacion irreversible. Si se trata de enzimas multiméricas; la
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disuciacion de subunidades es el primer paso (Porer, J.E. y col 1992) en el proceso de
inactivacion. El estudio de gran nimero de proteinas oligomércas, situa al centro activo
en la interfase entre las distintas cadenas polipeptidicas y que la funcidn catalitica
requiere la paricipacion conjunta de los residuos de aminodcidos de cada mondmero
{Eisenstein, E. y col. 1989). Por lo que, para la mayaoria de 1as enzimas multiméricas, los
MONGMEeros son Inactives aunque conserven intacta su estruclura  tridimensional
(Ziegler, MM, y col. 1893). La inmovilizacidn orentada de enzimas multiméricas por
union del maximo numero de subunidades esta favorecida en la agarosa (pudiendo
desarollar procesus de estabilizacion de enzimas multiméricas por union del maximo
numero de subunidades al soporte (Guisan, J.M. y col. 1993) (Figura 3),

"/—‘

Inmovilizacién Dirigida Inmovilizacién Pura

@ MNulti-interaccion enzima-soporte
Multipuntual
Multi-subunidades

@ Enmascaramiento de areas de la superficie

de las proteinas inmovilizadas

FIGURA 3: Sopories con estructura intema de grandes superficies. Posibles vaniajas

para |2 melors de las propiedadaes de (a8 enzimas a través de su iInmovillzacién.
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« Las proteinas son susceptibles de sufrir cambios por reaccion con gran nimero de
agentes quimicos. Estos efectos, pueden ser la causa que limite la utilizacion de una
enzima a nivel industrial, especiaimente cuando el agente quimico se encuentra en la
reaccion que cataliza este enzima, Esto ocurre, por ejemplo, en la modificacién quimica
que produce el H,O, liberado en |a reaccién que catalizan las D-aminoacilo oxidasas.
Otra de las ventajas derivadas de la morfologia de la agarosa es la posibilidad de
realizar inmavilizaciones orientadas que permitan ocultar la zona sensible a un
determinado agente (Rodriguez, V. 1995) (Figura 3).

3.5.- MECANISMO DE ACCION DE LIPASAS

Lass lipasas son enzimas que hidrolizan triglicéridos con formacién de &acidos
grasos y glicerol. Su centro activo se encuentra cerrado por una cadena proteica en a-
hélice sumamente hidrofébica que actia como tapadera (“lid”). En medio acuoso
homogéneo, la enzima se encuentra en equilibrio (tapadera abiertaftapadera cerrada),
estando el equlibric muy desplazado hacia la forma abierta (Malcata, F.X. y col. 1992;
Mingarro, Y. y col. 1993). Sin embargo, si las lipasas se encuentran con una interfase
lipido-medio acuoso, el equilibrio se desplaza hacia la forma abierta de la lipasa (Sarda, L.
y col. 1958). Se pretende encontrar sdlidos hidrofébicos que simulen la interfase lipido-
medio acuoso provocando la adsorcion interfacial de la lipasa mediante un mecanismo de
apertura de la tapadera.

3.6.- CROMATOGRAFIA DE QUELATOS METALICOS

L.a purificacién de proteinas por Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos
tiene lugar por la interaccion entre grupos quelato (ligandos pequefios previamente
generados en el soporie) y pares de His, Cys, Trp {de las proteinas a purificar). En fa
actualidad esta cobrando mucho interés la fusién de proteinas con colas de 40 6 histidinas,
de manera que las proteinas fusionadas poseen una gran afinidad por los soportes quelato.
La fortaleza de unidn proteina fusionada-soporte es muy grande por lo que se necesitan
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condiciones drasticas para la desorcion . Seria de gran utilidad caracterizar soportes de
afinidad en los que la proteina fusionada pudiera obtenerse purificada mediante un facil
proceso de adsorcidn/descrcion selectiva. La reduccion del volumen de la columna
necesario para obtener una determinada cantidad de proteina purificada disminuiria
notablemente y una vez purificada, la proteina fusionada podria emplearse industriaimente.
Si la proteina se requiere para terapeitica es necesario intercalar una determinada
secuencia de aminoAacidos entre la cola de His y la proteina, dicha cola se eliminaria con
proteasas tras la purificacion.

Los métodos de purificacién convencionales, estan basados en la adsorcién {no
selectiva) de todas las proteinas que muesiren afinidad por el soporte, de forma que la
proteina de interés pueda ser una proteina minoritaria de! extracto. En los protocolos de
purificacion por adsorcion selectiva, la proteina de interés es la que se une de forma
selectiva al soporte, pudiendose caragar toda la columna con ella. De esta forma, para la
obtencion de una misma cantidad de proteina pura, el tamafio de las columnas se reduce
enormemente frente a las purificaciones convencionales. Asimismeo, es posible obtener de
forma rapida y sencilla la proteina de interés.

3.7.- PURIFICACION DE ANTICUERPOS CON PROTEINA A

Para tratar el problema de Cromatografia de Afinidad de una biomolécuia hacia un
ligando macromolecular del soporte se ha escogido el sistema Proteina A/anticuerpo. La
Proteina A es un receptor Fc que presenta afinidad por diversos tipos de anticuerpos con 1o
que las columnas de Proteina A son muy empleadas en procesos de purificacion de
anticuerpos. Dicho receptor presenta cuatro zonas de alta afinidad hacia anticuerpos
(macromoléculas) por lo que ia disposicion espacial de dichas zonas podria ser decisiva a
ia hora obtener una buena capacidad de unidn a nivel molecutar Proteina A/anticuerpo. Por
este motivo una buena inmovilizacién orientada de la proteina proporcionaria una mayor

capacidad de union de anticuerpo.

15



OBJETIVOS GENERALES



Objetivos Generales

OBJETIVOS GENERALES

El objetivo principal de la presente Tesis Docloral es la mejora de las excelentes
posibilidades de los geles de agarosa como sopories para inmovilizacion de enzimas y
cromotografia de proteinas teniendo en cuenta su morfologia interna desde el punto de
vista de utilizar sus ventajas adicionales y desde el punio de vista de reducir sus
limitaciones. Los geles de agarosa estan constituidos por fibras muy gruesas (200 A de
diametro) que para la mayoria de las enzimas y proteinas semejan superficies planas con
las que interaccionan.

De acuerdo con su estructura y su morfologia, 1os geles de agarosa podemos
formular cuatro presiones iniciales:

a.- su estructura inerte e hidrofilica y la existencia de hidroxilos primarios facilmente
activables permiten controlar muy bien las interactiones enzima - agarosa mediante el
control def grado de activacion de los geles sin la existencia de ninguna interaccién
inespecifica enzima soporte.

b.- la morfologia de fibras muy gruesas los puede hacer especialmente (tiles
cuando queremos forzar el grade de multi-interaccion proteina - soporte.

c.- esta morfologia puede originar problemas especialmente importantes cuando
queramos minimizar las interacciones multipuntuales enzima soporte.

d.- esta morfologia puede originar problemas importantes cuando inmoviticemos

enzimas y proteinas que deben actuar sobre substratos macromoleculares ya que la
proximidad de la superficie del soporte y la zona de reconocimiento proteina-proteina
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puede provocar importantes impedimentos estéricos para que esta interaccién entre dos
proteinas pueda tener lugar.

A partir de este planteamiento podemos establecer la hipotesis inicial en la cual se
basa el presente trabajo de Tesis Doctoral:

El desarrollo de nuevos métodos de activacién de agarosa y de nuevos protocolos
de inmovilizacion de ligandos y proteinas nos podria permitir explotar al maximo todas las
posibilidades de los geles de agarosa como soportes para inmovilizacion de enzimas y
proteinas. Asi preparando geles activados con diferentes grupos funcionales, diferente
grado de activacion y diferentes brazos espaciadores podremos :

a.- aprovechar las ventajas de su estructura hidrofilica e inerte

b.- aprovechar todas las ventajas adicionales de la morfologia de los geles de
agarosa (interacciones multipuntuales enzima-soporte deseadas)

¢.- disminuir o eliminar todos los inconvenientes promovidos por esta morfologia
(impedimentos estéricos e interacciones muitipuntuales indeseadas).

Para evaluar esta hipdtesis hemos dividido este objetivo general en diferentes sub-
objetivos que constituyen los diferentes capitulos de este trabajo:

a.- Puesta a punto de métodos mas controlados de activacion de agarosa con
epiclorhidrina en medio acuoso que nos permitan obiener geles agarosa-epoxido y agarosa
aldehido con grados de activacion muy controlados. De este modo, no se es preciso secar
los geles de agarosa con disolventes anhidros y ademas el proceso de activacion se puede
acoplar faciimente la activacion con el proceso ya desarrollado actualmente a nivel
industrial de entrecruzamiento con de agarosa con epiciorhidrina para mejorar sus
propiedades mecanicas y estructurales (eliminacién de sulfatos y carboxilos superficiales}.
Los soportes agarosa-aldehido con un brazo espaciador muy pequeiio podrian ser muy
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(tiles para la estabilizacion de enzimas por unién covalente multipuntual a través de
residuos amino primario. Los soportes agarosa epoxido podrian ser muy dtiles para
inmovilizar una gran variedad de ligandos conteniendo grupos amino primario o secundario,
grupos hidroxilo y grupos sulfhidrilo.

b.- Optimizacién de enzimas interaccién multipuntual sobre soportes agarosa
altamenie activados. En este capitulo intentamos explotar al maximo las posibilidades que
la morfologia interna de los geles de agarosa nos ofrece para lograr intensas interacciones
multipuntuales enzima soporte. Estudiaremos la inmovilizacidon covalente de enzimas sobre
soportes aldehido-agarosa con objeto de mejorar su estabilidad por inmovilizacion
covalente multipuntual. Tambien estudiaremos la posibilidad de inmovilizar lipasas por
adsorcién no covalente multipuntual sobre soportes agarosa muy hidrofébicos. De ese
modo pretendemos que las lipasas se adsorban a la superficie de los geles de agarosa
como su estos fuesen interfases hidrofobicas hacia las que estas enzimas tienen una alta
afinidad.

c.- Purificacion de proteinas de fusion con poli-histidina por adsorcién selectiva
sobre quelatos metdlicos. En este caso las proteinas de fusidén pueden tener una adsorcién
unipuntual muy fuerte scbre soportes de agarosa activados sobre guelatos metalicos. Sin
embargo las proteinas nativas también pueden interaccionar sobre estos soportes. En este
capitulo prendemos disefiar  activaciones (a partir de geles epodxido-agarosa) vy
cromatografias “a medida” con objeto de reducir al maximo la interaccion de las proteinas
nativas sin modificar 1a adsorcion de las proteinas de fusion. También abordamos el estudio
de proteinas diméricas de fusion donde la presencia de dos dominios puede promover
importantes problemas a la hora de desorber la enzima pura adsorbida sobre guelatos
metalicos.

d.- Purificacién de Inmunoglobulinas por Cromatografia sobre proteina A-agarosa.
En este capitulo abordamos un doble objetivo:

19



Objetivos Generales

i.- la reduccion de impedimentos estéricos promovidos por [a superficie de los geles
de agarosa que reduzcan la capacidad de la proteina A inmovilizada para adsorber un
ligando de peso molecular tan elevado. Para ello utilizamos los geles aldehido agarosa que
ufilizados en diferentes condiciones pueden promover diferentes orientaciones de la
proteina A sobre el soporte. Por otro lado también desarrollamos un nuevo método de
activacion de agarosa con dextranos con objeto de obtener brazos espaciadores muy
largos, inertes e hidrofilicos de modo que los soportes agarosa-dextrano pudiesen ser otra
alternativa para reducir los impedimentos estéricos en estan cromatografias tan complejas
proteina-proteina.

ii.- provocar inmovilizaciones covalentes multipuntuales controiadas de la proteina
A para que al mismo tiempo que se estabilice y conserve su capacidad de adsorcién de
anticuerpo también sufra ciertas distorsiones y de este modo se reduzca la intensidad de la
adsorcion proteina A - inmunoglobulinas. De este modo los anticuerpos purificados se
puedan desorber de |a columna en condiciones experimentales mucho mas suaves (p.e.

pHs menos acidos).
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Activacion de soportes de Agarosa con Epiclorhidrina

INTRODUCCION

1.- ACTIVACION DE SOPORTES PARA INMOVILIZAR LIGANDOS Y PROTEINAS.

Para inmovilizar ligandos o proteinas a soportes, es necesario establecer un paso
previo de activacion de dicho soporte. En este paso, el soporte inerte que contiene grupos
hidroxilo o amino, se hace reaccionar con reactivos quimicos capaces de interaccionar con
proteinas o con ligandos de bajo pese molecular. Dado que las proteinas tienen una gran
variedad de grupos funcionales, se podrian, a priori, disefiar numerosos métodos de
activacion. Pero, desde un punto de vista mas aplicado, el problema 5 mas complejo ya
que sobretodo en la inmovilizacién de proteinas se requieren grupos que sean muy
reactivos en condiciones suaves y que sean muy estables para permitir 1a unién covalente
multipuntual. Por otro lado, es conveniente, que los enlaces sean suficientemente estables
y que la modificacion quimica de la proteina sea minima,

Un soporte ideal para la inmovilizacidon de proteinas por unién covalente
multipuntual, serd aquel que posea grupos reactivos:

s Cercanos al soporte, proporcionando una unién proteina-soporte mas rigida.

« Numerosos: permitiéndose asi la formacién de muchos enlaces.

+ Suficientemente reactivos en condiciones suaves ya que una proteina no
puede exponerse a condiciones muy drasticas.

« Suficientemente estables para permitir tiempos largos de inmovilizacion, asi
coma €| almacenamiento de |os soportes.

» Tras la inmovilizacién deben ser inertes.

Cuando se trata de inmovilizacion de ligandos, los requerimientos serian en
principio los mismos, si bien podrian emplearse también grupos estables pero de
reactividad algo mas baja. Ya que en este caso se podrian forzar las condiciones de
reaccion trabajando en exceso de ligando.
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1.1.- ACTIVACION DE GELES DE AGAROSA: METODOS MUY VARIADOS
A continuacién se comentaran algunos de los métodos de activacion mas
empleados.

1.1.1.- ACTIVACION CON BROMURO DE CIANOGENO (CNBr)

El CNBr reacciona con los grupos hidroxilo de {a superficie del soporte para formar
el imidocarbonato ciclico. Este grupo es capaz de reaccionar con grupos amino primario
para formar isoureas, imidocarbonatos o carbamatos N-sustituidos (Kohn, J. y col. 1981)
(Figura 4).

El acoplamiento proteina-soporte activado con CNBr se debe llevar a cabo
rapidamente, ya que el grupo activo es inestable. Si bien este soporte es comercialmente
disponible y en la actualidad su uso esta muy extendido (Weetal, H.H. y col. 1975; Serrano,
J. y col. 1987) presenta algunos problemas tales como la toxicidad del reactivo (CNBr)
(Kohn, J. y col. 1983) o la posibilidad de adsorciones inespecificas.

1.1.2.- ACTIVACION CON GLUTARALDEHIDO

Este método se basa en el tratamiento de soportes que contienen grupos amino
primarios con glutaraldehido. De manera que el soporte obtenido con grupos aldehido
complejos es capaz de reaccionar con grupos amino primario de proteinas (Capituio 11).

1.1.3.- ACTIVACION CON HIDRAZINAS

Estos soportes son especialmente empleados en procesos de inmovilizacién
dirigida de anticuerpos para purificacion o deteccién de determinados antigenos (Domen,
P.L. y col. 1990; Prisyazhnoy, V.S. y col. 1988; Hoffman, W.L. y col. 1988). En este caso, el
soporte interacciona con hidroxilos vecinales de azucares de determinados ligandos,
previamente oxidados con periodato (Orthner, C.L. y col. 1891) (Figura 4).
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ACTIVACION CON CNBr

] c==N—R
+ OB =M +HN—R

amidocarbonato
(inestable)

ACTIVACION CON HIDRAZINA | —C—M—R

|
0

CHN—NH, —— I—m + Hv—R —> Lcow—R

FIGURA 4: Métodos de activacion de soportes

1.1.4.- ACTIVACION CON N-HIDROXISUCCINIMIDA (NHS) Y CARBONILDIMIDAZOL
(CDI).

Ambos son métodos en los que la unién tiene lugar a través de grupos amino
primario. NHS es empleado para activar soportes que contienen grupos carboxil, mientras
que CDI es usado para activar soportes con grupos hidroxilo (Figura 5).
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ACTIVACION CON N-HIDROXISUCCINIMIDA

0
COOH + HO—N R COOH—N; 7+ HN—R — e CONH — R

(o)

ACTIVACION CON CARBONILDIIMIDAZOL

ey SRy
N“ "N—g— N
+ g N ’“ — 1 0OC—N + HN —R ——p» O0C —NH— R

FIGURA 5: Métodos de activacibn de soportes

1.1.5.- ACTIVACION CON DIVINILSULFONA {DVS)

DVS es un reactivo bifuncional empleado como reactive entrecruzante. El
tratamiento de un soporte con grupos hidroxilo con DVS da lugar a un vinilsulfonil etil éter,
que reacciona con ligandos que contienen grupos amino, hidroxil ¢ sulfhidril (Lihme, A. y
col. 1986).

1.1.6.- ACTIVACION CON CLORURO DE TRESILO
La activacion con Cioruro de p-toluensulfonilo (Nilsson, K. y col. 1981; Nilsson, K. y
col. 1980) en la actualidad esta siendo sustituida por la activacion con Cloruro de Tresilo.
Los soportes activados con Cloruro de Tresilo, son capaces de reaccionar con

ligandos con grupos aming y suffhidrilo. Sin embargo, estos grupos son bastante inestables.
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Estos métodos de activacién, en general, proporcionan uniones proteina-soporte

rapidas pero inestables, siendo utiles a escala de laboratorio (unién en condiciones suaves).

Pero, pueden presentar algunos problemas al ser utilizados en procesos industriales:

« En general, se trata de grupos reactivos muy inestables, esta hace que:
1. Las interacciones multipuntuales estén desfavorecidas.
2. Pueda presentar problemnas la preparacion de derivados muy cargados.
s Ademas algunos de ellos necesitan modificaciones de la proteina soluble que
pueden dar lugar a la inactivacion de dicha proteina.

1.1.7.- ACTIVACION CON GLICIDOL

Por activacion con glicidol podemos obtener soportes con grupos gliceril que por

oxidacion con periodato dan fugar a grupos glioxil.

1.

Es posible obtener soportes con numerosos grupes glioxil, que a pH 10,0
reaccionarian con los aminos de Lys desprotonados, dando lugar a bases de
Schiff.

. Estos enlaces, son de baja energia, con lo que si la formacién de un enlace

soporte(glioxil)-proteina(Lys) implica una gran distorsion, no se formara éste
enlace. Por este motivo, la distorsion de la proteina provocada por la
inmovilizacion es minima.

La distancia proteina-soporte es muy corta.

Son grupos estables, que permiten tiempos largos de inmovilizacion; pudiendo
inmovilizar gran cantidad de proteina por volumen de soporte; asi como realizar
inmovilizaciones multipuntuales enzima-soporte. La concentracién de grupos
glioxil de un soporte activado almacenado durante un afic a 4°C, permanece
constante.

La modificacion quimica de la superficie de la enzima es minima: grupos amino
primario gue se transforman en secundarios.
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Por los motivos anteriormente expuestos, los grupos glioxil parecen muy
adecuados para la inmovilizacion de proteinas. Esto unido a ia buena congruencia
geométrica enzima-soporte, en el caso de emplear soportes glioxil-agarosa, haria de estos
unos soportes adecuados para la inmovilizacién de proteinas por unidén covalente
multipuntual.

1.1.8.- ACTIVACION CON EPIHALOHIDRINAS

Los grupos epoxido generados en esta activacion son capaces de reaccionar con
aminas, alcoholes y tioles. Pero como se demostrara en el desarrollo de esta tesis, la
reactividad de los epdxidos es mas baja, necesitando tiempos largos de reaccion, grandes
excesos de la molécula a unir y condiciones drasticas de unién. Esto podria ser una
desventaja a la hora de inmovilizar proteinas a soportes epoxido ya que unas condiciones
drasticas en la unién afectarian a la proteina y tampoco seria ventajoso trabajar con
excesos de proteina. Sin embargo se podria pensar que los epéxidos son adecuados para
procesos de inmovilizacion de ligandos, ya que como se ha mencionado, son capaces de
reaccionar con distintos grupos y si bien necesitan condiciones drasticas (tiempos largos,
excesos de la molécula a unir) esto no presentaria problemas.

2.- ENTRECRUZAMIENTO DE GELES DE AGAROSA CON EPICLORHIDRINA

El entrecruzamiento es un procedimiento por el cual, mediante la reaccidn quimica
covalente de las fibras de agarosa con un reactivo bifuncional (a alta temperatura, baja
concentracion de epicltorhidrina, etc.), se logra obtener soportes con mayor rigidez y
resistencia quimica frente a agentes tales como la ure, guanidina etc., permitiendo asi un
usc mas extendido de l0s soportes. El reactivo bifuncional empleado es la epiclorhidrina, fa
cual posee un atomo de cloro y un grupo epoxido, de manera que la interaccion de ambos
grupos con fibras distintas de la agarosa proporciona un soporie de mayor resistencia
mecanica. En la etapa de entrecruzamiento del soporte se generan grupos gliceril (en la
agarosa 6BCL son unos 15 umoles/mi gel) resultado de la reaccion de la epiciorhidrina por
uno solto de sus grupos reactivos.
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3.- UTILIZACION DE EPICLORHIDRINA COMO AGENTE ACTIVANTE

En la activacion de soportes de agarosa con epiclorhidrina, se da una primera
interaccion par el atomo de cloro de la epiclorhidrina, dando lugar a soporte agarosa-
epbxido. Sin embargo, al estar en un medio bésico, se produce, la apertura del epdxido,
obteniéndose asi grupos gliceril. Es decir, la activacion de la agarosa con epiclorhidrina,
puede dar lugar a grupos epoxidos (adecuados para inmovilizar ligandos) y gliceril, que tras
oxidacién con periodato darén grupos glioxil (para fa inmovilizacion de enzimas por unién
covalente multipuntual). Ambos grupos son estables y reactivos en un amplio rango de
condiciones, por lo que serian muy utifes para tecnologia de enzimas y proteinas ya que
grupos muy inestables (muy utilizados a escala de laboratorio) son mas dificiles de aplicar
industriaimente. En cuanto al proceso de activacién con epiclorhidrina, es posible realizar
una activacion sencilla en medio acuoso por lo que resulta un método adecuado para geles
de agarosa. El reactivo empleado es el mismo y las condiciones requeridas son similares al
proceso de entrecruzamiento (medios acuosos, muy alcalinos, con borohidruro para evitar
oxidaciones inespecificas del soporte} por lo que la activacion se podria acoplar al proceso
de entrecruzamiento. Asi, empleando el mismo reactivo (epiclorhidrina) y por eleccion de
las condiciones mas adecuadas del medio, quizas seria posible obtener de forma sencilla y
barata geles de agarosa entrecruzados y con grupos activos muy estables (atiles para
tecnologia enzimatica).
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OBJETIVOS

Como se ha visto en la introduccion, la activacion de soportes de agarosa con
epiclorhidrina da lugar a la formacion de grupos gliceril y grupos epoxidos.

En este capitulo se estudiardan los distintos parametros que influyen en la
reaccién de activacion de geles de agarosa con epiclorhidrina para;

« La formacion de grupos gliceril: para elfo, se debera trabajar en condiciones en las

que el entrecruzamiento sea minimo con el fin de lograr el maximo recubrimiento
unipuntual.

 La formacion de grupos epdxidos: se intentara detener la activacion en la reaccion

de la epiclorhidrina (por el 4tomo de cloro). Para evitar la descomposicion de ta
epiclorhidrina y de los epbxidos las condiciones han de ser suaves, pero a la vez,
suficientemente enérgicas para lograr altas activaciones.

e La formacion de soportes con activaciones (gliceril-epéxido) intermedias: el

propdsito serd obtener soportes en fos que el grado de activacion sea menor.
Estos soportes podrian ser utiles en protocolos de adsorciones selectivas.

Una vez optimizada la activacion de soportes de agarosa para la preparacion del
maximo nidmera de grupes epdxido, se estudiard la validez de estos grupos en procesos de
inmovilizacion de ligandos (aming, alcohol, etc.). Ademas de los epdxidos, en la activacion
con epiclorhidrina se generan grupos gliceril que previa oxidacion dan lugar a grupos glioxil.
La validez de los soportes glioxil-agarosa en procesos de inmovilizacion de proteinas se
tratara en el capitulo siguiente.
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PARTE EXPERIMENTAL

1.- REACCION DE ACTIVACION DE SOPORTES DE AGAROSA CON EPICLORHIDRINA

Se han preparado soportes con distinto grado de activacion, estudiandose Ia
influencia de las variables de la reaccién en la formacion de grupos gliceril y de epéxidos.
Para evitar la complicacion de la descripcion de los métodos se tratara el proceso general
de activacién con Epiclorhidrina, quedando en cada caso explicita en la exposicién de los
resultados, la variacién de los parametros.

+ Se preparan 30 ml de una disolucién bésica, disolviendo el hidroxide sodico necesario
para la concentracion final requerida. A esta disolucion previamente enfriada a 4°C se le
adicionan 340 mg de borohidruro sédico.

e Por ofra parte, a 10 ml de agarosa 6BCL previamente lavada con agua destilada, se le
adicionan 27 ml de agua destilada.

= Se prepara una mezcla con 5,7 ml de Epiclorhidrina y 11,4 ml de agua destilada,
enfriandola a 4°C.

Finalmente, afiadimos la disolucién alcalina a la agarosa y con agitacién de palas,
se adiciona lentamente la mezcla agua-epiclorhidrina. Una vez ha transcurrido el tiempo de
reaccién se lava el gel con abundante agua destilada.

Variando las condiciones de reaccion (tiempo, temperatura, disolventes,
concentracion de hidroxido soédico etc) obtenemos soportes con distinto grado de
activacién. En algunos casos la mezcla epiclorhidrina + agua se sustituia por epiclorhidrina
+ disolvente (con la misma relacién de volimenes).

2.- VALORACION DE LOS GRUPOS GLICERIL PROCEDENTES DE LA ACTIVACION
2.1.- HIDROLISIS DE LA AGAROSA ACTIVADA CON EPICLORHIDRINA

En primer lugar, se lleva a cabo una hidrdlisis 4cida del soporte obtenido por
activacion con Epiclorhidrina.

30



Activacion de soportes de Agarosa con Epiclorhidrina

Preparamos una disolucion acida de acido sulfdrico 0,5N. Resuspendemos 1 ml de
agarosa activado 6BCL en 10 mi de dicha disolucion y mantenemos la suspension agitando
(agitador de hélices) a 25°C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo lavamos con
abundante agua destilada. E! soporte activado e hidrolizado posee: los grupos gliceri

procedentes del entrecruzamiento y los introducidos en el proceso de activacion.

2.2.- VALORACION DE LOS GRUPOS GLICERIL POR MEDIDA DEL CONSUMO DE
PERIODATO

La cuantificacidn se realizé oxidando e! soporte activado e hidrolizado con un
exceso de NalQ,, valorando con yoduro, el periodato no consumido por el gel (Guisan, J.M.
1988) obtenemos el periodato necesario para la oxidacion de los grupos glicerl a grupos
glioxil. La valoracion se realiza por el color generado por la reaccién del yoduro (presente
en la cubeta) y el periodato no consumido por el gel gliceril en la oxidacién (muestra
tomada del sobrenadante de la oxidacién). Para la valoracién, se prepara un blanco
operando de la misma forma que en el protocoio del gel gliceril, pero en este caso se ha
sustituido el gel gliceril por un volumen equivalente de agua. Este blanco contiene la
cantidad total de periodato afadido.

Se prepara una mezcla adicionando 10 ml de yoduro potasico (19% p/v) a 10 mi de
bicarbonato sddico saturado.

Para la calibracion del espectro: se toman dos cubetas con 2 ml de esta mezclay a
una de las cuales se le adicionan 100 pl del blanco preparado anteriormente, ajustando el
espectro a un valor de absorbancia de uno, previa agitacién para homogeneizar la solucién.
La otra cubeta con la mezcla se ajusta a un valor de absorbancia de cero, quedando
calibrado el espectro en el rango de absorbancias 0-1.

Para la realizacion de tas medidas: se afiaden 2 ml de esta mezcla a cada una de
las cubetas en las que se va a cuantificar el consumo de periodato, adicionando a cada una
de ellas 100 pl del sobrenadante procedente de la oxidacion del soporte (midiendo asi el
periodato no consumido por el gel en la oxidacién). Sabiendo que la reaccién de oxidacion

es estequiométrica obtenemos los pmoles de grupos gliceril/ml gel. Una fraccion de estos
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grupos procede del entrecruzamiento de la agarosa con Epiclorhidrina realizado en
Hispanagar S.A. durante su preparacion (en la agarosa 6 BCL son unos 15 los pmoles
grupos glicerit/ml de gel procedentes del entrecruzamiento). Los grupos reactivos
introducidos en el proceso de activacidn los obtenemos por diferencia entre el consumo de
periodato de la agarosa 6 BCL - Activada y los 15 pmoles de NalO, / mi de gel que
consume la agarosa 6 BCL (esquema 1),

OH OH

0— CH,— CH—CH, ( 15 p moles / ml gel Entrecruzamiento }
OH OH

0 — CH,— CH—CH,
0 >> Grupos introducidos en la activacion

o— CHz—A

Ags 6BCL - Activada

1) Hidrdlisis
H,S0, o
V4
OH OH — CHz_c
0 — CH,— CH— CH, H
(o}
OH OH
| | 2) Oxidacion V4
0— CHZ........ Ch— CHZ,ﬁ —_— CHZ-—-C\
OH IOH NalO, g
O — CH,— CH—CH, '/
—CH,— c
H

ESQUEMA 1: Valoracion de los grupos Gliceri introducidos en la activacién
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3.2.- VALORACION DE LOS GRUPOS EPOXIDO PROCEDENTES DE LA ACTIVACION
COAN EPICLORHIDRINA

La hidrélisis de la agarosa 6BCL-activada (apartado 2.1} provoca la apertura de los
epoxidos introducidos en el proceso de activacién. La medida del consumo de pericdato por
el soporte de agarosa 8BCL-activado-hidrolizade nos da los umoles de grupos gliceril/mi
gel. Estos grupos gliceril proceden (Esquema 2):
« Grupos gliceril introducigos en la activacién de agarosa 8BCL con epiclorhidrina.
» Grupos gliceril generados por la apertura de epoxidos introducidos en la activacion.
e Grupos gliceril que posee la agarosa entrecruzada (6BCL) que empleamos en la

activacién.

La cuantificacion de los grupos epoxido introducidos en la activacion, vendra dada
por la diferencia entre los pmoles de agente oxidante consumidos por la agaresa 6BCL-
activada-hidrolizada y los consumidos por la agarosa 6BCL-ctivada (apartado 3.1.).

4.- ESTABILIDAD DE LOS EPOXIDOS EN DISTINTAS CONDICIONES DE pH Y
TEMPERATURA

Se afiaden 33 mi de tampén fosfato 10 mM (pH 11,0-13,0) a 10 ml de soporte
agarosa-epéxido se agita suavemente durante toda la reaccién, manteniendo Ia
temperatura (4 6 25°C) constante a lo largo del proceso. Se van sacando alicuotas de
suspension a distintos tiempos, se filtran y se lavan con agua destilada cuantificando los
umoles de grupos epodxidos/ml gel a distintos tiempos, por el método descrito en el
apartado 3.
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OH ?H
O = CH,— CH— CH,
oH OH

0 — CH,~ CH~—CH,
a

o0 — cH,—£ N\
1) Oxidacién _— . 1) hidrélisis
NalO, exceso (H;S0,)
-~ \
o
’ ?H li.iH
g_...cHZ——c\H Q ~== CH,~ CH——CH,
0 .
cH f O =— CH,~— CH—— CH,
0 — T
NH i:u f"
[} 0 = CH,"= CH—— CH,
o — on,—LN
2) Oxidacién
Consumo de NalO, NalO, exceso
e -—c
‘ TN
p moles grupos gliceril { entrecruzamiento) éo
@ v CH,—=C
+ Ny
L moles grupos gliceril (activacion ) 4’0
O—c"z_c\n
p motes grupos glicerit { entrecruzamlento )
.'.
n moles grupos gliceril { activacién)
ESQUEMA 2 +

p moles epdxidos
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5.- REACTIVIDAD DE LOS EPOXIDOS

Se parte de soportes de agarosa obtenidos por activacion de Epiclorhidrina en las
condiciones de méxima obtencion de epdxidos (condiciones optimizadas en el apartado 2
de la exposicion de los resultados).

5.1.- REACTIVIDAD CON AMINAS
5.1.1.- AMINAS PRIMARIAS (Etilendiamina)

Se procede del siguiente modo: Se resuspenden 50 m! del soporie de agarosa-
epdxido {de 35 umoles de Epdxidos / mt gel) en 250 ml de una solucion de Etilendiamina
2,0 M de pH 10,0, manteniendo esta mezcla con agitacion suave a temperatura ambiente
durante 2 horas. A continuacién, se lava, en primer lugar con tampon borato 0,1M , pH 9,0;
seguidamente con tampoén acetato 0,1M pH 4.0 y finaimente con abundante agua destilada.

* Valoracién con picrilsutfénico: Se preparan 4 ml de una disolucién de picrilsulfonato

sodico 0,2 M en tampon borato 0,1 M a pH 9,0. A esta disolucion se afiaden 2 mi de soporte
agarosa-epbxido (5-20 umoles de epoxido/ml gel) que previamente ha reaccionado con
Etilendiamina, dejando fa suspension con agitacion suave durante 1 hora a 25°C. Pasado
este tiempo, el soporte coloreado se lava con agua destilada y tampén borato 0,1 M a pH
9,0. Se resuspende finalmente en este tampdn para empaquetar el gel en cubetas de 1
mm. de paso de luz y medir la absorbancia a 428 nm.

Se empled agarosa-amino (5-20 umoles de amino/mi gel} {preparada seguin el
apartado 11.2) empleando como patrdon los soportes coloreados obtenidos por reaccién con

picrilsulfénico.

5.1.2.- AMINAS SECUNDARIAS {Acido Iminodiacético {(IDA))

Se preparan 12,5 ml de una solucion 2,0 M de |a sal sédica del IDA, se afiaden 37,5
mi de tampdn bicarbonato 0,1 M (pH 9-11,0). Se comprueba el pH y se afiaden 50 mi de
soporte agarosa-epdxido. La suspension se mantiene a temperatura constante (4-25°C) con
agitacién suave y una vez transcurrido el tiempo de reaccion (2-12 horas) se lava con
abundante agua destilada.
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Los soportes agarosa-iDA obtenidos se en una disolucién al 2% de sulfato de cobre
pentahidratado, lavandose el gel posteriormente con agua. Los sopories - quefato de cobre
obtenidos tras este paso, se resuspendian en agua para ser empaquetados en cubetas de 1
mm. de paso optico.

La cuantificacidon del color de los geles coloreados se realizaba en un

espectrofotdometro Simadzu UV-V 160, midiendo la Absorbancia 7:5 »m (utilizando como
blanco el mismo soporte pero sin la reaccion con 1a sal de cobre).
* Valoracion de geles IDA con pH - stato: Se llevé a cabo en un pHstato modelo TT80
Radiometer, usando como solucion valorante NaOH 60 mM. Los experimentos se
realizaron en presencia de KC| 4,0 M (para evitar la formacion de gradientes de pH en el
interior del poro), valorando el consumo de NaOH necesario para la valoracion dei grupo
acido dei soporte IDA de pK mas alto (pK 9,89). Se llevé un bianco (sustituyendo el
volumen de gel por agua destilada), preparado a la misma concentracion salina.

5.2.- REACTIVIDAD DEL SOPORTE AGAROSA EPOXIDO CON ALCOHOLES

5.2.1.- REACCION DEL SOPORTE AGAROSA-EPOXIDO CON BUTANOL

Los experimentos se realizaron a dos concentraciones de hidroxido sodico distintas

(0,1N y 1,0N), el protocolo seguido fue el mismo en ambos ¢casos:

e En primer lugar, se prepara un blanco (sin butanol). en 80 m! de agua se disuelve el
NaOH necesario para obtener la concentracion requerida (0,1 N 6 1,0 N). Una vez
disuelta, se enfria a 4°C y se le afiaden 0,6 g de borohidruro sédico.

Se preparan 11 m! de una suspension, afiadiendo 10 ml de agua destilada a 1 m! de
soporte agarosa-epdxido, adicionando a esta suspension la solucién alcalina preparada
anteriormente. Se mantiene a 25°C con agitacion suave, sacando alicuotas a distintos
tiempos. Y por el procedimiento descrito anteriormente, se valoran los grupos gliceril
presentes en el gel, de manera que, un aumento de estos grupos con el tiempo nos

proporciona la medida de los epéxidos descompuestos en las condiciones dadas (NaOH:
0,1 N061,0N).
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« Reacciéon Epéxido-butanol: El método es el mismo que el expuesto para el blanco,
pero en este caso una vez aifladida la mezcla a la suspensién que contiene el gel, se
adicionan 27.8 ml de Butanol. Y siguiendo el protocolo descrito anteriormente (apartado
3), se valora la desaparicion de epbxidos con el tiempo (reaccionados +
descompuestos).

5.2.2.- REACCION DEL SOPORTE AGAROSA-EPOXIDO CON FENOL

Se disuelven 0,21 g de NaOH en 80 ml de agua destilada, se enfria la mezcia a 4°C
y se adicionan en primer lugar 2,54 g de fenol y una vez disuelto, se afladen 0,6 g de
NaBH,.

10 mi de agarosa-epéxido se resuspenden en un volumen igual de agua, y se le
adiciona la mezcla que contiene el fenol, ajustando el pH a 11,0. La mezcla se mantiene a
25°C con agitacién suave sacando alicuotas a distintos La cuantificacion de los grupos
epoxido introducidos en la activacion, vendra dada por la diferencia entre los umoles de
agente oxidante consumidos por la agarosa 6BClL-activada-hidrolizada y los consumidos
por la agarosa 6BCL-ctivada (apartado 3.1.).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- ACTIVACION CON EPICLORHIDRINA PARA OBTENER SOPORTES GLICERIL-
AGAROSA

A continuacién se exponen diversos factores que podrian afectar al grado de
activacion de los soportes.

1.1- INFLUENCIA DE LA ALCALINIDAD DEL MEDIO:

En el proceso de activacion es necesario trabajar en medio basico para que los
hidroxilos primarios de la agarosa se encuentren ionizados y puedan reaccionar con la
epiclorhidrina.

Para estudiar la influencia de la concentracion de hidroxido sodico se fijaron las
siguientes condiciones en el protocolo de activacion: 25°C y tiempos cortos de reaccion (4
horas).

En la figura 6 se representan los pmoles de grupos gliceril/mi gel procedentes de la
activacion a distintas concentraciones de hidroxido sédico (0,1 N, 04 N, 1,0 Ny 2,0 N). Se
observa que a medida que aumentamos la alcalinidad del medio, se produce un incremento
de los grupos gliceril generados. Este incremento es mas notable a concentraciones
refativamente bajas, no observandose diferencias significativas entre 1,0 Ny 2.0 N.

Par este motive, para el estudio de las demas variables se escogié una
concentracion de hidréxido sodico de 1,0 N.
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FIGURA 6: Efecto de la concentracion de NaOH en los ymoles de grupos
gliceril/ml gel introducidos en la Activacidn. Condiciones: 25°C, 4h.

1.2.-EFECTO DE LA TEMPERATURA:

Se siguio el curso de la reaccion de activacion (empleando NaOH 1,0 N) a dos
temperaturas distintas (4 y 25°C), wvalorando los grupes glicerl introducidos a distintos
tiempos de reaccion.

En la figura 7 se observa gue la lemperatura influye en la activacion, estando
favorecida la formacion de grnupos glicenl a 25°C.
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FIGURA 7: Influencia de la temperatura en la cantidad de pmoles de grupos gliceril/mi
gel introducidos en [a activacion. Condiciones: [NaOH]J 1,0N.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el proceso de entrecruzamiento de la
agarosa, realizado en la industria, tiene lugar a altas temperaturas. Por lo que, cuanio
mayor es la temperatura en 1a etapa de activacion, e! grado de entrecruzamiento aumenta
(hay mas posibilidad de que la epiclorhidrina reaccione por sus dos grupos funcionales).
Con el fin de obtener el maximo recubrimiento unipuntuai de la agarecsa con epiciorhidrina
(activacion maxima y entrecruzamiento minimo) para pasteriores experimentos se fijo una
temperatura de 25°C.

1.3.- EFECTO DE LA CANTIDAD DE REACTIVO ACTIVANTE (EPICLORHIDRINA)
ANADIDO

Industriaimente, para conseguir entrecruzar soportes de agarosa se trabaja a bajas
concentraciones de reaclive, para favorecer la reaccién de la epiclorhidrina por sus dos
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grupos reactivos (epoxido, cloro) frente a Ja reaccion unipuntual por el atomo de cloro. Pero

en Ja etapa de activacion, lo que pretendemos es que la agarosa, ya entrecruzada,

reaccione con la Epiclorhidrina por uno solo de sus grupos, generando € méaximo ndmero

de grupos gliceril en el soporte. En este caso una mayor adicion de epiclorhidrina

favoreceria el grado de activacién. Por este motivo, se estudio la influencia de la cantidad

afiadida de epiclorhidrina (5, 10 y 15% del volumen total) en presencia y ausencia de

disolvente (acetona). El estudio se ha realizado en las condiciones fijadas anteriormente

(25°C, 4 horas, [NaOH] 1,0N) comparando los datos obtenidos en presencia y ausencia de

acetona (figura 8).

A tiempos cortos de reaccion (4h), se observa que:

Cuando no utilizamos disoivente, se observa la interfase Epiclorhidrinaffase acuosa
incluso al afadir Epiclorhidrina 5% (v/v}). En esie caso, un aumento de la cantidad de
epiclorhidrina afadida no se traduce en una mejora notable en la formacion de grupos
gliceril ya que la concentracion efectiva de epiclorhidrina no varia significativamente.

Sin embargo cuando [a epiclorhidrina la afiadimos disuelta en acetona, un aumento de la
cantidad de epiciorhidrina afiadida si se traduce en un incremento significativo en la
formacian de grupos gliceril introducidos en la activacion. En este caso, al adicionar mas
epiclorhidrina se incrementa la concentracion efectiva de dicho reactivo activante. Esto
da lugar a activaciones mas rapidas {mayor namero de grupos gliceril a tiempos cortos).

A tiempos de reaccidn mas largos (24h}): las diferencias entre el empleo o no de

disolvente (Epiclorhidrina 15% del volumen total) no eran significativas.

La epicforhidrina forma un sistema bifasico y se va solubilizando a medida que se va
consumiendo. Cuando fa epiclorhidrina se afiade disuelta en acetona, la concentracién
efectiva es mayor que si se aflade en agua (menor solubilidad), esto da lugar a un
aumento de la velocidad de reaccion proporcional a la concentracion efectiva de
epiclorhidrina. Sin embargo, si empleamos tiempos largos de reaccion, la cantidad de
grupos gliceril introducidos es similar en ausencia y presencia de acetona. Por este
motivo, para simplificar, en experimentos posteriores la adicion de epiclorhidrina se
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realizaba en agua. Y dado que los mejores rendimientos en la formacion de grupos
aliceril se& obtuvieron a concentraciones altas de Emclorhidrina, por este molivo se fijo
una concenlracion de epiclorhidring del 15% (v/v), realizando la adicion de esle reactivo
en ausencia de acetona.

3507 i -
& E 7
E 30 [15% Epi 7 =860
i 110% Epi E
E 25 [118% Epi = 50/

e al
2 20 S 40
» Py Vil >
2 151 a2 304
2 g
= 404 o 20
3 s
% 5 s 10;
"o : 7 g okl r
AGLA ACETONA AGUA ACETONA
Tiempo: 4h Tlempo: 24 h. Eplclorhidrina 15%
FIGURA & Efecto de |a concentracion de reactivo activante en los umoles de grupos
glicerilfml gel intreducidos en la activacidn. condiciones: [NaOH] 1,0M; 25°C; 4h.

1.4.- EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION:

Partiendo de las condiciones fijadas en los tres puntos anteriores (NaQH 1,0 N,
25°C y 15% {v/v) de Epiclorhidring) se estudio e| efecio del tiempo en la reaccion de
activacion. Para ello, como en los casos antenores, se valoraron (previa hidrolisis acida)
los grupos glicernil presenies en el soporte. En la figura 9, se observa que el grado de
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activacion aumenta con el tiempo, obteniendo a las 16 horas y en las condiciones fijadas,
soportes con 69 pmoles de grupos gliceril/mi gel (frente a los 70-75 que se lograban por

activacion con glicidol).
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FIGURA 9: Influencia del tiempo en los ymoles de grupos gliceril/mi gel
generados en la activacion.
Condiciones: [NaOH] 1,0N; Epiclorhidrina 15% {viv); 25°C

A la vista de todos los resultados obtenidos al estudiar la influencia de los diversos
factores (disolvente, temperatura etc.), para la preparacion de soportes gliceril-agarosa se
eligieron las siguientes condiciones:

*[NaOH]: 1,0 N
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* Epiclorhidrina 15 % (viv)
* Temperatura 25°C
* Tiempo 16h.

La optimizacion de las condiciones adecuadas para la activacion de soportes de
agarosa con epiclorhidrina nos podria permitir, como plantedbamos en la introduccion,
acoplar la etapa de activacién al entrecruzamiento. De esta forma, podrian tener lugar
ambos en un mismo proceso, con rendimientos comparables a los obtenidos por otros
métodos.

« En primer lugar, a alta temperatura, baja concentracién de epiclorhidrina,
medio poco basico y en presencia de borohidruro, tendria lugar el
entrecruzamiento de los geles de agarosa.

s Y seguidamente bajando la temperatura (25°C), adicionando epiclorhidrina
(15%) y alcalinizando la reaccién (NaOH 1,0 N} tendria lugar el proceso de
activacién.

2.- SOPORTES AGAROSA - EPOXIDO

De los 69 pmoles de grupos reactivos/ml gel, la mayoria se obtenian directamente
como grupos gliceril (67 pmoles/ml gel) pero existia un pequefio porcentaje de grupos
epoxido {2 pmoles/m! gel). Estos resultados nos llevaron a establecer como segundo

objetivo la obtencién de Agarosa -epdxido por activacion con Epiclorhidrina. Para lo cual se
estudié la influencia de diversos pardmetros en la cantidad de epéxidos del soporte.

2.1.- INFLUENCIA DE LA ALCALINIDAD DEL MEDIO

Un medio basico favorece la reaccion de activacion con epiclorhidrina, pero el
porcentaje de epoxidos presenies en el soporte puede verse afectado debido a la posible
hidrélisis de los epoxidos en medio alcalino. El efecto de la conceniracion de hidréxido
sodico se estudié realizando la activacion a temperatura ambiente y [Epiclorhidrina] a! 15%
{v/v). Los resultados obtenidos (figura 10) muestran que:
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+ Cuando trabajamos en medios bastante basicos (1.0 , 2,0 N) a las cuatro horas se
alcanza un maximo en la cantidad de epéxidos presentes en el soporte, disminuyendo

esta posteriormente (mas rapidamente cuanto mayor es la basicidad). Esta disminucién
se debe a la apertura de los epéxidos, provocada por {a basicidad del medio.

« Sila activacion se hace con NaOH 0.4 N la generacién de epodxidos es mas lenta, pero
los epéxidos formados son estables en este medio.
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FIGURA 10: Efecto de la concentracién de NaOH en los mmoles de Epdxidos/mi gel
generados en la activacién. Condiciones: 25°C, Epiclorhidrina 15%

E! objetivo es fa méxima generacion de epoxidos por lo que para el estudio de la
influencia de los demas parametros se empled NaOH 0,4 N (condiciones en las cuales los
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epbxidos son estables). Y la cantidad de epdxidos formados es similar al maximo obtenido
a concentracion alta de hidroxide sédico,

2.2-EFECTO DE LA PRESENCIA DE DISOLVENTE

Las condiciones fijadas para esle experimento fueron: [NaOH] 04N, 4h,
Epiclorhidring 15% (v/v), 25°C y en el se compararon los resullados obtenidos en presencia
y ausencia de disolvenle {acelona). Ya habiamos visto anteriormente que la velocidad de
activacion aumentaba al anadir la epiclorhidrina en acelona

En la figura 11 se observa que lanto la cantidad de epdxidos formados como el
porcentaje de eslos frente 8 los grupos lotales introducidos es mayor cuando la adicion de
la epiclorhidrina se realiza en presencia de acetona

AGUA ACETONA

15

0 Grupos gliceril
0 Epoxidos

FIGURA 11: Influencia del disolvente en la cantidad de Epéxidos introducidos en el gel
Condiciones: [NaOH] 0.4N; 4h., Eplclorhidriina 15% {wiv); 25°C
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l.a solubilidad de la epiclorhidrina aumenta, cuando la adicién se hace en presencia
de acetona, facilitindose la formacion de epoxidos.

2.3.- INFLUENCIA DE LA REALIZACION DE ADICIONES SUCESIVAS DE
EPICLORHIDRINA

La influencia de la concentracion efectiva de reactivo activante esta muy ligada a la
presencia de disolventes que mejoren su solubilidad ya que en ausencia de disolvente,
incluso afiadiendo Epiclorhidrina al 5% se ve claramente la interfase. La activacidn tiene
lugar en medio basico, por lo que, podria darse la descomposicion de la Epiclorhidrina,
pudiendo afectar a la formacion de epéxidos. Por este motivo, se establecio un protocolo de
dos adiciones de Epiclorhidrina (10% del Vix») realizadas cada 2 horas.

En la figura 12 se representa la influencia de esta adicién en presencia y ausencia
de acetona.

En esta grafica se observa: un incremento notable de los umoles de epdxidos
introducidos en la agarosa cuando en el protocolo de activacién se realizan adiciones
sucesivas de epiclorhidrina en presencia de acetona. Mientras que cuando la reaccion tiene
lugar en ausencia de disolvente las adiciones sucesivas (de epiclorhidrina) no producian un
incremento tan significativo.
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FIGURA 12: Infiuencia de la realizacion de un plan de adiciones sucesivas
de Epiclorhidrina 10% cada 2 h. en ausencia y presencia de
disolvente. Condiciones:25°C, Epiclorhidrina 15%, [NaOH] 0,4N.

2.4.- EFECTO DE LA TEMPERATURA

Las condiciones empleadas para este estudio fueron las optimizadas en los
apartados anteriores (NaOH 0,4 N y acetona) comparando los epdxidos generados a las 4
horas de reaccion a 25 y 4°C. Los resultados obtenidos se observan en la figura 13, en la
cual podemos ver que en la activacion a baja temperatura la cantidad y el porcentaje
(respecto a los grupos tolales) de epoxidos generados es mayor.
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Temperatura:25°C Temperatura: 4°C
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FIGURA 13: Efecto de la temperatura en |a cantidad de Epoxidos generados en el
soporte en el proceso de activacidn, Condiciones: [NaOH] 0,4, 4h, acetona.

La temperatura favorece |a reaccion de aclivacion con epiclorhidring (apartada 1.2)
pero esta mejora no cormesponde al aumanto de spdxidos sing al de grupos glicerl
introducidos. Esto es debido a gue los epdxidos son menos estables a altas temperaturas.

Teniendo en cuenta todos lus parametros estudiadas, en las condiciones optimas se
abtuvieron soportes con 36 wmoles de epoxidos / ml gel y 20 umoles de grupos gliceril
{ mi gel cuando la activacidn tenia lugarn

*WNalH 0.4 N

* Acetona

* Epiclorhidrina 15 % (afiadida inicialmente). Y dos adiciones de 10% cada dos horas.
* 16 haras
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* 40C

3.- ESTABILIDAD DE LOS GRUPOS EPOXIDOS

Una vez preparados los soportes agarosa-epOxido con 35 umoles/ml de gel se
estudiaron los efectos del pH y temperatura en la estabilidad de estos grupos. En la figura
14 se representa la evolucion con el tiempo de los pmoles de epdxidos/ml gel en diferentes
condiciones de incubacién. A pH 11,0 y 12,0 no se observa desaparicion de los epoxidos
con el tiempo pero cuando la incubacion tiene lugar por encima de estos valores de pH,
solo a pH 12,5 y 4°C se conserva el niimero de epdxidos con el tiempo. En condiciones
mas drasticas, se observa que los epoOxidos son inestables (van disminuyendo con el
tiempo), tanto mas cuanto mayor es ia temperatura y mas alcalino es el medio.

Los grupos epoxidos son muy estables en unas condiciones en las que la
reactividad de numerosos ligandos es elevada.

4.- REACTIVIDAD DE LOS EPOXIDOS CON LIGANDOS

Una vez estudiada la estabilidad de los soportes agarosa-epoxido, estamos en
condiciones de abordar la reactividad de estos soportes con diversos ligandos.
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FIGURA 14: Estudio de la estabilidad del soporte Agarosa-Epéxido
en distintas condiciones de pH y temperatura.
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4.1.- REACTIVIDAD CON AMINAS
4.1.1.- AMINAS PRIMARIAS {Etilendiamina)

Los geles agarosa-epoxido se hicieron reaccionar con Etilendiamina concentrada a

pH 10,0 (esquema 3), valorando con picrilsulfénico el grado de reaccion epdxido-amina
primaria.

0
/N
_ O0—CH,— CH—CH, = HN—CH,—CH,—NH,

A
A

OH

O —CH,—CH —CH, —NH—CH,—CH, —NH,

ESQUEMA 3: Reactividad de los epdxidos con Aminas primarias
{Etilendiamina).

+ Para comprobar que los epbxidos del soporte habian reaccionado con la Etilendiamina,
se realizd un calibrado patrén con soporte agarosa-amino (preparado segin el
apartado 11.2). Este soporte se diluyd con agarosa 6BCL hasta obtener soportes con
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distinta concentracion de grupos amino (5, 10, 15 y 20 umoles de amino/ml gel) que se
hicieron reaccionar con picrilsulfénico (meétodo descrito en ef apartado 5.1.1). El
picrilsulfénico reacciona con los grupos amino primario del soporte, dando lugar a la
aparicion de color. La medida de la AbSsysn, de cada uno de los geles, nos permitié
obtener una curva de calibrado en la gque se representaba la Absssnm frente a los

pmoles de amino/ml gel totalmente proporcional a la concentracion de grupos.

Se prepararon soportes epdxido (5, 10, 15 y 20 umoles de epoxido/mi gel) y por
reaccion de estos; primero con etilendiamina y segundo con picilsulfénice se obtuvieron los
correspondientes geles coloreados. La Abs.eny de estos geles era practicamente igual a la
de los patrones de igual concentracion por lo que parece que todos los epoxidos del soporte
han reaccionado con la etilendiamina.

4.1.2.- AMINAS SECUNDARIAS {Acido Iminodiacético)

Se estudio 1a influencia del pH, temperatura y tiempo en la reaccion de los epoxidos
del soporte con una amina secundaria (acido Iminodiacético). La reaccion se resume en el
siguiente esguema (esquema 4).

Como se observa en el esquema, tras la reaccién con la amina secundaria,
realizada en distintas condiciones, se formaba el quelato de cobre, coloreandose el soporte.
Pudiendo asi optimizar la primera reaccién por la maxima coloracion producida en la
segunda.
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ESQUEMA 4: Reactividad de los Epéxidos con Aminas Secundarias
{acido iminodiacético).

A continuacion (tabla 2) se resumen la influencia del tiempo, pH y temperatura.

Tabia 2: Optimizacion de la reaccidon de epdxidos con aminas secundarias

pH T2 (C) tiempo (h) ABSORBANCIA
8 25 12 _ 0,058
9 i 25 12 0,118
4 12 0,046
10 25 12 I 0.160
10,5 25 12 0.187
11 25 2 0,129
4 8,179
8 0,191
12 0,192
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» Temperatura: se puede observar que cuando la reaccién Epoxido-amina secundaria
(IDA) tiene lugar a 25°C {pH 9.0), ia absorbancia del quelato de cobre correspondiente
es mayor que si la reaccion transcurre a 4°C.

» pH: en cuanto al efecto del pH en la reaccion Epoxido-IDA (25°C), se observa que a
medida que aumenta la basicidad del medio de reaccidn el quelato de cobre preparado
presenta una absorbancia mayor.

« Tiempo: en la tabla se observa, que a 25°C, pH 11,0; la reaccion Epdxido-IDA es
bastante lenta y necesita tiempos largos de reaccion.

A 25°C | tiempos largos y pH 11,0 obtenemos el valor mas alto de absorbancia por
lo que asumimos gue tenemos un soporte en el gue la reaccion epdxido-IDA ha side mayor.
Por lo que para la preparacién de soportes quelato (utilizados para la purificacion de
proteinas en el capitulo 3) se fijaron las siguientes condiciones: 25°C, pH 11,0 y 12 horas de
reaccion.

La reaccion epdxido-amina secundaria (a 25°C, pH 11,0 y 12 horas) se cuantifico
por valoracion del soporte agarosa-acido dicarboxilico. Los pumoles de acido (grupo acido
de pK 9,89)/ml gel (caiculados por consumo de hidroxido sddico) coincidian con los pmoles
de epdxido/mi gel (calculados por el protocolo descrito en 1.3) por o que todos los epoxidos
del gel parecen haber reaccionado con la amina secundaria.

Los soportes agarosa-epOxido reaccionan con aminas primarias y secundarias
siendo necesaric emplear tiempos largos y excesos de ligando.

4.2.- REACTIVIDAD CON AL COHOLES
4.2.1.- REACCION DE LOS EPOXIDOS CON BUTANOL

Para la reaccion es preciso que el butanol se encuentre en su forma ionizada por lo
que es necesario trabajar en un medio bésico (su pK exacto no se ha encontrado pero su
valor debe de estar entorno a 13-14 como en el caso de alcoholes alifaticos tales como
Glicerol pK 14,15 & Glicol 14,22) (HandBook of Chemistry and Physics 1992-83). Pero
como ya vimos anteriormente, un medio muy alcalino podria dar lugar a ia apertura de los
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epéxidos del soporte. Partiendo de soportes con 35 umoles de epdxidos/ml gel y 20 pmoles
de grupos gliceril, se estudid la influencia de la alcalinidad del medio en el binomio
Epéxidos reaccionados con Butanol/Epdxidos hidrolizados. La tabla 3 nos muestra los
umoles de epdxidos/mi gel reaccionados e hidrolizados trabajando en medios de distinta
alcalinidad.

Tabla 3: Relacion entre los epoxidos reaccionados y descompuestos en medio basico

TIEMPO (h) [NaOH]j i pmoles de Epoxidos pmoles de Epoxidos
reaccionados /ml gel descompuestos /mi gel
2 01N 5 3
10N 14 14
8 01N 24 10
10N 17 17

A 1,0 N la reaccién epdxido-butanol es mas rapida, pero en estas condiciones los
epoxidos son inestables y tenemos un aito porcentaje de descomposicion de los mismos. Al
bajar la concentracién de hidréxido sédico, la reaccién se ralentiza (el butanol tiene un pK
alto) pero los epoxidos del soporte son mas estables, con lo que se logran (a tiempos
largos) conversiones mayores.

Empleando [NaOH] 0,1 N y 8 horas de reaccion, obtenemos soportes con unos 24
pmoles butil / mi gel y unos 30 pmoles de grupos gliceril / ml gel (20 iniciales y unos 10
procedentes de la apertura de los epdxidos en las condiciones de reaccion con butanol).

Para la union hidrofobica proteina - soporte la cantidad de grupos podria ser baja,
pero gracias a que poseen unos 30 pmoles de grupos gliceril / mi gel, podrian ser
adecuados para procescs de inmovilizacion orientada por la region hidrofébica. En este
caso la hidrofobicidad seria suficiente y tras esta interaccion se produciria la unidn
covalente de la proteina por los grupos glioxil (procedentes de 1a oxidacion de ios gliceril).
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4.2.2.- REACCION DE LOS EPOXIDOS CON FENOL

A continuacidn se estudiod la reaccion de los epoxidos con un alcohol de pK més
hajo (pK 9,9). En la figura 15 se representa la reaccion del fenol con agarosa-epdxido a pH
11,0, En este caso la descomposicion de los epdxidos es muche menor obteniéndose
conversiones de un 80 % de los epoxidos.
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20 1 ~—DESCOMPUESTOS
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umoles Epéxidos / mi gel

10 20 30
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Pl

-
o 0 O
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Figura 15: Reactividad de los Epoxidos con Fenol.

En medio basico y ofreciendo exceso de ligando, se observa que ios epoxidos del
soporte reaccionan bien con alcoholes de bajo pK como el fenol (pK 9.9). Sin embargo,
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cuando se trata de un alcohol de pK alto como el butanol (alcohol alifatico), es necesario
emplear medios muy basicos que a la vez que facilitan la reaccion epéxido-alcohol,
favorecen la descomposicion de los epoxidos.

Los epoxidos reaccionan bien con alcoholes de bajo pK.
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CONCLUSIONES

1.- Activaciéon de soportes de agarosa con epiclorhidrina:

La activacion de soportes de agarosa con epiclorhidrina da lugar a Grupos gliceril y

grupos epoxido.

a.- Preparacion de soportes Gliceril-agarosa

« Por activacion de la agarosa con epiclorhidrina, en condiciones en las que el

entrecruzamiento es minimo, hemos obtenido soporles activados con unos 70
umales de grupos gliceril / i gel. Comparande estos resultados con los datos
obtenidos en el laboratorio de tecnologia Enzimatica del 1.C.P. por activacion
con glicidol (70-75 umoles de grupos gliceril/ml gel), podemos decir que se ha
logrado obtener un buen recubrimiento unipuntual empleando epiclorhidrina
como agente activante. De estos grupos gliceril, aproximadamente unos 15
pmotes/ml gel proceden del entrecruzamiento realizado en Hispanagar, y el
resto se han introducido en |a etapa de activacion con epiclorhidrina.
A la vista de estos resultados, la etapa de entrecruzamiento de geles de
agarosa con epiclorhidrina (temperaturas altas, baja concentracidn de
epiclorhidrina etc.) podria acoplarse a una segunda etapa, la activacion, siendo
necesario e empleo de altas concentraciones de reactivo, temperaturas
moderadas, tiempos largos y NaOH 1 N.

Estos resultados nos permitirian, en un futuro, obtener soportes
entrecruzados glioxil - agarosa de una manera facil (acoplando los dos
procesos) y con recubrimientos analogos a los obtenidos por otros métodos.

b.- Preparacion de soportes Epéxido-agarosa

La maoadificacion de las condiciones de activacion en sistemas acuosos nes
permitié obtener soportes en los que la activacion tuviera lugar Gnicamente

hacia fa formacion de epoxidos (soportes con 70 umoles de epoxidos /ml gel).
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Esto es debido a que ef emplec de condiciones mas drasticas favorecen Ja
activacién pero afectan a la estabilidad del epbxido formado.

1. Un aumento de [a concentracién de hidréxido sddico favorece la
reaccion de activacién, ya que es preciso que los hidroxilos de la
agarosa estén ionizados para que puedan reaccionar con la
epiclorhidrina. Pero los epdxidos son inestables en medios fuertemente
basicos, con lo que se produce su hidrolisis.

2. Un aumento de reactivo activante, favorece la reaccion de activacion
pero la solubilidad es un factor limitante y hemos de realizar la
activacion en presencia de disolventes para que la concentracion
efectiva de epiclorhidrina aumente. Pero la presencia de disolventes
estabiliza 1a forma no idnica de la agarosa.

3. Un aumento de la temperatura favorece la activacién: pero a
temperaturas mas ailtas se produce una mayor descomposicion de los
epoixidos y aumenta el grado de entrecruzamiento de la agarosa.

¢ Sin embargo con las condiciones optimizadas se han obtenido soportes con
35 umoles de epbxidos / mi de gel, que como veremos en capitulos posteriores
{Capituio 111) son ya mas que suficientes para obtener buenos resuitados.
c.- Preparacion de soportes de activacion intermedia
La optimizacién de la reaccion de activacion con epiclorhidrina, nos ha permitido
disponer de diversos protocolos de activacion para obtener soportes con distinta carga
epoxido/gliceril (cuya utilidad se estudiara en ei capitulo {il).

2.- Soportes para inmovilizar ligandos y proteinas:
a.- Soportes Agarosa-Gliceril

La utilidad de estos soportes (previamente oxidados a grupos glioxil) para
inmovilizar proteinas se tratara en posteriores capituios (ll, V).
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b.- Soportes Agarosa-Epoxido

Los grupos epdxido son capaces de reaccionar con ligandos (aminas,
alcoholes, etc.). Esta reaccion es bastante lenta y necesita la presencia de
ligando en exceso, a la vez que unas condiciones de reaccion drasticas. Los
epOxidos, reaccionan bien con aminas (primarias y secundarias) y con
alcoholes de pK bajo, pero presentan problemas cuando el alcohol presenta un
pK mas alto.
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Agarosa como Soporte para interacciones Multipuntuales

INTRODUCCION

En la introduccion general ya se comentaban las posibles ventajas de las
adsorciones o inmovilizaciones multipuntuales de proteinas asi como ia idoneidad de los
geles de agarosa como soportes para este tipo de proceses. Las causas de esta idoneidad
eran la morfologia de fibras anchas y teniendo en cuenta los resultados del capitulo
anterior, la gran densidad de grupos activos que se podrian formar sobre ella.

1.- UNION COVALENTE MULTIPUNTUAL DE ENZIMAS SOBRE SOPORTES
ACTIVADOS

La inmovilizacion irreversible de enzimas por formacion de enlaces covalentes
(Leckband, D. y col. 1990) con el soporte, supone grandes ventajas a la hora de utilizar
catalizadores estables. Si ademds el proceso permite la formacién de numerosos enlaces
entre cada molécula de enzima y ei soporie con el que se une (multiinteraccién), las
posibles distorsiones provocadas por el medio se veran limitadas. En el proceso de
multiinteraccién de enzimas a soportes activados, se formaria un “entramado” enzima-
soporte en el que varios residuos pertenecientes a diferentes cadenas de la proteina, deben
conservar sus distancias durante cualquier cambio conformacional inducido por cualquier
agente. Las posibilidades de estos cambios estarian muy reducidas debidc a esta “rigidez
relativa® de varios residuos y por tanto las moléculas de enzima asi inmovilizadas deben
ser mucho mas estables que las correspondientes enzimas nativas y que las moléculas
inmovilizadas a través de un (nico enlace covalente. Las moléculas enziméaticas
inmovilizadas, “mas rigidas” son mas resistentes frente a diversas condiciones
desnaturalizantes que provocan la inactivacion por desplegamientos de la estructura
proteica. Evidentemente, un éptimo sistema de inmovilizacion-estabilizacion sera el que
posibilite una intensa unién multipuntual enzirna-soporte, sin provocar distorsiones graves
de la estruciura enzimatica.

Las grupos Glioxil, son muy estables a la vez que altamente reactivos, permitiendo
la inmovilizacion de una gran cantidad de enzima por unidad de soporte (40 mg de enzima
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en soportes de agarosa al 6 % y 100 mg si la concentracién de la agarosa es de 10 %). En
el laboratorio de Tecnologia Enzimatica del I.C.P. ya se tenian datos (tabla 4) de que la
inmovilizacién de enzimas sobre soportes glioxil-agarosa altamente activados producia
derivados enzimaticos muy estabilizados sin pérdidas muy significativas de actividad:
tripsina (Blanco y col. 1989 a y b), penicilina G acilasa (Alvaro y col. 1990; Guisan y col.
1990; Rosell, 1993); p-galactosidasa (Santana, 1991; Penzol, 1996), quimotripsina (Guisan,
J.M. y col. 1991), termolisina (Polo, 1994), D-aminoacido oxidasa (Rodriguez, 1995).

Tabla 4: Ejemplos de estabilidad lograda con algunos derivados

g O potividad R T EetabiiaciE
Penicilina G acilasa 65 - 8000
Quimotripsina 65 100.000
p-Galactosidasa 80 1000
D-amino acido oxidasa 90 20.000
Termolisina 60 100

Tripsina 60 12.000

Actividad: en referencia a la actividad la enzima soluble. Estabilizacion: en
referencia al enzima soluble en condiciones similares (Guisan, J.M. y col.
1997).

En la tabla expuesta, se observa como la inmovilizacion de enzimas a soportes
preexistentes con pequefios grupos aldehido alifaticos (glioxil agarosa) proporciona
derivados enzimaticos muy estables. Esta estabilizacion, era mucho mayor, que cuando
inmovilizabamos la enzima sobre otros soportes de diferente morfologia (por ejemplo,
polimeros sintéticos (Krdmer, D.M. y col. 1978, Kramer, D.M. y col. 1978) formados por

fibras muy finas e incluso por cadenas unimoleculares) (Rosell, C.M. 1983)(tabla 5).
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Tabla 5: Inmovilizacion de PGA a soportes con distinta morfologia.

S R T s
PGA- Glioxil Agarosa 70 o 2000

PGA- Glioxil Eupergit 100 8

2.- PROCESOS DE INMOVILIZACION QUE ENVUELVEN UNA UNION MULTIPUNTUAL
EN LA PRIMERA ETAPA
La inmovilizacién multipuntual se puede producir, tanto si la primera union es
unipuntual o si por el contrario la primera union es a través de enlaces quimicos reversibles
y solo tiene lugar cuando se produce upa primera inmovilizacién multipuntual. Este segundo
tipo de interacciones podria tener ventaja sobre el primero, debido a que:
a.- Podria generar una nueva orientacion de enzima en el soporte ya que
probablemente, este se inmovilizara no a traves del area donde esté el grupo
mas reactivo sino donde este la mayor densidad de grupos. Asi, la obtencion
de estas nuevas orientaciones puede ser clave cuando se trabaja con
proteinas y enzimas que deben actuar sobre ligandos o sustratos
macromoleculares.
b.- Podria dar lugar a la crientacién mas adecuada para gue posteriormente
ocurra una unién covalente muitipuntual: la zona mads rica en grupos reactivos.
Existian ciertos indicios de que la union glioxil-agarosa podria ocurrir a través de
este tipo de uniones multipuntuales.
Estos indicios eran (Figura 16):
+ Cuando se intentaba inmovilizar (pH 8,0) una enzima a soportes Glioxil-
Agarosa con un gran ndmero de grupos reactivos en el soporte, no se
producia union. A este pH los grupos amino de las lisinas estarian
protonados, de forma que la union proteina-soporte solo podria darse a
través de algan grupe amino de bajo pK.
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e Si se trabajaba a pH 10,0, empleando un soporte con un ndimero muy
reducide de grupos reactivos, tampoco se observaba una clara inmovilizacion
de la enzima (a pesar de que a este pH ya habxia lisinas no protonadas que
pudieran interaccionar con los grupos glioxil del soporte).

e Y solo cuando empleabamos un soporte Glioxil (pH 10,0) con alta
densidad superficial de grupos reactives la union enzima (lisinas)-soporte
(glioxil) tenia lugar. Observandose una unidn muy rapida e imeversible.

ys* @ NO INMOVILIZACION

pH 8.0 Lys:
ys+ Lys*

NH, Lyst

g ® .@ ys
Lys: .
vs ® NO HAY UNA INMOVILIZACION CLARA

vs ¥ g PODRIA INDICAR UNION REVERSIBLE

NH,
Lys*
® INMOVILIZACION MUY

— @ Lys® ys RAPIDA E IRREVERSIBLE
—@
ys

—@ ys

FIGURA 16: Inmovilizacion a soportes Gilioxil-Agarosa.

Estos indicios parecian apuniar 2 una primera union quimica reversible soporte
(ghoxily-enzima (lisinas), de manera que la inmovilizacion solo tendria lugar cuando se
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produjera una primera unién al menos bipuntual {(es muy dificil que ccurra la disociacion
simultanea de ambos enlaces).

En caso de ser cierto, la agarosa debido a su morfologia tipo superficie plana podria
ofrecer ventajas para realizar este tipo de inmovilizaciones.

3.- ADSORCION HIDROFOBICA MULTIPUNTUAL DE LIPASAS A SOPORTES DE
AGAROSA

Las lipasas catalizan {a hidrolisis/sintesis de un amplio rango de amidas y ésteres
solubles e insolubles de Acidos carboxilicos. Las lipasas muestran una importante
esterecespecificidad al actuar sobre compuestos quirales y una importante regio y quimo
selectividad cuando act(an sobre sustratos polifuncionales. Por esta razon, tienen un gran
potencial en quimica fina (Plou, J.F. y col. 1996; Talon, R. y col. 1993; Wang, Y.J. y col.
1988; Yang, D. y col. 1992; Bloomer, S. y col. 1992; Dandik, L. y col. 1996; Talon, R. y col.
1996; Yamaguchi, S. y col. 1991) y en la obtencion de determinados intermedios titiles en la
industria farmaceutica (De Zeote, M.C. y col. 1996; Forutani, T. y col. 1996; Santaniello, E.
y col. 1993; Wong, C-H y col. 1994; Wu, Y X, y col. 1996).

Las lipasas se activan en presencia de interfases hidrofébicas (disolventes
organicos inmiscibles, fluidos supercriticos, etc.). Esta activacion interfacial fue reportada
por Sarda y Desnuelle (Sarda, L. y col.; 1958) y hoy en dia, los estudios estructurales de un
gran ndmero de lipasas empleando rayos X y RMN, confirman esta caracteristica.
Mediante técnicas de rayos X y RMN, ha sido posible distinguir (Bomscheuer, U. y col.
1994; Brady, L. vy col. 1890; Brzozowski, A.M. y col. 1991; Derewenda, U. y col. 1992;
Derewenda, Z.8. y col. 1892 y 1995; Grochuiski, P. y col. 1993; Louwrier, A. y col. 1996;
Noble, M.E.M. y col. 1993; Winkler, F K. y col. 1990):
¢ Lipasa en "forma cerrada”: el centro activo de la lipasa esta cubierto por una tapadera

que posee una region externa hidrofilica y una interna con caracteristicas hidrofobicas.
» Lipasa en “forma abierta”; |la tapadera es desplazada, exponiendo su cara hidrofébica al
medio y facilitando el acceso del sustrato al cemtro activo.
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En medio acuoso homogéneo, la mayoria de las lipasas muestran una muy baja
actividad esterasica y amidasica. la lipasa se encuentra en equilibrio (tapadera
abiertatapadera cerrada), estando el equilibrio muy desplazado hacia la forma cerrada. De
manera que la actividad en medio acuoso homogéneo sera la que corresponda al
porcentaje de moléculas con la tapadera, al menos, parcialmente abierta (Malcata, F.X. y
col. 1992; Mingarro, Y. y col. 1995). Sin embargo, si las lipasas se encuentran en presencia
de interfases hidrofébicas pueden tener lugar importantes cambios conformacionales,
dando lugar a la “forma abierta”. Estos cambios provocan la exposicion de la superficie
hidrofébica, que interacciona con la interfase hidrofobica, ocasionando un incremento de (a
actividad. Las lipasas parecen adsorberse fuertemente a la interfase a través de varios
bolsillos hidrofobicos situados en la superficie que rodea al centro activo. Esta region
hidrofobica comprende residuos situados en la cara interna de ia tapadera y en el entorno
del centro activo de la lipasa. De manera que o que tiene lugar es una interaccion
multipuntual interfase hidrofébica-area hidrofébica de la lipasa (proxima al centro activo),
observandose un notable incremento de la actividad (apertura de la tapadera, mayor
accesibilidad del sustrato). La hiperactivacién de lipasas producida por interaccién
multipuntual con interfases hidrofébicas, nos Hevdé a ufilizar soportes solidos
hidrofébicos, para “simular” estas interfases (Bastida, A. y col). En este caso, la
morfologia de estos solidos podria ser decisiva ya que la union tiene lugar a través de una
adsorcién hidrofébica multipuntual.
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OBJETIVOS

La agarosa esta constituida por fibras gruesas que para la mayoria de las proteinas
(en funcién de su tamaiio) semeja una superficie plana contra la cual interacciona. Esfe tipo
de acoplamiento podria presentar ventajas a Ja hora de diseflar interacciones

multipuntuales proteina-soporte. £n este capitulo intentaremos “aprovechamos” de estas
ventajas derivadas de la morfologia de la agarosa estudiando la validez de la agarosa en
procesos de multiinteraccion:

1.- Unién Covalente multipuntual

2.- Adsorcién Hidraféhica multipuntual
1.- Unién Covalente Multipuntual a soportes Glioxil-agarosa

Resultados anteriores obtenidos en el Laboratorio de Tecnologia Enzimatica del
I.C.P. parecen indicar que cuando empleamos soportes de agarosa activados con grupos
glioxil, la proteina se une al soporte por unidn covalente multipuntual, dando lugar a
derivados muy estables.

_— e 22 =

mulfipuntual, la morfologia del soporte seria clave en la velocidad de inmovilizacion.
Este primer punto podemos dividirlo en tres partes:

1.- Comprobar que la unidn de proteinas a soportes glioxil tiene lugar a través
de una primera unién que involucre mas de un grupo del soporte.

2.- Si lograramos verificar el punto anterior, se compara la influencia de
determinadas variables cuando la unién proteina-soporte tiene lugar a través
de una primera union unipuntual o por mas de un punto (soportes Glioxil-
agarosa).

3.- Si lograramos comprobar que [a union proteina-soporte glioxil involucra en
la primera unidn a mas de un grupo del soporte, se tratard de demostrar que
para este caso la morfologia del soporte es decisiva, mientras que en el caso
de uniones a través de una primera interaccion unipuntual no.
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2.- Adsorcién Multipuntual Hidrofdébica de lipasas

Como se ha visto en la introduccion, las Jipasas en medio acuoso homogéneo se
encuentran en equilibrio tapadera abiertatapadera cerrada; estando el equilibrio desplazado
hacia la forma cerrada (baja actividad). La presencia de una interfase hidrofdbica da lugar a
la unién multipuntual lipasa-interfase hidrofébica, observandose un aumento de actividad.

Lo que se intentard es simular esta interfase empleando agarosas derivatizadas
con grupos hidrofébicos. De manera que el soporte hidrofébico actuaria a modo de
interfase provocando la unién hidrofébica multipuntual soporte. Esto daria lugar a la
apertura de la tapadera, facilitando el acceso del sustrato al centro activo, observandose
aumentos de actividad (Bastida, A. y col.).

En este apartado, se estudiara:

+ 1avelocidad de adsorcién de las lipasas a soportes:

1. Con distinto grado de hidrofobicidad: estudiando el efecto del grado de
hidrofobicidad en la velocidad de unidn.

2. Con distinta morfologia (fibras anchas/fibras finas): Los soportes de agarosa,
presentan una gran superficie de unién por 1o que podrian tener ventajas en el
caso de adsorciones hidrofébicas multipuntuales.

+ La influencia de la morfologia del soporte en la forma de unién de la lipasa a dicho
soporte.
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PARTE EXPERIMENTAL

1.- PREPARACION DE SOPORTES GLIOXIL - AGAROSA
1.1.- PREPARACION DE GELES GLICERIL-AGAROSA

Los geles gliceril-agarosa (Ags-O-CH,-CHOH-CH,OH) fueron preparados por
eterificacion de los geles de agarosa comerciales 8BCL con 2,3-epoxi-4-propanol (glicidol).

Sobre 150 ml de gel suspendido en 30 ml de agua destilada se anaden 50 mi de
NaOH 1.7N conteniendo 28,5 mg/ml de borohidruro sodico. A continuacién se aiade
glicidol 2 M lentamente y controlando constantemente la temperatura entre 25 - 30°C. Esta
suspension se mantiene en agitacién suave durante 18 horas. Transcurrido este tiempo, el
gel se filtra y se lava con abundante agua destilada para eliminar el exceso de reactivos.

La cantidad total de grupos gliceril es la suma de los grupos formados mediante la
eterificacion con glicidol (70-75 umoles grupos gliceril/ml gel), mas 1os grupos presentes,
obtenidos como productos secundarios, en la reacciéon de entrecruzamiento de la agarosa
{15-20 pumoles grupos gliceril/mi gel).

1.2.- OBTENCION DE SOPORTES GLIOXIL - AGAROSA CON ELEVADA DENSIDAD
SUPERFICIAL DE GRUPOS GLIOXIL (75 umoles/ml gelf):

Este tipo de geles se obtienen por oxidacién estequiométrica con periodato de los
geles gliceril-agarosa 6B-CL (Guisan, J.M. 1988).

El gel gliceril-agarosa se suspende en 1.5 | de agua destilada y se le agregan 112,5
mi de una solucién de NalO,4 0,1M, para oxidar estequiométricamente los grupos gliceril a
grupos ghioxit. Esta reaccion se mantiene a 25°C con agitacién suave, hasta que ha tenido
lugar el consumo del agente oxidante afiadido (1,5h). La valoracion se realiza con mezcla
de IK y NaHCO; , de forma que ¢l periodato no consumido reacciona con I dando
coloracién (el consumo total dei agente oxidante lo marcara la desaparicion de color en el
ensayo).

Ef gel obtenido siguiendo dicho protocolo contiene 75 umoles glioxil/mi de gel con
una densidad superficial de 18 residuos de aldehido/1000 A? superficie de agarosa.
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1.3.- OBTENCION DE GELES DE AGAROSA CON BAJA DENSIDAD SUPERFICIAL DE
GRUPOS GLIOXIL {15 ymoies/mi gel)

Estos geles se obtienen por oxidacidon directa del gel comercial (8BCL) con
periodato sddico, sin necesidad de activar el gel previamente con glicidol ya que la agarosa
6BCL contiene grupos gliceril (15-20 umoles grupos gliceril/ml gel) como subproducto de ta
reaccion de entrecruzamiento realizado previamente en Hispanagar S.A.

Se resuspenden 50 ml de gel en 450 mi de agua destilada y se afiaden 750 pmoles
de periodato sddico. Se agita suavemente a temperatura ambiente durante 2 horas, tras las
cuales se comprueba el consumo fotal del agente oxidante aiadido. Se filtra el soporte
lavando con abundante agua destilada.

Este gel contiene 15 umoles grupos glioxil/ml gel, lo que corresponde a una
densidad superficial de 3.6 grupos aldehido/ 1000 A? de superficie de gel (Guisan, J.M.
1988).

2.- PREPARACION DE SOPORTE MANA - AGAROSA

Para |a preparacion de soportes monoaminoetil-N-aminoetil-agarosa (MANA-
Agarosa) se parte de 105 soportes glioxil-agarosa (preparado por el protocolo descrito en los
apartados 1.2 y 1.3) con el grado de activacién deseado.

Se procede del mismo meodo: Se suspenden 50 mi de soporte glioxil - agarosa en
200 m! de una solucién de Etilendiamina 2 M pH 10.0; manteniendo la mezcla con agitacion
suave a temperatura ambiente durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo se agregan 2 g de NaBH,4 continuando la agitacion 2 horas
mas y se procede al lavado del gel en primer lugar con tampén borato 0,1M de pH 9,0; a
continuacién con tampén acetato 0,1M; y por Ultimo, con agua destilada. En estas
condiciones todos los grupos glioxil han reaccionado con la etilendiamina obteniéndose
soportes con los mismos pmoles de grupos amino/ml de gel que los umoles de grupos

glioxil/ml gel que poseia ya el soporte agarosa de partida (Rodriguez, V. 1983).
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3.- PREPARACION DEL SOPORTE GLUTARALDEHIDO - AGAROSA

Para la preparacion de este soporte: se resuspenden 50 ml de gel MANA-agarosa
en 90 ml tampén fosfato 0,2M a pH 7,0 y agitando suavemente, se le afiaden 60 mi de
glutaraldehido 25% viv. Se comprueba el pH y la temperatura (18-20°C) y se deja con
agitacién suave unas 12-14 horas. Transcurrido este tiempo, se filtra, lavando con
abundante agua destilada, obteniendo asi el gel glutaraldehido-agarosa (Penzol, G. 1996).

4.- ACTIVACION DEL SOPORTE RESINA TOYOPEARL. PREPARACION DE SOPORTE
GLIOXIL-TOYOPEARL

El proceso de activacion con glicidol es idéntico al seguido para el gel de agarosa
descrito en el apartado 1). La activacidn maxima permitida es 100 umoles de grupos glioxil
por ml de soporte hamedo. Si bien, la oxidacién se llevd a cabo afladiendo & periodato
suficiente para obtener soportes con 75 y 15 pmoles de grupos glioxil/ml de gel
respectivamente.

5.- PREPARACION DE SOPORTE GLUTARALDEHIDO TOYOPEARL. (15 pmoles/mi
gel)

Los soportes glioxil-toyopearl de 15 umoles de grupos glioxil/ml gel se hicieron
reaccionar en primer lugar, con etilendiamina (protocolo descrito en el apartado 2) y
finaimente con glutaraldehido (protocolo descrito en el apartado 3). De esta forma se
obtuvieron los soportes Toyopear-Glutaraldehido 15 umoles/mi gel.

6.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
6.1.- ACTIVIDAD HIDROLITICA DE PGA

La penicilina acilasa de Boehriger Mannheim (Alemania), utilizada en el desarrollo
de esta Tesis Doctoral es de origen bacteriano (Escherichia coli).

La actividad hidrolitica se ensayé espectrofotométricamente y con pHstate.
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+« Ensayo espectrofotométrico. Se midié espectrofotometricamente el incremento de
absorbancia que se produce a 405 nm cuando se hidroliza el sustrato sintético, NIPAB
(acido 6-nitro-3-(fenilacetamido)-benzdico), seqgun o describen Kutzbach y col (1974).
Se afiaden 100 pi de muestra de PGA a 200 pl de NIPAB disuelto en 1,8 ml de tampoén
fosfato 50 mM pH 8,0, manteniendo la mezcla de reaccion con agitacion a 25°C
mediante un bafio termostatizado conectado con el portacubetas.

» Ensayo con pHstato. Estos ensayos se realizaron en un pH stato modeilo TT80
Radiometer, usando como solucién valorante NaCH 50 mM. Los experimentos se
realizaron a pH 8,0 y 25°C, usando 60 ml de sustrato penicilina G 16 mM en tampo6n
Fosfato 25 mM (esquema 5).

O H
— ] o CH
"
H c N
\ /M I CH,
PG 4N
0 coo
PG - Acilas
pH 8,0
S CH,
—_— - NH;
CH, CO0 + @ + 2 .\l. \ﬁ CH,
0// 14 ] \
CO0
ESQUEMA 5: Reaccion del ensayo con pH-stat.
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6.2.- ACTIVIDAD ENZIMATICA DE pB-GALACTOSIDASA DE Kiuyveromyces lactis

A una cubeta con 2 ml de solucidon de substrato sintético o-nitrofenil-p-D-
galactopiranésido (ONPG) 5 mM en tampon fosfato potasico 20 mM de pH 7,0 conteniendo
MgCl, 2 mM y KCI 0,1 M, termostatizada a 25°C y con agitaciéon suave, se le afiade una
muestra de 25-200 ul de solucion enzimatica o de suspensién de derivado. Del registro del
incremento de absorbancia a 405 nm producido por la hidrélisis del sustrato sintético, se
determina la actividad de los sobrenadantes, suspensiones y blancos. El extracto
enzimatico comercial, Maxilact LX-5000, procede de Gist-Bocades (Holanda).

7.- INMOVILIZACION DE PROTEINAS A SOPORTES CON DISTINTO TIPO DE
ACTIVACION
7.1.- INMOVILIZACION A SOPORTES GLUTARALDEHIDO

El método usado es el siguiente: Se prepararon suspensiones con 0,4 ml de soporte
{Glutaraldehido - 75), en 19,55 ml de fosfato 50 mM, NaClt 200 mM pH 6,0 y se aiiadieron
20 Ul de PGA. Esta mezcla de reaccidn se mantuvo con agitacién suave a 25°C. En las
mismas condiciones, se incubaba un blanco en el que el volumen de gel glutaraldehido se
habia sustituido por un volumen igual de gel inerte.

A medida que transcurria la reaccion se iban sacando alicuotas a distintos tiempos
del sobrenadante y suspensién de la muestra, asi como del sobrenadante del blanco. Las
medidas se realizaban por el ensayo espectrofotométrico descrito en el apartado 6.1,
catculando el porcentaje de PGA unido al soporie a cada tiempo.

s En algunos experimentos, se repitié el protocolo anterior cambiando el tampén
mencionado por:

Fosfato 10 mM; 50 mM ; 200 mM 6 300 mM pH 6.0.

Fosfato 50 mM, NaCl 200 mM pH 6,0 6 Fosfato 50 mM, NaC! 400 mM pH 6,0.
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« En el estudio, del efecto de la densidad superficial de grupos reactivos en el soporie: el
protocolo es el descrito para glutaraldehido de 75 umoles/ml gel, pero cuando el
experimento se hacia con geles de 15 pmoles/m! gel se adicionaba cinco veces mas
cantidad de gel.

+ En algunos casos la adsorcion se realizé a 4°C o a 37°C.

s Cuando la proteina empleada era p-Galactosidasa de Kluyveromyces Jactis: el tampoén
empleado era Fosfato potasico 20 mM, MgCl; 2 mM, KCI1 1,0 M pH 7,0. Y a los 0,4 ml de
soporte se le adicionaban 2 m! de disolucidn enzimatica que contenia 112 U/ml. Las
medidas de actividad se siguieron por el ensayo espectrofotométrico descrito en el
apartado 6.2

7.2.- INMOVILIZACION A SOPORTES GLIOXIL
7.2.1.- INMOVILIZACION DE PGA A SOPORTES GLIOXIL

Para la_unidén a 25°C: se disuelven 80 mg de! Suiféxido de la Penicilina en 19,55 mi
de bicarbonato 50 mM, NaCl 200 mM, pH 10,05. Una vez disuelto, se le adiciona primero
el soporte (0,4 ml de gel Glioxil-75 6 2 m| de Glioxil de 15 umoles / m! gel) y seguidamente
20 Ul de PGA. Esta suspension se mantiene a 25°C con agitacion suave. A parte, se
preparaba un blanco en et gue el volumen de gel glioxil se habia sustituido por el mismo
volumen pero de gel inerte, incubandolo también a 25°C. Y a distintos tiempos, se sacaban
alicuotas del sobrenadante, y de la suspension de la muestra, asi como del sobrenadante
del blanco, midiendo con el ensayo con pH-stato descrito anteriormente.

Para la_union a baja temperatura: (4°C} : El protocolo es el mismo, pero no se

afiade et sulfoxido de la Penicilina y las medidas se realizaban por el ensayo
espectrofotometrico (descrito en el apartado 6.1.).

7.2.2.- UNION DE B-GALACTOSIDASA A SOPORTES GLIOXIL
Se preparan 10 m! de una disoluciébn enzimatica que contiene 112 U /ml |
empleando como tampon Bicarbonato potasico 40 mM, MgCl, 2 mM, KCI 1,0 M pH 10,0. A
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esta dilucién se le afiaden 2 mi de soporte Glioxil-75 umoles /ml de gel y se mantiene a
25°C con agitacion suave, sacando alicuotas a distintos tiempos para medir a actividad
enzimatica de sobrenadante y suspensién. En este caso también se sigue la actividad de un
blance preparade en idénticas condiciones que la muestra pero sustituyendo el gel glioxil
por gel inerte,

8.- UNION DE CEFALEXINA A DISTINTOS SOPORTES

Se prepara una suspensién con 0,4 ml de soporte Glutaraldehido-75umotes/mi gel,
en 19,24 mit de fosfato 50 mM, NaCl 200 mM pH 6,0 y se afiade Cefalexina para obtener
una concentracion final 0,5 mM.

Esta mezcla, se mantiene con agitacion suave a 25°C, sacando alicuotas de
sobrenadante a distintos tiempos con objeto de ver la disminucidn de la absorbancia a 280
nm a medida que la Cefalexina se va uniendo al soporte.

» Cuando se empleaba soporte Giioxil, el tampodn utilizado era: bicarbonato 50 mM, NaCli
200 mM, pH 10,05

9.- ADSORCION HIDROFOBICA MULTIPUNTUAL DE LIPASAS
9.1.- ENSAYOS DE ACTIVIDAD:

Los ensayos enzimaticos estandar se realizaron por el seguimiento
espectrofotométrico del incremento de absorbancia a 348 nm, (e: 5150 cm'M™), provocado
por la liberacion del p-nitrofencl en la hidrdlisis del pNPP. A este longitud de onda, el p-
nitrofenol absorbe o mismo en su forma ionizada o sin ionizar, siendo por lo tanto
independiente del pH. Los ensayos espectrofotométricos se realizaron en un
espectrofotometro  de UV-Visible, Shimadzu 160 provisto de agitacion magnética y
termostatizacion, utilizando cubetas de 1 cm de paso 6ptico.

El sustrato se preparé anadiendo 80 mi de una disolucién de pNPP 200 mM en
acetonitrilo a 40 ml de tampodn fosfato 25 mM pH 7,0. De esta disolucion, se afaden a la
cubeta, donde se lleva a cabo la reaccion de hidrdlisis, 1,8 mi y tras esperar 10 minutos
para equilibrar la temperatura se mide la hidrélisis espontanea del pNPP. A continuacion, se
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aftaden 25 - 200 pl de las alicuotas a medir. Comprobando que en el intervalo de
actividades de {rabajo, la actividad enzimatica detectada es lineal con {a cantidad de
enzima aftadida a la cubeta.

9.2.- PREPARACION DE DISOLUCIONES ENZIMATICAS

+ Lipasa de Candida rugosa (SIGMA): Se afiaden 70 mg de extracto a 100 mi de fosfato
25 mM a pH 7,0; agitandose durante dos horas a temperatura ambiente. Seguidamente,
se centrifuga 30 minutos a 12.000 r.p.m. a 4°C. £l sobrenadante obtenido dializa a 4°C
frente al tampdn en una relacion 1:200 y se almacena congelado.

+ Lipasa de Rhizopus japonicus (BIOCATALYSTS LTD). Se disuelve 1 g de extracto en
100 ml de fosfato 25 mM a pH 7,0; agitandose a temperatura ambiente hasta disolucion.
La disolucion enzimatica obtenida, previa didlisis; se almacena congelada.

« Lipasa de Rhizopus niveus (AMANCQ): Se disuelven 44 g de extracto en 100 ml de
fosfato 25 mM a pH 7.0; agitandose a temperatura ambiente durante una hora. Después
se centrifuga 30 minutos a 4°C a 12.000 r.p.m y dializando previamente la disolucion
enzimatica obtenida se almacena congelada.

» Lipasa de Pseudomonas fluorescens (AMANQ): Se disuelven 160 mg de extracto en 100
mi de fosfato 25 mM a pH 7,0; agitandose a temperatura ambiente durante una hora.
Después se centrifuga 30 minutos a 4°C a 12.000 r.p.m y la disolucién enzimatica
obtenida dializada se almacena congelada.

Las condiciones empleadas en la didlisis son las mismas en todos los casos.

9.3.- ADSORCION DE LIPASAS A SOPORTES HIDROFOBICOS

Los soportes empleados fueron de dos tipos:
- De morfologia tipo superficie plana: Octil-Sepharose, Fenil-Sepharose y Butil-Sepharose.
- De morfologia tipo fibras finas: Fenil-Toyopear.

Se afiaden 2 m! de soporte hidrofébico a 18 ml de la disolucion enzimatica y se
mantiene con agitacion suave y a temperatura constante (25 6 4°C). Se prepara un blanco
que contiene la misma cantidad de enzima pero el soporte hidrofébico ha sido sustituido por
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un volumen equivalente de agua. Las medidas de actividad se realizaron siguiendo el

procedimiento descrito en 8.1. El aumento de actividad (hiperactivacién por unién de la

lipasa al soporte hidrofobico), esta referido a las medidas de [a suspension frente al blanco,

el porcentaje de lipasa adsorbida se calcula teniendo en cuenta el blanco.

« En ocasiones, se ailade NaCt 1,0M en 1a disolucidn enziméatica de partida, asi como en
su blanco correspondiente.

. Cuando se adsorbia la lipasa de Pseudomonas Fluorescens, la dilucion lipasica de
partida se diluia previamente; afiadiendo a 0,2 ml de dicha dilucion 17,8ml de tampdn.

¢ En algunos experimentos, una vez adsorbida la lipasa, se lavaron los derivados con
fosfato 25 mM pH 7,0, resuspendiéndolos en éste mismo tampén e incubandolos 24
horas a 4°C. Transcuirido este tiempo, se midid el aumento de actividad de la
suspensiones respecto al blanco (previamente incubado a 4°C, 24 horas). Esta
hiperactivacién se midi¢ empleando el procedimiento descrito en 8.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.- INTERACCION COVALENTE MULTIPUNTUAL GLIOXIL AGAROSA-ENZIMA

Como se ha comentado anteriormente en la introduccion, por unién covalente
multipuntual de enzimas a soportes glioxil-agarosa se han obienido excelentes resultados,
consiguiéndose un importante grado de estabilizacion, sin pérdidas muy significativas de
actividad. 8i la inmovilizacién multipuntual enzima-soporte glioxil tuviera lugar a través de
una primera etapa de unién en la que estuvieran involucrados mas de un grupo reactivo del
soporte a morfologia de |la agarosa (fibras anchas) desempefaria un papel decisivo en la
velocidad de inmovilizacién.

1.1.- MECANISMO DE UNION DE ENZIMAS A SOPORTES GLIOXIL-AGAROSA

Se tenian algunos indicios que nos hacian pensar que la unidn covalente
multipuntual de enzimas a soportes glioxil-agarosa transcurria a través de enlaces quimicos
reversibles que solo daban lugar a una union irreversible cuando tenian lugar varias
uniones (reversibles) enzima-soporte.

Para comprobar estos indicios se estudié la influencia de algunos parémetros en la
velocidad de union enzima-soporte.

1.1.1.- INFLUENCIA DE LA DENSIDAD SUPERFICIAL DE GRUPOS REACTIVOS EN EL
SOPORTE

Para estudiar el efecto de la densidad superficial de grupos reactivos en el soporte,
en la velocidad de unién de {as enzimas a los soportes glioxil-agarosa, se escogid la PGA.

Con objeto de comparar solo el efecto de la densidad superficial de grupos
reactivos, se emplearon soportes Glioxil-agarosa con 75 y 15 umoles de grupos glioxil/ml
gel, mantenienda la cantidad de grupos constante {para esto afiadiamos § veces mas de
soporte Glioxil-agarosa de 15 umoles/ml get que de 75).
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En la tabla 6, se muestran los resultados obtenidos en la unién de PGA a 25°C a
soportes glioxil-agarosa con distinta densidad superficial de grupos reactivos, tomando
como tiempo aquel en el que se observa que se ha unido el 100% de {a PGA al soporte
Glioxil 75-agarosa.

TFabla 6: Porcentaje de PGA adsorbida a 25°C a soportes Glioxil-agarosa
SOPORTE 75 ymoles /mi gel 15 umoles fmi gel

GLIOXIL 100 % 2%

En esta tabla, se observa que cuando la PGA ofrecida a soportes glioxil con 75
umoies/ml gel (alta densidad superficial de grupos reactivos en el soporte) se ha
inmovilizado completamente, no se observa inmovilizacién apreciable en el caso de
soportes glioxil-15 umoles/mi gel (baja densidad superficial). Estos resultados parecen

indicar que [a densidad superficial de grupos en el sopoarte reactivos (y no [a concentracion)
influye notablemente en la velocidad de inmovilizacion a soportes glioxil.

1.1.2.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INMOVILIZACION

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en la unién de PGA a dos
temperaturas distintas (25 y 4°C) a soportes glioxil-agarosa con 75 umoles de grupos
glioxii/m} gel. Tomando como tiempo, el que tarda [a PGA en unirse a 25°C a soportes
Glioxil (unidn det 100% de PGA ofrecida), y comparando con el porcentaje de enzima unido
si la inmovilizacion tiene lugar a 4°C (0,5%), se observa que la dependencia de la velocidad

de unién con la temperatura es muy grande.

SOPORTE T2, 25°C T%: 4°C
GLIOXIL-T5 100% 0.5%
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1.1.3.- UNION DE CEFALEXINA A SOPORTES GLIOXIL-AGAROSA
Para poder dilucidar e} mecanismo de inmovilizacion de enzimas a soportes glioxi)-
agarosa se escogio la molécula de Cefalexina Esta molécula posee un solo grupo amino de
pK similar al amino-terminal de las proteinas. La molécula de Cefalexina no se une a
soportes Glioxil-agarosa con 75 umoles/ml gel. Esto indica que fa unién de proteinas a
soportes Glioxil por un punto {la Cefalexina solo posee un grupo amino} no es posible.
¢ Analizando los resultados obtenidos en el estudio de la influencia de determinados
parametros en la velocidad de inmovilizacion de PGA a soportes glioxil-agarosa
podemos destacar los siguientes puntos:

1. Gran dependencia de la velocidad de inmovilizacion con la densidad

superficial de grupos reactivos en el soporte: para {a primera inmavilizacion de
la proteina se necesita una unién simultanea por al menos dos puntos. El que

la proteina sea capaz de encontrar varios grupos (soportes con alta densidad
superficial de grupos) reactivos seria decisivo en la velocidad de

inmovitizacion de esta al soporte.

2. Gran dependencia con la temperatura: La unidén enzima - soporte a pH 10,0 va

atener lugar a través de mas de un grupo de la enzima requiriéndose para ello
gran vibracion. Esto hace que el factor temperatura sea de gran importancia en
la velocidad de inmovilizacion,

3. Muy diferente a la unién de Cefalexina (pK parecido al amino-terminal): Esto

es logico puesto que la reaccion tiene lugar por al menos dos grupos amino de
{as lisinas.
Esto parece indicar que la primera union proteina -soporte glioxit involucra
por lo menos a dos grupos reactivos del soporte (Esquema 6).
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ESQUEMA 6: Mecanismo hipotético de Inmovilizacién de enzimas
a soportes Glioxil.

1.2.- COMPARACION CON OTROS TIPOS DE UNIONES PROTEINA-SOPORTE: UNION
A SOPORTES GLUTARALDEHIDO-AGAROSA

Para estudiar el tipo de unién que tiene lugar al inmovilizar una proteina a soportes
agarosa - glutaraldehido, se escogi6 la PGA. Trabajando a pH 6,0, solo los grupos amino de
bajo pK {amino - terminal) podrian reaccionar con el soporte.

Debido a la existencia de grupos amino cargados positivamente en el soporte
glutaraldehido-agarosa se estudid la influencia de la fuerza idnica en la velocidad de
inmovilizacion de la PGA. En la figura 17, se representa el curso de inmovilizacién de la
PGA a 25°C a sopories Glutaraldehido-(75 pmoles /ml gel)- Agarosa a distinta fuerza
idnica. En ella se representa el porcentaje de enzima inmovitizada en el soporte apH: 6,0 a
distintos tiempos de reaccion.

En la grafica se observa como a medida que sumentamos la fuerza ionica del
medio, la inmovilizacién se ralentiza. Esto indicaria que a baja fuerza idnica: la primera
union enzima - soporte es electrostatica (dependiente de la fuerza idnica). Cuando
inmovilizabamos en tamp6n Fosfato 50 mM, NaCl 400 mM pH 6,0 la cinética de union era
igual a la obtenida en tampén Fosfato 50mM, NaCl 200 mM pH 6.0 por lo que este Gitimo
tampén seria suficiente para eliminar o por [0 menos reducir notablemente la interaccién
electrostatica. Por este motivo, para experimentos posteriores se trabajaba en tampén
Fosfato 50mM, NaCl 200 mM pH 6,0.
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FIGURA 17: Unién de PGA a soportes Glutaraldehido-Agarosa
a distinta fuerza ionica, pH 6,0, 25°C.

1.2.1.- INFLUENCIA DE LA DENSIDAD SUPERFICIAL DE GRUPOS DEL SOPORTE

En la figura 18, aparecen representadas las cineticas de union de PGA a soportes
Glutaraldehido de 75 y 15 pmoles de grupos reactivos/mi gel. Para comparar la cinética de
unién de proteinas a soportes con distinta densidad de grupos, se mantuvo una

concentracion de grupos reactivos similar (afladiamos 5 veces mas del soporte con 15

umoles /mi de get que del de 75 pmoles/mi de gel).

La densidad superficial de grupos reactivos _en el soporie no_influye en la

velocidad de union de la PGA a soportes glutaraldehido siendo ésta controlada tan solo por

la cantidad de grupos reactivos.
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FIGURA 18: influencia de la densidad superficial de grupos del soporte
Giutaraldehido-Agarosa en la velocidad de inmovilizacion de la PGA,
Condiciones: Fosfato 50mM, NaCl 200mM, pH 6,0, 25°C.

1.2.2.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

El efecto de la temperatura en la velocidad de inmovilizacién de la PGA a soportes
Glutaraldehido-75 pmoles de grupos reactivos/mi de gel (Fosfato 50 mM, NaCl 200 mM pH
6,0) se refleja en la figura 19.

El aumento de la temperatura se traduce en un incremento en la velocidad de union
enzima-soporte, si bien, este incremento es moderado (al bajar la temperatura de 25 a 4°C

la velocidad es unas tres veces mas lenta).

85



Agarosa como Soporte para Interacciones Multipuntuales

g 200"

5

< 1 60 T

o

o

< 1201

-

o~

= 801

@

L

] 404 |

£

8 ok

=1 1 T

37°C  25°C  4°C
FIGURA 19: influencia de la temperatura en el tiempo que tarda en adsorberse

a soportes Glutaraldehido un 25% de la PGA ofrecida. Condiciones:
Fosfato 50mM, NaCl 200mM, pH 6,0.

1.2.3.- UNION DE LA MOLECULA DE CEFALEXINA A SOPORTES GLUTARALDEHIDO-
AGAROSA:- - - -

Con el fin de verificar el tipo de unidon enzima-soporte Glutaraldehido que tiene
lugar: se escogid la molécula de Cefalexina, que posee un solo grupo amino de pK similar
al pK del amino-terminal de las proteinas, comparando la velocidad de unién de la
Cefalexina con la de otra enzima (PGA) a soportes Glutaraldehido (Tabla 7):

Tabla 7: Comparacion de! porcentaje adsorbido de PGA y de Cefalexina al cabo de 1,5 h.
SOPORTE UNION PGA UNION CEFALEXINA
GLUTARALDEHRIDO 50 % 47 %
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En esta tabla se observa que la velocidad de unién es practicamente igual en

ambos casoes o que indica que la enzima se une al soporte por un solo grupo amino de pK
similar al pK del grupo amino de la Cefalexina. Las caracteristicas de la unidén de las
proteinas a soportes Glutaraldehido (empleando como proteina modelo la PGA) se pueden
resumir en los siguientes puntos (Figura 20):

100 4

—e—GLUT75-Fos50mM+NaCI1200mM, pHS,0:25°C
« - GLUT16-Fos50mM+NaCi200mM, pHs,0,25°C
——GLUT15-FosS0mM, pHE,0;25°C

—s—GLUT75-Fos50mM+NaCl200mM, pH6,0; 4°C

%PGA unida

» - GLUT46-Fos50mM+NaGi200Mm, pH6,0:4°C

0 5 10 15 20
tiempo (h)

® INTERACCION INDEPENDIENTE: DE LA FUERZA IONICA,
DE LA DENSIDAD DE CARGA DEL SOPORTE.
® DEPENDENCIA MODERADA CON LA TEMPERATURA

FIGURA 20: Unidn de PGA (N-terminal) a soportes Glutaraldehido-Agarosa.

1.- Independencia con Ja densidad superficial de grupos reactivos del soporte
2.- Dependencia moderada con la Temperatura,
3.- Unidn similar a la de la molécula de Cefalexina.
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De estos resultados podemos confirmar que la union de enzimas a soportes
glutaraldehido (a alta fuerza ionica) transcurre a través de una primera unién unipuntual

por un grupo amino de bajo pK (presumiblemente el amino terminal).

1.3.- IMPORTANCIA DE LA MORFOLOGIA DEL SOPORTE EN UNIONES UNI Y
MULTIPUNTUALES

Como se ha demostrado anteriormente, al inmovilizar las enzimas a soportes
glioxil, el mecanismo de union transcurre a través de una primera etapa que implica a mas
de un grupo reactivo del soporte, en este caso podria pensarse que la morfologia del
soporte debe desempeitar un papel decisivo en la velocidad de inmovilizacion.

« La agarosa esta constituida por fibras gruesas (200 A de diametro) que para la
mayoria de las proteinas semejan una superficie pfana contra Ja cual
interaccionan. La buena congruencia geométrica de las enzimas con estos
soportes favoreceria la interaccion multipuntual enzima-soporte Glioxil agarosa.

¢ Sin embargo, otro tipo de soportes, como son, soportes Toyopear por su
estructura tipo fibras finas {de diametro mucho menor) dificultarian 1a interaccion
multipuntuat (enzima-soporte Glioxil Toyopearl).

Y, si el mecapismo de inmovilizacidn transcurria como primer paso por un sdélo

punto (proteina-soporte Glutaraldehido), la cinética de unidén seria independiente de la
morfologia del soporte empleado( fibras anchas/fibras finas).

1.3.1.- INFLUENCIA DE LA MORFOLOGIA DEL SOPORTE (FIBRAS ANCHAS/FIBRAS
FINAS) EN LA UNION DE PROTEINAS A SOPORTES GLIOXIL.

La primera interaccion proteina-soporte glioxil parece invelucrar mas de un grupo
reactivo del soporte. En la figura 21 aparece representada la velocidad de inmovilizacion de
dos proteinas de distinto tamaiio (PGA Pm: 88KD, p-Galactosidasa Pm: 200KD) a soportes
de diferente morfologia. La dependencia con et soporte es nolable, tanto mas cuanto mayor
es el tamafo de fa proteina. Ambas enzimas se unen rapidamente a soportes agarosa-
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glioxil 75. Sin embargo cuando empleamos soportes toyopearl Ia union es mucho mas lenta

en el caso de la PGA, y la B-galactosidasa no se une.

PGA: B - GALACTOSIDASA
100 - 100 -
751 = GLIOXIL-15- s 757
B AGAROSA = = GLIOXIL-75-
S 504 ~~GLIOXIL-15- 50 - AGAROSA
< TOYOPEARU 3
o o ~GLIOXIL-T5-
2 25- ‘254 TOYOPEARL
2
0 L] T T 1 0 L] L4 L] L]
0 50 100 0 30 60 90 120
tiempo (min}) tlempo (min)
AGAROSA: SOPORTE IDEAL PARA UNIONES MULTIPUNTUALES
FIGURA 21: Unién de distintas enzimas a soportes con diferente morfologia.

En {a figura 22 se esquematiza la explicacion mas probable: debido al diametro de
las fibras de agarosa, la proteina “confunde” a esta con una superficie plana {gran tamaiio
de las fibras de agarosa frente al tamafio de la proteina) facilitandose la multiinteraccion
proteina-soporte por la buena congruencia de este. Este efecto es mas significativo cuanto
mayor es €l tamaio de la proteina a inmovilizar (B-Galactosidasa). Sin embargo al emplear
soportes Toyopear!, la congruencia del soporte con la enzima es menor por lo que la union
multipuntual enzima-soporte glioxil estd mucho mas dificultada y esto se hace notar en la
velocidad de inmovilizacion de las enzimas a estos soportes. L.a agarosa por su morfologia
de superficie plana es un soporte ideal para la unién multipuntual de enzimas.
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s _od Gk )
b-GALACTOSIDASA
SR N
AGAROSA TOYOPEARL
(fibras anchas) (fibras finas)
FIGURA 22: Efecto de la morfologia del soporte.

1.3.2.- INFLUENCIA DE LA MORFOLOGIA DEL SOPORTE EN LA UNION DE ENZIMAS
A SOPORTES GLUTARALDEHIDO

Los datos obtenidos anteriormente indican que la interaccion proteina-soporte
glutaraldehide (a alila fuerza idnica) tiene lugar a lravés de una primera interaceién
unipuntual. A pH 8.0 esta interaccidn transcume por un grupo amino de bajo pk
{seguramente &l amino terminal). A continuacidn, se estudia la influencia de la morfologia
del soporte en la velocidad de inmoviiizacion de fa PGA, representando en Ia figura 23 los
resultados oblenidos En esta grafica se observa que la cinética de inmovilizacion de |a
PGA a soportes glutaraldehido es independiente de la morfolagia del soporie empleado.

a0



Agarosa como Soporte para Interacciones Multipuntuales

100 -

L}
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g
p - AGAROSA
©
% - TOYOPEARL

o b T T T T r I 1 Fr

0 5 10 15 20
tiempo {h)

@ PRIMERA UNION POR N-TERMINAL
@ INDEPENDENCIA CON EL TIPO DE SOPORTE

FIGURA 23: Unién de PGA en tampdn Fosfato 50mM, NaCl 200mM pH 6,0;
a soportes Glutaraldehido con distinta morfologia.

También se llevd a cabo el mismo experimento pero esta vez con una enzima de
mayor tamafo; la_B -Galaciosidasa de Kluyveromyces lactis (Pm 200 KD) (Cavaille, D. y
col. 1995). Los resultados obienidos se muestran en la {zbla 8.
Tabla 8: Velocidad de unién de la §-Galactosidasa a soportes con distinta morfologia

TIEMPO SOPORTE [ 9% § -GAL UNIDA
0 AGAROSA - 15 0%
TOYOPEARL- 15 0%
30° AGAROSA - 15 26%
TOYOPEARL - 15 20%
3h AGAROSA -15 38%
TOYOPEARL-15 | 34%
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En ambos casos, independientemente del tamafio de la proteina escogida, fa
morfologia del soporte no influye en la velocidad de inmovilizacién a soportes glutaraldehido,

La inmovilizacion de proteinas a soportes_Glutaraldehido. tiene lugar a través de una

primera union unipuntual, por un grupo amine de bajo pK, de manera que la morfologia del

soporie empleado, al ser la primera union unipuntual, no influye en la velocidad de
inmovilizacion al soporte.

2.- ADSORCION MULTIPUNTUAL DE LIPASAS A SOPORTES HIDROFOBICOS

Como se explicaba en la introduccion: las lipasas poseen una cadena proteica en o-
hélice gue actia a modo de “tapadera” del centro activo. En medio acuoso homogéneo, el
enzima se encuentra en equilibrio tapadera abiertaftapadera cerrada, estando éste
equilibrio normatmente desplazado hacia fa forma cerrada. Cuando fas lipasas se
encuentran con una interfase lipido-medio acuoso, tiene lugar ta unién mulfipuntual
interfase hidrofabica-lipasa (area hidrofdbica situada airededor del centro activo). El
equilibric se desplaza hacia la forma abierta (esquema 7}, exponiendo el centro activo al
medio de reaccion (Malacata, F.X. y col. 1892; Mingarro, Y. y col. 1995) y observandose un
aumento de actividad respecto a la obtenida en ausencia de interfase (adsorcion
interfacial). La agarosa es un soporte hidrofilico, al que podemos derivatizar introduciendo
grupos hidrofébicos en su superficie. E! soporte hidrofébico por interaccion multipuntual con
la tapadera, también hidrofébica podria actuar a modo de interfase sélida provocando la
aperiura de la tapadera y posibifitando el acceso del sustrato al centro activo. Al ser la
interaccién multipuntual el empleo de soportes de morfologia tipo fibras anchas, en
principio podria facilitar ia adsorcion interfacial de lipasas.
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- LIPASAS: ENZIMAS QUE POSEEN UNA CADENA PROTEICA (TAPADERA)

1.- EN MEDIO ACUOSO HOMOGENEO

&-— &

2.- EN PRESENCIA DE INTERFASE LIPIDO-AGUA

EQUILIBRIO DESPLAZADO HACIA LA FORMA ABIERTA

SOPORTE HIDROBICO

VALIDEZ DE LA AGAROSA

ESQUEMA T: Mecanismo de accion de lipasas.

2.1.- EFECTOS DE LA ADSORCION DE LIPASAS A SOPORTES HIDROFGOBICOS

Para estudiar la validez de los soportes hidrofébicos de agarosa en procesos de
adsorcién interfacial de lipasas (esquema B), se han elegido soportes con alto grado de
hidrofobicidad  {octil), Las lipasas de: Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens y
Rhizopus faponicus se adsorbisron & sopories muy  hidrofdbices (Octil-Sepharosa)
estudiando los efectos de dicha adsorcion. La adsorcidn de las lipasas se realizo en
distintas condicicnes:
e Adsorcion 8 25°C: en gusencia y en presencia de NaC| 1,0M,
= Adsorcion a 4°C: en ausencia y en presencia de MaCl 1,0 M.

En todos los casos, una vez adsorbida |z lipasa, se media la actividad de la
suspension. En la figura 24, aparece representado el aumento de actividad (%) de |a lipasa
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adsorbida al soporte hidrofobico fremte a las lipasas solubles incubadas en las mismas
condiciones en las gue se habia realizado la adsorcion,

4

& -ax—- B

VARIANDO LAS CONDICIONES DE ADSORCION : T®, FUERZA
IONICA, SOPORTE

DISTINTA APERTURA DE LA TAPADERA

ESQUEMA 8: Adsorcion interfacial de lipasas a soportes hidrofoblcos.

En general, parece que la lipasa en presencia de un soporte hidrofébico, que simula
una interfase lipido-aqua, se adsorbe de forma que se provoca una aumento de actividad
(respecto al valor obtenido en ausencia de interfase). Este aumento de actividad, varia con
la lipasa empleada, asi coma con las condiciones utilizadas en la adsorcion, pudiendo dar
aumentos de actividad del 900 % tal y coma se observa en la figura para el caso de

Rhizopus japonicus.
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RHIZOPUS JAPONICUS PSEUDOMONAS FLUORESCENS
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FIGURA 24: Hlperactivacion {respecto al blanco) de la lipasas adsorblda a
soportes Octil -agarosa,

2.2.- ADSORCION A SOPORTES CON DISTINTA MORFOLOGIA ¥ DIFERENTE GRADO
DE HIDROFOEBICIDAD

A continuacion se estudio la influencia de la hidrofobicidad del soporte asi como de
su morfologia en la velocidad de union lipasa-soparte.

2.2.1.- VELOCIDAD DE UNION LIPASA-SOPORTE.

Para ver el efecto del grado de hidrofobicidad del soponte en la velocidad de unién
a soportes de agarosa (fibras anchas), se escogieron soportes Octil, Fenil v Butil Agarosa,
Asimismo, para poder comparar el efecto de la morfologia del soporte, se trabajo también
con sopories Fenil-Toyopear (fibras finas).
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En fa tabla 9, aparecen reflejados los porcentajes de la lipasa de Rhizopus niveus
adsorbida a 25°C, a cada uno de los soportes:

Tabia 9: Porcentaje de lipasa adsorbido a distintos soportes hidrofébicos
Tiempo Soporte % Ads

2h AgsOctil 71%
AgsFenil 55%

AgsBultil 10%

ToyoFenil 8%

En esta tabla se observa que:

+ El procentaje de lipasa adsorbida al cabo de 2 horas, varia con el grado de
hidrofobicidad del soporte (octil, fenil, butil), siendo la adsorcion mas rapida cuanto
mayor es la hidrofobicidad del soporte (octil).

e Si comparamos soportes con la misma hidrofobicidad (fenil) y distinta morfologia: la
adsorcion a soportes de agarosa es mas rapida.

Cuando se adsorbe a 4°C la lipasa de Pseudomonas fiuorescens, se observa un

comportamiento muy parecido (tabla 10).

Tabla 10: Porcentaje de lipasa adsorbido a distintos soportes hidrofébicos

Tiempo Soporte %Ads.

1h AgsOctil 80%
AgsFenil 50%

AgsButil 15%
ToyoFenil 20%

De los datos mostrados en ambas tablas, puede deducirse que:
+« Con soportes de agarosa (“superficie plana”): En ambos casos se observa que a
medida que la hidrofobicidad del soporte aumenta, se incrementa la velocidad de

adsorcién de la lipasa.
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« Comparando soportes con el mismo grado de hidrofobicidad pero distinta morfologia
{Agarosa Fenil y Toyopearl Fenil). La velocidad de adsorcién de la lipasa depende de la
morfologia del soporte. Cuando el soporte es tipo “superficie plana” la adsorcion es mas
rapida que cuando la lipasa interacciona con fibras finas.

Al adsorber la lipasa de Pseudomonas fluorescens a 25°C se observaba el mismo
comportamiento en la velocidad de adsorcion pero podrian existir diferencias en el tipo de
interaccion que darian lugar a una mayor o menor hiperactivacion de la lipasa respecto al
blanco. Para saber si la morfologia del soporte determinaba este factor, con los derivados
obtenidos se estudiaron diferencias en la forma de inmovilizacion, escogiéndose derivados

preparados con soportes de diferente morfologia (Octil-Agarosa y Fenil-Toyopearl).

En la Figura 25 se muestran las hiperactivaciones observadas para ambos
derivados, previa incubacién a 4°C durante 24 h. Cuando se emplean soportes Qctil-
Agarosa se produce un aumento de la actividad de la lipasa adsorbida frente a la lipasa en
ausencia de interfase hidrofdbica (blanco). Sin embargo el emplec de soportes hidrofébicos
Fenil-Toyopearl, permiten la adsorcion de la lipasa pero dicha adsorcion provoca incluso la

disminucion de un 50% de la actividad frente al blanco.

g7



Agarosa como Soporte para Interacciones Multipuntuales

..ﬂ;.. 525"

o~

T

- 425t

3]

p.=.

S 251 JAGAROSA-OCTIL
]

o

w 225+ OTOYO-FENIL
=

o 126¢

pr

c

E 254

= |

« -754&

FIGURA 25: Adsorcion de lipasa de Pseudomenas Fluorescens a sopories hidrotobicos.
Influencia del tipo de soporte v de la fuerza ibnica empleada en el ensayo de
medida de actividad en la hiperactivacidn (medida respecto al blanco)
provocada por la adsorcidn interfacial,

Con los resultados obtenidos se desarrolld la siguiente hipdtesis: La morfologia del
soporte influye no sblo en la fortaleza y velocidad de unidn sing en la forma en que |a lipasa
puede interaccionar con el saporte (figura 26).

e Cuando empleamos soportes ge agarosa (fibras anchas): la adsorcion multipuntual
lipasa-agarosa hidrofabica produce una apertura de |3 tapadera que posibilita el acceso
del sustrato al centro activo, siende el grado de aperiura modulable por factores tales
como la fuerza ionica, La lipasa se unina al scporie (superficie-plana) por las esquinas
de la tapadera, dejando libre el centro active,
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» En el casc de fenil-toyopeari las fibras (hidrofabicas) son finas y la lipasa puede
acoplarse a ellas cerrando asi el centro activo e Impidiendo el acceso de subsiratos
(incluso de pequefio tamafio).

]
LR

ROSA TOYOPEARL

AGA

FIGURA 26: Hipotético mecanismo de unién.

g9



Agarosa como Soporte para Interacciones Multipuntuales

CONCLUSIONES:

1.- Interaccién covalente multipuntual agarosa - proteina

El estudio de la influencia de determinados factores en la union de PGA (proteina

utilizada como modelo) a soportes agarosa nos lleva a las siguientes conclusiones. La

uniéon de proteinas a soportes activados con grupos convencionales, ejemplificada en el

caso del Glutaraldehido a alta fuerza idnica.

Es independiente de la densidad superficial de grupos reactivos del soporte
empleado.

Presenta una dependencia moderada de la velocidad de inmovilizacion con
la temperatura.

Presenta una velocidad de unidn similar a la molécula de Cefalexina (pK
parecido al amino terminal de la PGA).

Es independiente de fa morfologia del soporte empleado en la

inmovilizacion.

Todo esto, indica que a alta fuerza ionica fa_primera unién proteina - soporfe

Glutaraldehido tiene lugar por un solo punto (aminc de bajo pK, seguramente a través del

arnino - terminal).

En cambio, cuando se trata de soportes Glioxil, las caracteristicas abservadas

fueron las siguientes:

Gran dependencia con la densidad superficial de grupos reactivos del
soporte.

Gran dependencia con la temperatura.

Velocidad de union muy diferente a la de la molécula de Cefalexina.

Gran dependencia con la morfologia del soporte empleado en Ia
inmovilizacién, siendo esta diferencia mas drastica cuando el tamaiio de la
proteina es mayor.
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Estas caracteristicas indican que /a primera unién protefna-soporte glioxil tiene lugar

al menos por dos puntos.

» Esto da lugar a una nueva orientacion (respecto a los métodos convencionales) a través
de la region de la proteina mas rica en aminoacidos reactivos.
En este caso, la morfologia de la agarosa hace de esta un soporte ideal para la unioén

multipuntual.

2.- Adsorcion Hidrofébica Multipuntual de Lipasas
Los soportes hidrofobicos de agarosa pueden ser empleados para procesos de
Cromatografia Interfacial de lipasas. En_general, una mayor_ hidrofobicidad del_soporte

facilita fa_adsorcién de la lipasa. Ademas la morfologia del soporte también influye en la

vejocidad de unién estando, en general,_favorecida en soporfes de agarosa frente a

Toyopearl.
La adsorcién parece ser diferente al variar ia morfofogia interna del soporte
empleado:

« Agarosa: Debido a su estructura tipo superficie, la unién parece tener lugar
por los extremos de la tapadera hidrofébica, quedando el centro activo en
un bucle que permite el acceso del sustrato,

» Toyopearl: en este caso [a interaccién podria tener lugar por una zona mas
préxima al centro activo, dificultdndose el acceso del sustrato.

La agarosa es un buen soporte para la adsorcion interfacial de lipasas sobre
superficies solidas.

La morfologia de la agarosa, capacita especialmente a este soporte para procesos
de interaccion muitipuntual proteina-soporte.
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Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos

INTRODUCCION

1.- CROMATOGRAFiA DE PROTEINAS NATIVAS SOBRE QUELATOS METALICOS

La Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metdlicos, desarrollada por Porath en
1975 (Porath, J. 1975), se basa en la interaccién entre determinados residuos superficiales
de proteinas (Histidinas, Cisteinas y en menor grado Triptdfanos} y cationes de metales de
transicion que se encuentran formando quelatos con ligandos policarboxilicos (Yip, T-T. y
col. 1994) (Figura 27).

El ion metalico actda como aceptor de electrones (acido de Lewis), pero el centro
de la adsorcidon no implica solo al metal sino que se forma un complejo estable en el que
participa el complejo ligando-metal. Antes de la interaccion el complejo se encuentra
coordinado por moléculas de agua, pero la interaccion de las proteinas tiene lugar por la
sustitucion de estas moléculas de agua por residuos (no contiguos) de His principalmente
{Anspach, F.B. 1994; Hemdan, E.S. y col. 1985), que actidan como donadores de electrones
(compartidos por toda la estructura) (Porath, J. 1992; Mallia, A.K. y col. 1992). De esta
manera, profeinas que tengan en su superficie residuos His con diferente densidad y
distribucion interaccionaran con diferente intensidad con estos geles y tanto por adsorcion
selectiva como por desorcién controlada con concentraciones crecientes de imidazol
podrian separarse las diferentes proteinas (Hochuli, 1985; Kato, Y. y col. 1986; Luong,
C.B.H. y col. 1992; Andersson, L. y col. 1985; Figueroa, A. y col. 1986; Woker, R. y col.
1992; Porath, J. y col. 1981). De hecho, en algunos casos se han logrado purificaciones
casi totales mediante esta sencilla técnica cromatografica (Porath, J.. 1988). Esto unido a la
continua aparicion de nuevos soportes de afinidad (Miron, T. y col. 1981; Hemdan, E.S., y
col. 1985; Rassi, Z. y col. 1986; Hochuli, E.. y col. 1987; Anspach, F.B. 1954} hace de la
Cromatografia de afinidad sobre guelatos metélicos una buena herramienta para la
purificacién de proteinas. En ia actualidad ha tenido diversas aplicaciones: analisis de Ia
composicion de aminoacidos de algunos péptidos (Yip, T.T. vy col. 1989), separacion de
péptidos y «-aminoacidos (Rothenbilhler, E. y col. 1979), separacidn de anticuerpos
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monoclonales (Belew, M. y col. 1986), evaluacién de la estructura de la superficie de
algunas profeinas {Hemdan, E.S. y col. 1989),

yd
S S S SSSS

H,0

FIGURA 27: Soporte quelato metalico.

2.- PROTEINAS DE FUSION
En los afos ochenta ha tenido lugar el desarrollo definitivo de la ingenieria de
proteinas pudiéndose preparar proteinas de fusién por union de genes de dos proteinas, de
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una proteina y un poli-péptido, etc (Ljungquist, C. 1989) A partir de estas nuevas l&cnicas
se comprobo que la fusitn de proteinas con colas de 4, 8 u 8 histidinas producia unas
proteinas quimeéricas con una altisima afinidad hacia los quelatos metalicos (figura 28). Esta
fusion, apenas provoca cambios en la estructura y funcion (actividad-estabilidad) de las
proteinas de interés y por ello, hoy en dia, muchisimas enzimas industriales se producen
tusionadas con poli-His y de este modo se pueden purificar facilmente en un solg paso por
Cromatografia de Afinidad sobre quelatos metalicos (Paborsky, LR y col 1986 Piesecki,
5.y col, 1993),

His é '.._E ‘
| His — His— Hizs— His— His— HI

NH
His Imidazed

Tla PROTEINAS FUSIONADAS ‘

:i] /Hi
1 ‘

PROTEINAS NATIVAS

FIGURAZE: Afinidad de proteinas hacla quelatos matillcas ‘

A escala laboratorio se suelen adsorber conjuntamente estas proteinas de fusion y
las proteinas nativas con mayor afinidad. Posteriormente se disefa una desorcion selectiva
{con gradientes de imidazol o de pH), donde las proteinas nativas se desorben antes que
las proteinas de fusion, desorbiéndose estas dltimas finzlmente practicamente puras. A una
escala mas industrial, la reduccion de! volumen de la columna cromatografica adquiere
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especial relevancia y por ello fa posibitidad de adsorber casi anicamente las proteinas de
fusion adquiere una importancia considerable pues nos permitiria optimizar la velocidad y el
coste del proceso de purificacién (figura 29).

1.- PURIFICACION CONVENCIONAL (ESCALA LABORATORIO)
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2.- PURIFICACION POR ADSORCION/ DESORCION SELECTIVA
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FIGURA 29 « ASOCIARLO A TECNICAS DE INMOVILIZACION

3.- GELES DE AGAROSA COMO SOPORTES PARA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
SOBRE QUELATOS METALICOS
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La preparacidén de soportes requiere ! empleo de matrices adecuadas. Por su
caracter extremadamente inerte e hidrofilico los geles de agarosa son soportes casi-ideales
para disefiar cromatografia de afinidad de proteinas. Introduciendo los ligandos
correspondientes podremos asegurar que tendremos una interaccién pura entre las
proteinas y los ligandos sin ninguna interferencia de interacciones adicionales proteina-
soporte. Sin embargo, tal y como indicamos en la Introduccién General de esta tesis
doctoral, los geles de agarosa estdn constituidos por fibras gruesas de polisacaridos, las
cuales cuandc estdn muy activadas pueden dar lugar a diferentes interacciones
multipuntuales con proteinas que si bien presentan muchas ventajas en procesos de
inmovilizacion multipuntual, pueden dificultar la optimizacidén de los procesos de
cromatografia de afinidad.

La interacciéon entre la proteina y la matriz no tiene lugar directamente, sino a
través de la formacién de un quelato metalico, por 1o que es preciso la previa derivatizacion
de la matriz hasta la formacion del queiato. Para ello, en nuestro caso, realizdbamos la
activacién de agarosa con reactivos bifuncionales (Sundberg, L. y col. 1974; Hemdan, E.S.
y col. 1985) de diversa longitud (y con distinto grado de activacion) introduciendo grupos
epbéxido que pueden interaccionar con ligandos quelantes (IDA) obteniendo el soporte
agarosa - acido dicarboxilico que por posterior interaccién con un metal de transicion nos
daria el soporte agarosa-quelato metalico (Esquema 9)
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ESQUEMA 9

4.- CROMATOGRAFIA DE PROTEINAS NATIVAS, PROTEINAS DE FUSION
MONOMERICAS Y PROTEINAS DE FUSION MULTIMERICAS

La interaccion de los quelatos metalicos puede tener diferentes requerimientos
dependiendo del tipo de proteinas que queramos purificar.
» Las proteinas nativas podran adsorberse més o menos dependiendo de la densidad de

ligandos, de Ia longitud del brazo espaciador y del catidn empleado para la preparacion
det quelato. Variando estos parametros quizas podremos optimizar tanto ia adsorcidn
como la desorcion selectiva de las proteinas nativas y ello nos permitiria disefiar
diferentes protocolos de purificacion de proteinas.
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» Para purificar proteinas monomeéricas fusionadas con una unica cola de poli-His afiadida
al amino terminal, podria ser interesante reducir al maximo la adsorcion de las proteinas
nativas para lograr que el primer proceso de adsorcién sea ya lo mas selectivo posible.

En este caso se escogido como proteina monomérica fusionada, Glutaril acilasa
fusionada con una cola de 6 histidinas. La Glutaril acilasa nativa de Acinetobacter sp.
ATCC53891, estd formada por dos subunidades distintas que estan procesadas a partir
de una cadena polipeptidica precursora (inica. Una subunidad « con un peso molecular
de 16.000 y la subunidad B de 54.000. Las dos subunidades estan unidas por fuerzas
hidrofébicas y de plegamiento (Sudhakaran, V.K. y col. 1982). Como acabamos de
mencionar, esta proteina se forma a partir del procesamiento de un monodmero por fo
que la proteina fusionada, solo posee un Gnico dominio de fusion.

« Para purificar proteinas diméricas con dos dominios de fusidon hemos de tener en cuenta

gue se podrian formar uniones multipuntuales (favorecidas al emplear soportes de
agarosa), bien entre 1as dos colas poli-His y dos quelatos e incluso entre dos colas poli-
His y un dnico quelato. En ambos casos la adsorcion selectiva seria incluso mas sencilla
pero el problema puede ser la desorcidn en ¢ondiciones suaves, ya que probablemente
sea preciso bajar mucho mas el pH o aumentar la concentracién de imidazo! para lograr
la desorcion.

En este caso, como proteina dimérica con dos dominics de fusién se escogio la D-
Aminoacido oxidasa fusionada. Esta enzima proviene de la DAO nativa de Trigonopsis
variabilis, 1a cual es una enzima citoplasmaética formada por dos subunidades. El peso
molecular del monomero corresponde a 86.000 D y posee dos moléculas de FAD unidas
no covalentemente a cada una de las subunidades (Szwajcer, E. y col. 1985; D Aniello,
A. y col. 1893). Como consecuencia de Jo que acabamos de mencionar, la fusion de
colas de histidina tiene lugar en ambos dominios. Se tratara de estudiar la posibilidad de
la union al soporte de agarosa por ambos dominios de fusion a través de cada una de
ias colas de histidinas ya que debido a la morfologia de la agarosa, este soporte es ideal
para unjones multipuntuales. '
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OBJETIVOS

+ La agarosa, es un sopoite bastante inerte e hidrofilico, pero debido a su morfologfa,
superficie plana, la inferaccion proteina-soporte estd muy favorecida con lo que en
procesos de purificacion de proteinas es posible que otras proteinas queden retenidas.
Esto dificulta la purificacién de proteinas, de manera que, en primer lugar se
caracterizaran los soportes, para abordar seguidamente el problema de las adsorciones
inespecificas. E! propdsito es llevar a cabo adsorciones selectivas de la proteina de
interés.

e En este capitulo, también se tratara la posibilidad de inmovilizar proteinas con dos
dominios de fusion, por interaccion de ambas colas de histidinas con soportes con gran
densidad superficial de grupos reactivos.

1.- Caracterizacion de distintos soportes de agarosa para_la purificacion por
adsorcidn/desorcién_selectiva _de proteinas fusfonadas por Cromatografia de

Afinidad sobre Quelatos Metalicos

La adsorcién/desorcion selectiva presenta algunas ventajas frente a la purificacién
convencional (adsorcion de todas fas proteinas con afinidad y desorcién gradual hasta ia
obtencidn de la proteina de interés):

+ Podemos cargar todo el soporte con la proteina de interés: se reduce el
tamafnio de las columnas para la obiencidn de una misma cantidad de
proteina purificada.

» Podemos obtener ia proteina purificada mas concentrada.

+ Es posible asaociar la adsorcion selectiva a |a inmovilizacion.

Para lograr abordar la purificacion de proteinas fusionadas por adsorcion selectiva a
los soportes de afinidad, nos centraremos en primer lugar en la caracterizacion de soportes
gue nos permitan dicho fin.

a.- Caracterizacion de soportes

Una buena caracterizacion de soportes, asi como su racional utilizacion puede

llevarnos a establecer métodos de purificacion rapidos y sencillos.
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« La optimizacién de la reaccion de activacion de la agarosa con Epiclorhidrina
(estudiada en el capitulo 1) nos permite obtener soportes Agarosa-Epdxido con
mayor o menor cantidad de grupos reactivos por volumen de soporte. En
principio, variando este parametro serd posible obtener soportes agarosa-
guelato para adsorciones mas o menos selectivas.

+ Dada la distinta selectividad que muestran los diversos cationes empleados
{Anspach, F.B. 1994), empleando quelatos preparados con distintos metales de
transicién 1a selectividad en la adsorcion variara.

+ También se emplearan soportes, en los que la activacion se ha realizado con
un reactivo de cadena mas larga que la epiclorhidrina (1,4-Butancdioldiglicidil
éter) estudiando el efecto de la presencia de un "brazo espaciador” en la
selectividad de la adsorcion.

b.- Purificacién de proteinas fusionadas (con uno o dos dominios de fusion)

En todos los casos, e! fin serd conseguir un soporte muy selectivo para la adsorcion
de proteinas fusionadas (con uno o dos dominios de fusion) en ef que la adsorcién de
proteinas nativas esté muy restringida. Y trabajando en condiciones de adsorcidn selectiva

(condiciones en las que solo o al menos de forma mayoritaria se unen proteinas con aita
afinidad por los soportes} podriamos llevar a cabo la purificacion de proteinas fusionadas
{DAQ(His)s) con dos dominios de fusién y Glutaril Acilasa-6His con un dominio de fusion).

bipuntual de proteinas con dos dominios de fusién

La morfologia de la agarosa “superficie plana” favorece la unidn multipuntual
(Capitulo 1Y), de manera que realizando una adsorcion selectiva de una proteina con dos
dominios de fusion (posibilidad de union bipuntual), se intentaran disefiar estrategias que
combinen la adsorcién selectiva con_la_inmovilizacion de la proteina al soporte. De esta
forma los soportes de agarosa nos permitirian llevar a cabo la purificacién-inmovilizacion y
eslabilizacién e proteinas con dos dominios de fusién.

111



Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos

PARTE EXPERIMENTAL.:

1.- PREPARACION DE SOPORTES
1.1.- PREPARACION DE SOPORTES AGAROSA-QUELATO METALICO

La preparacion del soporte Agarosa-Epoxido tuvo lugar por activacion de agarosa 6
BCL. con Epiclorhidrina o 1,4- Butanodiol diglicidil éter. Tras esta etapa se llevd a cabo la
reaccion del soporte Ags-Epodxido con el Acido Iminodiacético (IDA) y finalmente por
reaccion con la sal metdlica correspondiente se obtuvo el soporte Agarosa-Qluetato
metalico.

1.1.1.- PREPARACION DE SOPORTE AGAROSA-EPOXIDO
Los geles epdxido se obtuvieron por reaccion de Agarosa & BCL con Epiclorhidrina.

Trabajando en distintas condiciones optimizadas en la exposicion de resultados del capitulo
I, se obtuvieron soportes con distinta carga de Epoxidos (5-30 umoles /ml de gel),
cuantificando dichos grupos por el procedimiento descrito en el apartado Y.3. El protocolo
seguido es el mismo que en el apartado 1.1, si bien las condiciones empleadas varian segun
la cantidad de grupos reactivos con los que queramos activar e soporte.

* En la activacién con Epiclorhidrina las condiciones para la preparacién de los

soportes agarosa-epoxido se esquematizan a continuacion:

Soportes con 30_umoles de epdxidos/mi gel: [NaOH] 0,4 N, Acetona;

Epiclorhidrina 15 % (v/v) inicialmente y dos adiciones de un 10 % (v/v) cada dos
horas; tiempo de reaccién 16 horas y temperatura de reaccion de 25°C.

Soportes con 10 _umoles de epéxidos/mi gel: [NaOH] 1,0 N, Acetona;
Epiclorhidrina 10 % (v/v) inicialmente y una adicién de un 10 % (v/v) a las dos
horas; tiempo de reaccion 4 horas y temperatura de reaccion de 4°C.

Soportes con_5 umoles de epdxidos/mi gel: [NaOH] 0,1 N, disolvente 1,2-
Dimetoxi-etano (Monoglime); Epiclorhidrina 10 % (v/v) iniciaimente; tiempo de

reaccion 4 horas y temperatura de reaccion de 25°C.
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* En la activacién con 1-4, Butanodioldiglicidil éter (BDGE):

Soportes con_10_umoles de epoxidos/mnl gel: [NaOH) 0,4 N, BDGE 10 %
{(v/v) inicialmente y una adicién a las dos horas de reaccion; tiempo de reaccion 4
horas y temperatura de reaccion de 25°C.

Soportes con_30 umoles de epdxidos/mi gel. [NaOH] 0,4 N, Acetona, BDGE
10 % (v/v) inicialmente y dos adiciones de 10% cada dos horas; tiempo de
reaccion 6 horas y temperatura de reaccién de 25°C.

1.1.2.- PREPARACION DE SOPORTE AGAROSA-QUELATO

Por reaccion del soporte Ags-Epoxido con el IDA en las condiciones optimizadas en
el apartado 1..4.1.2. se obtuvieron soportes Agarosa-IDA. Estos soportes por adicion de una
sal (CuSOy, NiCl, ZnCl;, CoCl,) del catidn correspondiente daban lugar al correspondiente
soporte Ags-Quelato. Esta ultima reacciéon se realizaba resuspendiendo 10 ml soporte
Agarosa-IDA en 50 ml de una solucidon acuosa que contenia 5 mg/ml de la sal
correspondiente. En el caso de la formacion de guelatos de Niquel y Cobalto Ia sal metélica
se disolvia en tampdn fosfato sodico, NaCl 1,0 M pH 6,0 (Hemdan, E.S. y col. 1988).

2.- APLICACION DE LOS SOPORTES DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD A
PROCESOS DE PURIFICACION
2.1.- EXTRACTOS PROTEICOS

Se prepard una dilucién del extracto proteico en tampoén fosfato 10mM , NaCl 0,2M
pH 7.0, obteniende concentraciones de proteina total del orden de 5 mg/ml. La
cuantificacidn de la concentracion de proteina presente en el extracto se realiz6 por el
método de Lowry {Lowry O.H. y col. 1951). A los 10 ml de esta dilucién se adicionaba 1 m|
del soporte quelato manteniendo a 25°C y durante 1 hora una agitacion suave. Durante este
periodo se iban sacando alicuotas de sobrenadante a distintos tiempos, siguiendo el
proceso de adsorcidn por la disminucién de la absorbancia medida a 280 nm con el tiempo.
Y transcurrida una hora, cuando ya no se observaba disminucidon de |la absorbancia se
apartaba una muestra del sobrenadante para posterior cuantificacidn por el método de
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Lowry. Asi por diferencia de las concentraciones obtenidas por obteniamos el porcentaje de

proteinas adsorbidas al soporte.

« El extracto de proteinas nativas (E.coll fue donado por José Luis Garcia del Centro de
Investigaciones Bioldgicas (C.S.1.C).

« El exiracto de Kiuyveromyces lactis, fue suministrado por Gist-Brocades (Maxilact LX-
5000).

e En algunos casos se adiciond Imidazol en concentracion de 7 mM 6 15 mM en el
tampdn de adsorcion.

« Cuando el soporte empleado era Biosynth-Quelato, este se obtenia por reaccion del
soporte Biosynth de 30 pmoles de grupos epdxido/ml soporte (cuantificados por el
procedimiento descrito en 1.2) con IDA y la sal metdlica correspondiente.

2.2.- PROTEINAS FUSIONADAS

Las proteinas fusionadas fueron obtenidas a partir de las cepas nativas crecidas por
ANTIBIOTICOS S.A. (Glutaril acilasa de Acinefobacter sp. ATCC 53891; DAO de
Trigonopsis variabilis) y posteriormente clonadas en E.cofi por José luis Garcia del Centro
de Investigaciones Biologicas (C.S.1.C.).

La adsorcion a soportes-quelato se realizd en las condiciones de unién para
proteinas nativas empleadas en el apartado 1. 2.1. afadiendo Imidazol 7 mM en el tampén
de adsorcion. Cuando la proteina fusionada empleada era la DAQO T. se aiadian 5 ml de
ditucién 1.1 del extracto en tampon fosfato 10 mM, NaCl 0,2M pH 7,0 a 1ml de soporte
quelato. Para eliminar las proteinas no retenidas en el soporte se lavaba con el tamp6n de
adsorcion (sin imidazol). Una vez lavado el soporte se realizaba un proceso de desorcién

con distintas concentraciones crecientes de imidazol (15-250 mM), lavando el soporte con
el tampdn Fosfato 10 mM, NaCl 0,2 M después de cada etapa. La desorcidon se realiza
afiadiendo en el tampon de adsorcion una concentracion dada de imidazol. 1 mi del
derivado se resuspende en 10 ml del tampdn que contiene el imidazol. Esta suspension se
mantiene una hora a temperatura ambiente con agitacion suave. Transcurrido este tiempo
se separa una alicuota de sobrenadante (para electroforesis), se lavaba el soporte y se
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resuspendia en el tampdn de desorcidn (que contenia una concentracién mayor de
imidazol). De esta forma se llevaban a cabo desorciones graduales con concentraciones de
imidazol crecientes. En algunos experimentos la desorcién se hacia resuspendiendo el
derivado en tampoén citrato 0,1M pH 2,0 vy en otros casos el derivado se resuspendia en
tampon Fosfato disédico, 0,5 M NaCl, EDTA 0,05 M pH 7,0 manteniendo siempre 1a misma
relacion de volimenes en la suspension.

+ Se emplearon soportes de distinta carga (5-30 umoles/imi gel)) procedentes tanto de la
activacion con Epiclorhidrina como con 1,4-Butanodioldiglicidileter. También se probd
con soportes Biosynth (30-10 pmoles de epoxidos/mli soporie}.

Los soportes Biosynth 10 umoles de epdxidos / ml soporte se prepararon a partir de
los soportes comerciales Biosynth (30 umoles de epéxidos/ml soporte) por hidrélisis
parcial con acido sulflrico 0,5 N. Para ello se resuspenden 10 ml de soporte comercial
en 90 mi de acido sulfirico 0,5N, Y manteniendo agitacién suave a 25°C durante 10
minutos, se obtuvieron soportes Biosynth de 10 umoles de epbxidos/mi soporte.

¢ Se apartaron muestras de los solubles ofrecidos al soporte y de las proteinas desorbidas
con cada concentracion de imidazol. E! seguimiento de la adsorcién y desorcién de la
Glutari) Acilasa fusionada en los distintos sopories, se ha realizado mediante SDS-PAGE
{SDS-Polyacrylamyde Gel Elecirophoresis), aplicando las muestras preparadas segun el
procedimiento descrito en el apartado lll.4 en una placa de electroforesis. En el caso de
ja DAC T fusionada las medidas de aclividad se realizaron siguiendo €l protocolo
descrito en el apariado 3.

3.- D-AMINOACIDO OXIDASA Trigonopsis variabilis
3.1.- ENSAYO ENZIMATICO

La medida de la actividad de DAO.T se realizé mediante un ensayo
espectrofoiométrico ulilizando como sustrato la Cefalosporina C. La reaccién de
desaminacion oxidativa del sustralo empleado en el ensayo, produce una cantidad
equimolecular de H,O; que en presencia de peroxidasa y el susirato o- fepilendiamina,
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libera un producto coloreado que se sigue espectrofotométricamente por absorcidn a 420
nm.

La mezcla de reaccion de este ensayo consistib en 1,5 ml de una disolucién a pH
7,5 de Cefalosporina C 2,5 mg/ml, 0,5 ml de una disolucidn de o-fenilendiamina de 0,2
mg/mt en agua destilada, 0,1 ml de una disolucién de peroxidasa {78 UWmg) en fosfato
potasio 8,1 M pH 7,5 {en el caso de la DAQ fusionada, la proteina no ileva el cofactor por (o
que el FAD se aiadia en la cubeta). A esta mezcla de reaccion se adicionaba la enzima
soluble o la suspensién de los derivados. Este ensayo nos proporcionaba valores de
actividad proporcionales al AA/min hasta un limite de 0,08 Unidades de AA/min. Las
ensayos se realizaron en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-V 160 provisto de agitacion
rnagnética, y utilizando cubetas de 1 cm de paso optico, termostatizadas a 25°C.

Una unidad de DAQ se define como la cantidad de enzima que oxida 1 pmol de
Cefalosporina que produce 1 pmol de H,O, por minuto en las condiciones del ensayo

astandar.

3.2.- ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE DETERMINADOS
CATIONES EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA DAO Y LA DAO FUSIONADA

Se estudit el efecto de la presencia de sales 0,5 mM (CuSQ,, NiCl,, ZnCl, CoCly)
en la actividad de DAO y de DAO fusionada.

Al 1 m! del extracto de DAO.T se le adicionaban 8 mi de tampén Fosfato 10 mi,
NaCl 0,2M en el que se encontraba disuelta la sal metalica necesaria para tener una
concentracién final de 0,5 mM.. Esta dilucion se mantuvo 2 horas con agitacion suave a 4 4
25°C. A distintos tiempos se tomaban alicuotas para medir la actividad por el ensayo
enzimatico descrito anteriormente.
* En el caso de la DAO el protocolo que se siguid fue el mismo que para la fusionada,

pero en este caso la dilucién de partida era 1:2,
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4.- ELECTROFORESIS

Las electroforesis se realizaron en geles de acrilamida en presencia de SDS de
acuerdo con el método de Laemmli (1978) y modificado posteriormente por Chappmann y
col (1979). El porcentaje (p/v) de poliacrilamida utilizado fue del 12%. Las proteinas se han
visualizado por tincion con Coomassie o tifiendo con plata (segun la conceniracién de las
muestra). Las proteinas que se usaron coma patron fueron las siguientes: «-Lactoalbimina
(14.000), inhibidor de tripsina (20.100), anhidrasa carbénica (30.000), ovalbimina (43.000),
albumina (67.000) y fosforilasa p (94.000). Tanto las muestras como los marcadores se
corrieron a 25°C, 145V y durante 60 minutos en una unidad de electroforesis SE 250-
MIGHTY SMALL Il de la casa Hoefer, empleando una fuente de alimentacion de la casa
Pharmacia Biotech. (Etectrophoresis Power Supply - EPS 600).

La preparacion de muestras se hizo por desnaturalizacion de las muestras con 1%
de SDS, 2,5% de mercaptoetanol y 100°C duranie 4-5 minutos. Cuando la muestra es gel
(proteinas adsorbidas al soporte), después de la desnaturalizacion se centrifugaba y como
muestras se tomaban los sobrenadantes conteniendo la proteina adsorbida al soporte.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha tratado en la Introduccidn, los soportes quelato presentan afinidad por
algunos aminodcidos superficiales de las proteinas. Estos aminoacidos pueden estar
presentes de forma natural (proteinas nativas) o de forma artificial (proteinas fusionadas).
De manera que si el objetivo es purificar proteinas fusionadas y el soporie es poco
selectivo, ambas (nativas y fusionadas) quedaran retenidas en él. Dada la morfologia de la
agarosa, las interacciones no deseadas de otras proteinas a soportes de agarosa con aita
densidad superficial de grupos reactivos estarian muy favorecidas. Para poder llevar a cabo
la purificacién por adsorcién seiectiva de proteinas fusionadas, se llevé a cabo la
caracterizacion de soportes y la bisqueda de condiciones que permitieran restringir al
maximo la union de proteinas nativas.

1.- PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS POR ADSORCION SELECTIVA
1.1.- OPTIMIZACION DE LOS SOPORTES Y CONDICIONES PARA LA ADSORCION
SELECTIVA
Para poder estudiar la influencia de diversos factores en la setectividad de la

adsorcion se partié de soportes agarosa-quelato poco selectivos. Es decir con 30 umoles de
grupos reactivos/ml gel y como catién quelante el cobre, debido a que este catién presenta
baja selectividad en la union de proteinas (Anspach, F.B. 1994), estudiando el efecto de:

¢ La adicion de ligando competitivo en la adsorcion

+ La disminucion de grupos reactivos en el soporte

¢ El empleo de soportes-quelato con “brazos espaciadores”

+ El uso de soportes quelato con distinto catién metalico
en el porcentaje de proteinas adsarbidas al soporte.
* Adsorcion en presencia de ligando competitivo: Para limitar la adsorcién de proteinas
nativas, se estudid la influencia de la presencia de diversas concentraciones de ligando
competitivo en la cantidad de proteinas nativas adsorbidas. La interaccion proteina-soporte
quelato tiene lugar sobretodo a través del imidazol de las histidinas superficiales de las
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proteinas por este motivo, se eligié el imidazol como ligando competitivo. Los resuitados

obtenidos con un extracto de E. coli se resumen en la tabla 11.

Tabla 11: Porcentaje de proteinas adsorbidas en ausencia o presencia de distintas

concentraciones de imidazol

SOPORTE % PROT. UNIDAS | % PROT. UNIDAS CON | % PROT. UNIDAS CON
SIN IMIDAZOL MIDAZOL 7 mM IMIDAZOL 15 mM
EPI-30-IDA-Cu 70% 33% 32%

En esta tabla se observa que al realizar 1a adsorcién en presencia de 7 mM de

Imidazol se reduce notablemente el porcentaje de proteinas adsorbidas al soporte. Sin

embargo, incrementando !a concentracidon de Imidazol a

15 mM no se observan

diferencias. Para limitar la adsorcién de proteinas nativas se fij6 una concentracion de

Imidazol 7 mM en la adsorcion.

* Empleo de soportes de agarosa con menor cantidad de grupos reactives: Para
lograr adsorciones mas selectivas de la proteina de interés (que en éste caso seria una

proteina con gran afinidad) se emplearon soportes con menos grupos reactivos. En la tabla
12 se compara el porcentaje de proteinas adsorbidas a quelatos de cobre de agarosa con

30 umoles de grupos quelato/ml gel con otros en los que se ha disminuido la carga a 10

umoles de grupos quelato/mi gel.

Tabla 12: Adsorcion en presencia de Imidazol 7 mM.

SOPORTE % PROTEINAS UNIDAS [IMIDAZOL PARA DESORC]
EP1-30-IDA-Cu 33% 30 mM
EPI-10-IDA-Cu 6% 15 mM

En este caso, combinando:

« La adsorcion en presencia de ligando competitivo (7 mM).

« | a reduccion de grupos del soporte (10 umoles/mi gel).
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Se logran adsorciones muy selectivas, quedando solo retenidas en la columna las
proteinas gue por tener un mayor numero de histidinas expuestas presentan una alta
afinidad por lus soportes quelato.

En la punficacion de proteinas fusionadas por adsorcion selectiva, nos inleresa
limitar la umon de proteinas nativas de manera que solo se adsorban al soporle las
proteinas fusionadas y a ser posible |la adsorcion de estas no sea demasiado fuerte. Al
reducir la cantidad de grupos reactivos del soporte (soportes can 10 nmoles de quelatos/mi
gel) se desfavorece la multiinteraccion proteina-soporte (como se observa en |a tabla, se
necesita una concenlracion de Imidazol menor para la desorcién) asi como se disminuye la
adsorcion de proteinas nativas (de menor afinidad por los soportes que las fusionadas)
{(Figura 30).

\

—0
—0

® MENOR SELECTIVIDAD @ MAYOR SELECTVIDAD
® ADSORCION MULTIPUNTUAL @ ADSORCION UNIPUNTUAL

FIGURA 30: Variacion de la densidad superficial de grupos reactivos del soports.

120



Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metdlicos

* Empleo de soportes-quelato con “brazos espaciadores™ Para ver el efecto del

empleo de soportes con “brazo espaciador” en el porcentaje de proteinas adsorbidas, se
emplearon sopories de agarosa procedentes de la activacion con un reactivo bifuncional de
cadena mdas larga, el 1,4- Butanodioldigliciditeter (BDGE) y derivatizados convetientermnente
hasta la formacion del quelato de cobre. Para poder ver el efecto del “brazo espaciador”
frente a los soportes procedentes de la activacién con Epiclorhidrina (EPI-10-1DA-Cu) se

emplearon soportes poco cargados (10 pmoles/ml gel).

Tabla 13: Adsorcion a soportes quelato en presencia de imidazo! 7 mM.

SOPORTE % PROTEINAS UNIDAS
EPJ-10-IDA-Cu 6%
BDGE-10-IDA-Cu 36%

En esta tabla se observa que el porcentaje de proteinas adsorbidas es mayor
cuando se emplean soportes con “brazo espaciador’(soportes BDGE-10-IDA-Cu). En este
caso, nos interesa limitar la adsorcion de proteinas nativas por lo que, en un principio, los
soportes mas adecuados serian los obtenidos por activacion con Epiclorhidrina. Sin
embargo, los soportes de *brazo espaciador” podrian ser adecuados para purificar proteinas
glicosiladas o proteinas con aminoacidos reactivos poco expuestos que no se adsorben a
soportes procedentes de la activacion con epiclorhidrina.

* Empleo-de soportes guslato con distinto catidn quelante

En los experimentos anteriores, se emplearon quelatos de cobre, por estar descrito

en la bibliografia su baja selectividad en la unién, de forma que esto nos permitiera
observar el efecto de las demas variables (brazo espaciador, cantidad de grupos reactivos
del soporte} en el porcentaje de proteinas retenidas en el soporte. En este apartado se
estudia el porcentaje de proteinas retenidas segin el cation quelante del soporte empleado.
Con un extracto de Kluyveromyces Jactis se cuantificaron las proteinas retenidas a soporles
de agarosa EP1-10-IDA-Metal (Metal: Cu, Ni, Zn, Co). En ia tabla 14 se presentan los
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porcentajes de proteinas retenidas a cada soporte. Dependiendo del catién quelante del
soporte, 1a selectividad en la unién de proteinas varia.

Tabla 14: Unidn en ausencia de imidazol a soportes quelato con distintos cationes

quelanes
METAL %PROTEINAS UNIDAS
COBRE 87 %
ZINC 30%
NIQUEL 30 %
COBALTO 21 %

La selectividad es distinta dependiendo del cation quelante empleado: siendo el
quelato de Cobre el menos selectivo (adsorbe un mayor porcentaje de proteinas) y el de
cobalto el mas.

Uno de los objetives del presente capitulo era superar una desventaja de la agarosa
derivada de su morfologia tipo superficie-plana, la posibilidad de adsorciones no deseadas
de proteinas en procesos de purificacion. Los resultados expuestos parecen indicar que
mediante el disefio de un buen soporte y empleando condiciones adecuadas se podria
limitar la adsorcion de proteinas nativas, estando en condiciones de abordar la purificacion
de proteinas de fusion por adsorcion selectiva.

Los resultados obtenidos, asi como Ja literatura revisada parecen indicar que los
quelatos de cobre son los que presentan una peor seiectividad, sin embargo a partir de los
resultados obtenidos con proteinas nativas abordaremos la purificacién de proteinas
fusionadas desde dos puntos:

a.- En primer lugar, se intentara purificar proteinas fusionadas por adsorcién
selectiva, empleando para ello queiatos de cobre (baja selectividad) y
limitando [a union de las proteinas nativas del extracto mediante soportes con
pocos grupos reactivos y anadiendo ligando competitivo en la adsorcion.

b.- Como se observa en (a tabla 14 la selectividad varia con el cation quelante
empleado, por ello se desarrollaran estrategias de adsorcién selectiva

empleando para ello un catién mas selectivo que el cobre.
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Con esto se pretende proponer diversos métodos para la purificacion de proteinas
por adsorcidn selectiva, se intentard superar tas adsorciones no deseadas de proteinas
nativas facilitadas por la morfologia de la agarosa, mediante la caracterizacion de distintos
soportes y su empleo racional. Al proponer diversas estrategias, el campo de aplicacion de
esta cromatografia aumenta ya que en el caso de que la presencia de un determinado
cation inactivase la enzima podriamos disponer de vias altemativas para purificarlo.

El desarrolic de este primer punto, ha permitido condiciones y soportes (gracias al
cantrol de la reaccidn de activacion con epiclorhidrina) que podrian ser adecuados para la
adsorcion mas o menos selectiva de proteinas fusionadas. Ademas, si bien no era el
objetivo primordial del desarrollo de este estudio ha permitido obtener soportes y
condiciones que en principio podrian ser adecuados para fa purificacion de proteinas
nativas con distinias caracteristicas.

« El empleq de soportes poco selectivos (con muchos grupos reactivos y cobre como
cation quelante) permitiria purificar o semipurificar proteinas nativas que no se adsorben
a los soportes guelato. En este aspecto se ha observado que con extractos de E. coli y
Kiuyveromyces flactis las proteinas retenidas eran del orden de un 70-90 % de las
proteinas totales, por lo gue si la proteina a purificar no queda retenida en el soporte,
tras ofrecer el exiracto a este podriamos obtener ia proteina purificada por un factor de
10 en el sobrenadante.

s En el caso de proteinas nativas que peseen un gran ndmero de aminoacidos reactivos
expuestos, reduciendo la cantidad de grupos dei soporte y empleando Zn 6 Ni, se podria
realizar la purificacién por adsorcion mas o menos selectiva.

¢ La gran versatilidad de los soportes obtenidos gracias sobretodo al control de la reaccidn
de activacion con epiclorhidrina, posibilitaria la purificacion de proteinas con afinidad
intermedia por los soportes guelato, pudiéndose incluso desarrollar estrategias de
purificacion en cascada (Porath, J. col. 1991).

+« La disponibilidad de soportes-quelato con “brazo espaciador” podria permitir la
purificacién de proteinas glicositadas o con histidinas poco expuestas.
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Partiendo de un extracto de Kluyveromyces Jactis se compararon las proteinas
retenidas en soportes quelato de cobre con distinta morfologia (agarosa y Biosynth), distinta
cantidad de grupos reactivos/ml gel y diferente “brazo espaciador™. En 1a Electroforesis 1 se
muestran las proteinas retenidas en cada soporte, observandose diferencias, sobretodo en
la adsorcion de profeinas de bajo Pm. Esto parece indicar que aunque no era el objetivo del
presente capitulo la gran varietad de soportes caracterizados podria permitirnos purificar
por adsorciébn mas o menos selectiva casi cualquier proteina nativa. Sin embargo, como se
ha mencionado anteriormente 1o que se prelendia era obiener condiciones en las que la
adsorcion de proteinas nativas estuviera muy restringida para poder lograr en estas
condiciones la adsorcion de proteinas fusionadas.

2.- PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS:
2.1.- GLUTARIL ACILASA FUSIONADA
La posibilidad de utilizar distintos soportes de afinidad nos llevé a elegir sopories y
condiciones adecuados para intentar abordar la adsorcion selectiva de proteinas fusionadas con
colas de poliHis. De esta forma podriamos purificar en un solo paso, sin necesidad de realizar
desorciones graduales la proteina de interés. Los experimentos descritos anteriormente,
realizados con extractos de proteinas nativas sefialan que &l empleo de soportes con muchos
grupos reactivos del soporte asi como el empleo de brazos espaciadores favorecen la adsorcion
de proteinas nativas (el porcentaje de proteinas adsorbidas aumentaba). A continuacion se pasé
a comprobar dichos efectos en la mayor o menor selectividad de la adsorcion proteina
fusionada-soporte quelato.
Soportes con muchos grupos reactivos: Para ver el efecto del empleo de un soporte con
un gran namero grupos reactivos, se empled un soporte activado con 30 umoles de grupos
quelato de Cuwml gel (Electroforesis 2). Tras la adsorcion y lavade se desarrollé un sistema
de desorciones con concentraciones crecientes de imidazol (30-90mM) intercalando entre
desorciones consecutivas una etapa de lavado del derivado. De esta forma, se pretende
estudiar la selectividad de fa adsorcion asi como fa concentracion de imidazol requerida para
la desorcion total. En el camil 4, se observa que en la primera desorcion junto a la proteina
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fusionada aparecen otras bandas que indican que ha habido adsorciones no deseadas de
otras proteinas. Ademas como se observa también en la electroforesis, es necesario emplear
imidazol 90 mM para lograr desorciones totales de la proteina de interés (con
concentraciones superiores ya no se observaban las bandas comrespondientes a la Glutaril
fusionada).

+ Soportes con "brazos espaciadores™: en la Electroforesis 3 se observa que cuando la
desorcién tiene lugar con imidazol 30mM (carmil 4) las bandas de la glutaril acilasa aparecen
acompafiadas de otras procedentes de proteinas que seguramente por tener los aminoéacidos
reactivos poco expuestos no se adsorbian a quelatos de “brazo corto” y si son retenidas por
seportes con brazos espaciadores.

Estos resultados indican que, la purificacién de proteinas fusionadas con estos soportes
deberia incluir protocolos con desorciones graduales a distintas concentraciones de Imidazol
(Electroforesis 3) con el fin de separar la proteina de fusién del resto de proteinas adsorbidas.
Y sdlo en el caso de que los aminoacidos reactivos estuvieran en zonas poco accesibles, el
empleo de estos soportes presentaria ventajas para la purificacion de dichas proteinas.

a soportes agarosa-guelato de cobre

Los resultados obtenidos con el extrato que posee Glutaril acilasa fusionada, corroboran
los obtenidos anteriormente con extractos de proteinas nativas. Tanto ef empleo de brazos
espaciadores como el uso de soportes con gran ndmero de quelatos por volumen de gel
favorecen la adsorcion de proteinas nativas por lo que la purificacién de proteinas fusionadas por
adsorcion selectiva se ve dificuttada.

Para la purificacion se eligieron soportes y condiciones en las que anteriormente
habiamos visto que la unién de proteinas nativas se veia muy dificuitada (soportes activados con
Epiclorhidrina con pocos grupos reactivos y adsorcion en presencia de Imidazol 7 mM) para
intentar Hevar a cabo la adsorcién mas o menos selectiva de la proteina fusionada.
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ADSORCION DE PROTEINAS NATIVAS A
DISTINTOS SOPORTES

(1) Marcadares de Pm

(2) Proteinas adsorbidas a BDGE-10-Cu

(3) Proteinas adsorbidas a EPI-10-Cu

(4) Proteinas adsorbidas a EP!-30-Cu

(5} Proteinas adsorbidas a BIOSYNTH-30-Cu

Electroforesis 1

SOPORTES CON ALTA DENSIDAD SUPERFICIAL DE
QUELATOS DE Cu

&

T 1 T T T 3 T

1 2 3 4 5 ] 7

{1} Glutaril acilasa patron

{2} Extracto

{3) Proteinas no retenidas en el soporte

{4) Proteinas desorbidas con Imidazol 30mM
(5) Proteinas desorbhidas con Imidazol 50mM
{6) Proteinas desorbidas con Imidazol 70mM
{7} Proteinas desorbidas con Imidazol 30mM

Electroforesis 2 |
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La adsorcion a soportes EPH10-IDA-Cu  se realizd en batch, tras la adsorcion se
realizaba una etapa intermedia de lavado con el mismo tampén empleado y se procedia a
resuspender el derivado en el tampoén en presencia de Imidazol para la desorcidn. Para estudiar
la selectividad de la unién de ia Glutari acilasa fusionada a los soportes se comieron diversas
muestras en un gel de electroforesis. En la Electroforesis 4 se muestra que en los dos Gitimos
carles (sobrenadantes procedentes de desorciones con 15mM y 30mM de imidazot con una
etapa intermedia de lavado) aparece la banda correspondiente a la subunidad de peso molecular
mayor de la Giutanl acilasa fusionada. En estas condiciones, limitamos la union de las proteinas
nativas que de foorma natural poseen His en su secuencia, quedando solo retenida (adsorcién
selectiva) la proteina fusionada que tras una desorcion en presencia de Imidazal 30 mM

logramos obtener con un alto grado de pureza. La cuantificacion de la proteina se hizo
mediante densitometria de los geles de electroforesis con un densitdmetro de “Molecular
Dinamics” y por integracién de las areas correspondientes a la banda de ta Glutaril acilasa
desorbida. La suma de ambas areas indica que se ha recuperado practicamente toda la
proteina fusionada.

Recordando los resultados obtenidos en la purificacion con soportes quelato con 30
umoles/m! gel, empleando imidazol 90 mM se lograba la desorcion total de la glutaril acilasa
fusionada y tanto la adsorcién como la desorcion no eran seleciivas sino que la purificacion
deberia engicbar una desorcion previa controlada de las proteinas nativas que también poseen
His superficiates de forma naturai.

La posibilidad de tener soportes con un nimero mas reducido de grupos ha hecho
posible la purificacion de una proteina fusionada por adsorcidn/desorcién selectiva, lograndose
desorciones con concentraciones de imidazol mas bajas (30mM). Esto se debe a que, al
aumentar el nimero de grupos del soporte la selectividad de la unién de la proteina fusionada
disminuye, pudiendo tener lugar la adsorcion de otras proteinas y estando asimismo favorecidas
las interacciones por adsorcion multipuntual que hacen que sea preciso utilizar en la desorcion
concentraciones mayores de imidazol para obtener la proteina fusionada (carriles 5-7). Como se
ha tratado anteriormente, la morfologia intema de la agarosa favorece la adsorcion de proteinas,
dificultando 1a purificacion por adsorcién selectiva. La caracterizacion de soportes de afinidad
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para la adsorcion selectiva de proteinas fusionadas nos ha permitido trabajar con soportes muy
selectivos gue permniten obtener proteinas fusionadas (con un dominio de fusion) con alto grado
de pureza mediante una nica etapa de desorcién en batch.

* Purificacién de Glutaril acilasa fusiopada por adsorcién selectiva a_soportes agarosa-

quelato de otros metales quelantes
A continuacion, se estudio la selectividad de los distintos cationes en la adsorcién de

Glutaril Acilasa fusionada. En este caso, se gueria estudiar s6lo el efecto de los distintos cationes
quelantes del soporte (Cu, Ni, Zn y Co) en fa mayor 0 menor selectividad de union de la proteina
fusionada a ios mismos. La adsorcion a sopories EP-10-IDA-Metal se realizd en ausencia de
ligando competitivo para estudiar solo el efecto del metal quelante. Tras la efapa de adsorcion a
cada uno de los geles se realizaba una etapa de lavado en Ia que se incluia imidazol 3mM en el
tampon para eliminar las proteinas que estaban débilmente adsorbidas. Para estudiar la
selectividad de la unién se separaron muestras de los derivados antes y después de la etapa de
lavado, tratando dichas muestras con tampon de ruptura para ser corridas posteriormente en una
placa de electroforesis. En la Electroforesis 5 se muestran las bandas comrespondientes a las
proteinas adsorbidas a cada uno de los soportes (carriles 2, 4, 6 y 8), asi como las proteinas
retenidas tras la etapa de lavado con imidazol 3mM (carriles 3, 5, 7 y 9). Comparandose fos
carriles 1y 2, observamos que los soportes EPI-IDA-10-Cu adsorben casi todas [as proteinas del
exiracto por lo que estos soporles no serian los Mmas adecuados para la adsorcion selectiva
proteinas fusionadas. Sin embargo, un buen control de las condiciones (adsorcién en presencia
de ligando competitivo) nos ha permitido obtener purificaciones de Glutaril acilasa por adsorcion
selectiva. Aunque uno de los objetivos de este capitulo era superar 10s inconvenientes derivados
de la morfologia de la agarosa, caracterizando soportes y estableciendo protocoios para |a
purificacion por adsorcion selectiva de las proteinas fusionadas, los datos obtenidos nos hacen
pensar que la baja selectividad de los soportes de cobre pemnitiria la purificacion de casi
cualquier proteina nativa, estableciendo protocolos de desorcion controlada.
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ADSORCION A SOPORTES CON BRAZO ESPACIADOR

(1) Glutaril acilasa patron

{2) Extracto

{3} Proteinas no reteniidas en el soporte

(4) Proteinas desorbidas con Ymidazol 20mM
(5) Proteinas desorbidas con Imigdazol 50mM
(8) Proteinas desorbidas con Imidazol 70mM

LElectroforesis 3 ]

PURIFICACION DE GLUTARIL ACILASA
FUSIONADA

4
3

(1) Glutaril acilasa

(2) Extracto

(3) Proteinas no retenidas

{4) Proteinas desorbidas con Imidazol 15mM
{8} Proteinas desorbidas con Imidazol 30mM

Electroforesis 4 129
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En esta electroforesis se observa que empleando soportes poco cargados, y siendo Zinc
el metal quelante del soporte, la Glutari] Acilasa fusiopada se_adsorbe selectivamente al soporfe.
Esta seria otra via para la purificacion por adsorcion selectiva de Glutaril Acilasa fusionada.

La disponibilidad de distintos soportes - quelato metalico de Agarosa:

e Facilita la purificacion: ya que con soportes con muchos grupos, el proceso de
purificacion implicaria distintas etapas de desorcion que no son necesarias en
procesos de purificacion por adsorcion selectiva.

« En algunos casos posibilita varios caminos de puiificacién: de forma que si una
proteina, por ejemplo, pierde actividad en presencia de un catién, podria purificarse
con otfro soporte. Para reducir la union de proteinas nativas que poseen de forma
natural amino4cidos con afinidad por los soportes, los soportes adecuados serian
aquellos que poseen pocos grupos quelato por volumen de soporte. En este aspecto
se han mostrado dos posibles vias de purificacion por adsorcion selectiva de Giutaril
acilasa fusiohada:

- Empleando soportes con cation poco selectivo (Cu) y aumentando la
selectividad por adsorcion en presencia de ligando competitivo.
- Empleando soportes con cation muy selectivo (Zn).

2.2.- PURIFICACION DE DAO FUSIONADA DE Trigonopsis variabilis

Los requerimientos necesarios para la purificacion por adsorcién/desorcion selectiva de
proteinas con dos dominios de fusion sertan en principio los mismos. Pero gracias a que 1a
agarosa es un soporte ideal para establecer uniones multipuntuales enzima-soporte podria
pensarse en realizar una estrategia que permitiera realizar la adsorcién selectiva-union bipuntual
(por las dos colas de histidina). Para ello se emplearon soportes quelato de zinc ya que los datos
obtenidos para la Glutaril acitasa fusiopada indicaban que este era un cation con alta
selectividad. Pero en vez de emplear soportes con pocos grupos se utilizaron soportes con
30umoles/mi gel (EPI-30-IDA-Zn) para posibilitar la unién bipuntual (por ambas colas de His) al
soporte. Y como modelo de proteina con dos dominios de fusion se eligio la DAQ fusionada de
Trigonopsis variabilis.

130



Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos

2.2.1.- FORTALEZA DE UNION: INMOVILIZACION

La adsorcion de fa DAQ fusionada se siguié por medida de la actividad. A medida que ia
DAO fusionada se adsorbia al soporte, se observaba una disminucién de actividad de la
suspensidn. Estos resultados se resumen en ia tabia 15.

Tabla 15: Adsorcion de DAQ (His)sa soportes EPI-30-IDA-Zn.

TIEMPO (h) % DAOUNIDA | ACTIVIDAD SUSPENSION
0 0% 100%
05 47 % 13% |
] 1 95 % 9%

Una vez adsorbida, con el fin de comprobar la posible inmovilizacion por unién
muttipuntual, se estudié la fortaleza de dicha union estableciendo distintos protocolos de
desorcion. L.a necesidad de una mayor conceniracion de Imidazol en la desorcién de la proteina
implicaria una interaccion mas fuerte proteina fusionada-soporte. La glutaril acilasa fusionada,

posee un solo dominio de fusion (figura 31) con lo que en este caso la interaccion proteina (His)-
soporte tendria lugar unipuntualmente, es decir la cola de histidinas interaccionaria con un tnico
quelato del soporte. Por este motivo, se estudiaron las condiciones necesarias para la desorcion
de Glutaril acilasa fusionada de los sopportes EPHIDA-30-Zn. Los resultados obienidos se
muestran en la Electroforesis 8, en 1a que nos ceniraremos sobretodo en el proceso de
desorcion. En los camiles 5-7 se observa que para la desorcién de dicha proteina es necesario
resuspender el gel en imidazol 50 mM, ya que con concentraciones menores de dicho ligando
aungue se observa desorcion, esta no era total.

Con objeto de comparar la fortaleza de ta unidn a soportes de afinidad de ambas
proteinas fusionadas, se repitid el mismo experimento con DAQ fusionada (dos dominios de
fusion) (figura 31).
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SOPORTES CON DISTINTO CATION QUELANTE

{1} Extracta

(2} Proteinas adsorbidas a EPI-10-Cu

{(3) Proteinas retenidas en EPI-10-Cu después de
lavado con imidazol 3mM

(4) Proteinas adsorbidas a EPI-10-Zn

{5) Proteinas retenidas en EPI-10-Zn después de
lavado con dmidazol 3mM

(6) Proteinas adsorbidas a EPI-10-Ni

{7) Proteinas retenidas en EPI-10-Ni después de
lavado con Imidazol 3mM

(8} Proteinas adsorbidas a EPI-10-Co

(9) Proteinas retenidas en EPI-10-Co despueés de
lavado con Imidazol dmm

Electroforesis 5

PURIFICACION DE GLUTARIL - ACILASA FUSIONADA

{1) Marcadores de Pm

{2) Extracto

{3) Proteinas retenidas en el soporte EPI 30-Zn
(4) Proteinas no adsorbidas

{§) Proteinas desorbidas con Imidazol 30mM
{6) Proteinas desorbidas con Imidazol 40mM
(7) Proteinas desorbidas con imidazol 50mM

——
7

Electroforesis 6
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L}

GLUTARIL ACILASA DAO- tngonopsis
= LUna cola de 6 Histidinas + Dos colas de 6 Histidinas

[C—COLA DE SEIS HISTIDINAS

FIGURA 31: Protainas fuslonadas.

Los resultados se muestran en |a Electroforesis 7, en la que se observa que en los
camiles en los que se han aplicado los sobrenadantes procedentes de diversos protocolos mas o
menos suaves de desorcidn (canmiles 4-7) no aparece la banda de la DAO fusionada y solo se
vbserva cuando sometemos al dervado & condiciones muy drasticas (cuando se higrve el
derivado en el tampon de ruptura empleado en la preparacion de muestras para electroforesis)
{camil 8). Estos datos parecen indicar que mediante &l empleo de soportes con un catién rmuy
selectivo (Zn) ha sido posible llevar & cabo la adsorcion selectiva (purficacién) de la DAD
fusionada de una forma tan fuere que podria actuar como un denvado inmovilizado,

La DAO fusionada presenta una inferaccidn proteina-soporte mucho mds fuerfe que Ja
Glutan Acilasa fusionada, necesitando unas condiciones de desorcidn muche mds drasticas.
Esto parece indicar gue la DAC se une por las dos subunidades (por cada una de las colas de
histidina) a los grupos quelato del soporte mientras que la Glutaril solo presenta una cola de
histidinas y se une mas débilmente.
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2.2.2.- ESTUDIO DE LAS VARIABLES QUE AFECTAN A LA FUERZA DE UNION DE LA
DAD FUSIONADA

Los expanmentos antenores parecian indicar que 8l mecanisme de unidn podra ser el
siguiente (figura 32).

OO

[—COLA DE SEIS HISTIDINAS

FIGURA 32: Adsorcion de DAO fusionada a dos grupos guelato del soporte,

Por lo que, se propusieron distintas estrategias para lograr la unién de la DAC por una
sola cola de histidings. De €sia forma, la interaccion proteina-soporte seda mas débil
{pareciendose a la Glutanl Acilasa), pudiendo desorber la proteina en condiciones menos
drasticas. 5i la interaccion proteina fusionada-guelatc tiene lugar de manera que son dos los
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quelatos del soporte los que Intervienen. confinendo una mayor fortaleza, la reduccion del
numero de grupos del soporte dificultaria esta union bipuntual, debilitdndose asi la fuerza de
union,
e Soportes con menor numero de grupos reactivos por unidad de volumen

Para conseguir este proposito se redujo el nimero de grupos del soporte hasta 5
pmolesimi de gel (EPI-5-IDA-Zn). EIl mecanismo esperado se muesira en la figura 33

_O
_O

0O |0

—"

FIGURA 33: Reduccidn del ndmero de grupos reactivos (quelato) del soporte.

Sin embargo, al igual que con los soportes EP-30-IDA-Zn, la DAD s2 unia fueriements
al soporte, desorbiendose slo en condiciones drasticas (a 100°C, con tampoén de ruptura).
« Condiciones muy suaves de unidn
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Se emplearon condiciones de adsorcion muy suaves: bajas temperaturas (4°C) y
tiempos muy corlos, se observa que la uniéon DAO fusionada-soporte se sigue uniendo
fuertemente al soporte. La unién a soportes EPI-5-IDA-Zn durante 5 minutos y a 4°C sigue
siendo muy fuerte, requirendose hetvir con tampdn de ruptura para la recuperacion del enzima.
» Adicion de imidazol en la adsorcién:

En la Electroforesis 8 se observa que al afiadir distintas concentraciones de Imidazol en
la adsorcion, no varia la fortaleza de unién proteina-soporte, quedando fuertemente retenica en
todos los casos y siendo necesaric emplear condiciones drasticas para su desorcién. En los
carriles 3, 6 y 9 correspondientes a las desorciones con altas concentraciones de imidazol no se
observa la aparicién de la banda de la DAO fusionada, que continia retenida en el soporte
(carriles 4, 7 y 10).

» Soporte de distinta morfologia

La morfologia de la agarosa confiere buenas posibilidades para que entre la proteina y
el soporie tenga lugar una interaccion a través de varios puntos (Figura 34).

En cambio, muchos polimeros sintéticos obtenidos por entrecruzamiento quimico de

cadenas polimericas aisladas, como las resinas de tipo acrilico 0 de tipo polivinilo (Biosynth,
Toyopear! etc.) presentan una estructura interma porosa similar a un entramado de cadenas
moleculares aisladas. En este Gitimo caso ia congruencia geomeéirica proteina-soporte es peor,
resultando mas dificil la muliinteraccion (Figura 34).
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ADSORCION DE DAO FUSIONADA A SOPORTES Epi-30-IDA-Zn

(1) Marcador de Pm

(2) Extracto

(3) Proteinas no adsorbidas

(4) Proteinas desorbidas con imidazol 30mM

(5) Proteinas desorbidas con Imidazol 250mM

(6) Proteinas desorbidas con EDTA

{7} Proteinas desorbidas a pH 2,0

{8) Proteinas desorbidas a 100°C con tampon
de ruptura

Electroforesis 7

ADSORCION A SOPORTES Epi-5-IDA- Zn A DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE IMIDAZOL

(1) Marcadores de Pm

®Adsorcion en ausencia de Imidazol:

(2) Proteinas adsorbidas

(3) Proteinas desorbidas con Imidazoi 100mM
{4) Proteinas retenidas después de desorcion

@Adsorocion en presencia de Imidazol SmM:
{5) Proteinas adsorbidas

g (6) Proteinas desorbidas con Imidazol 100mM
{7) Proteinas retenidas después de desorcion

I @®Adsorcion en presencia de Imidazol 10mM:
10 (8) Proteinas adsorbidas

(9) Proteinas desorbidas con Imidazol 100mM
{10) Proteinas retenidas después de desorcién

N >
e
o~
P
~N >

Electroforesis 8
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AGAROSA BIOSYNTH

FIGURA 34: Soportes de distinta morfologia interna

El proceso seguido para la adsorcion ha sido el mismeo que empleamas con el soporte
de agarosa, cuidando al maximo las condiciones de reaccidon con el fin de reducir las
posibilidades de multiinteraccién. Se  emplearon  soportes  Biosynth  (BIO-10-IDA-Zn),
reglizéndose la adsorcion a 4°C, durante 5 minutos. A pesar de trabajar en condiciones tan
suaves y con soportes Biosynth (unién multipuntual desfavorecida), en la Electroforesis 9 se
observa que la DAD se sigue uniendo fuertemnente al soporte, y na se desarbe a concentraciones
altas de Imidazol (cariles 4 y 5) quedando retenida en el soperte (caril 8).

Resumiendo los Ottirnos resultados, parece que la interaccién proteina-soporte es muy
fuerte y no se debilita cuando:

s Se reduce el nimerc de grupos quelato del soperts por volumen de gel,
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e Se la adsorcin tiene lugar en condiciones muy suaves,

» Se adsorbe en presencia de Imidazol,

+ Se emplean soportes en los que no se favorece la unién mullipuntual,

Por lo que el mecanisme gue nus planteamos en un PINCIpio parece que no se sigue.

Ya que sl la inleraccién tuviera lugar de la forma indicada en |a Figura 32, se hubiers debiltado
én los casos ensayados, dificultandose la unidn por ambas colas de histidinas a distintos
metaies. Ademas, segin la Tabla 15 , la DAO va perdiendo actividad a medida que se va
uniendo a los soportes EP1-30-IDA-Zn, por lo que, los datos anteriores nas inducen a planteamos
otro tipo de inleraccion ( Figura 35). Si la interaccién fuers de este tipa, las propiedades dal
cation quelante (lamario, electronegatividad ) serian decisivas a la hora de considerar lanto la

fortaleza de la unitn como la posible distorsidn de la estructura 3D que daria lugar a una pérdida
de actividad

S R

- INTERACCION INDEPENDIENTE DE:
A) CARGA DEL SOPORTE
B} MORFOLOGIA DEL SOPORTE

—OF
_O

\-/'/ POSIBLE DISTORSION DE LA ESTRUCTURA 30

FIGURA 35. Adsercidn 2 colas de PoliHis -1 grupa quelato del soparte.

2.2.3.- INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE DISTINTOS CATIONES {0,5 mM) EN LA
ACTIVIDAD DE: DAO T SOLUBLE Y DAO FUSIONADA SOLUBLE

1389



Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos

El estudio de la influencia de distintos cationes (Cu, Zn, Ni y Ca} en la actividad de
ambas nos permitio obsecvar que:;

El efecto de algunos cationes (Cu, Zn ) es distinto segin la DAO esté o no fusionada. En
las dos graficas correspondientes a la Figura 36, se observa que en el caso de la DAQ fusionada
la presencia de Cobre y Zinc afecta méas notablemente a la actividad que si la proteina no posee
ambas colas de histidinas.

COBRE: T* 4°C ZINC: T2 25°C
100
100 —— —
75 4 75 |
z g o)
3 ®
g 50 1 'g 50 |
3 g
N
& 25 ] ;5; 25
o T T T T ] T T 1 n ‘L T T L T F T L
0 1 2 0 1 2
tiempo (h) tiempo (h)
o DAO(His)6 = DAO o DAO({His})6 = DAO

FIGURA 36: Efecto de ila presencia de distintos cationes (0,5mM) en la actividad.

Es posible que se pueda dar una interaccion de ambas colas por union a un metal y esto
pueda ocasionar cambios en la estructura que den fugar a pérdidas de actividad. De manera que
en la adsorcién de la DAO fusionada podria tener lugar un mecanismo de interaccién que
involucrara las dos colas de histidina en la union a un s6lo grupo quelato del soporte.
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Si fuera asi, variando el metal del soporte, la fortaleza de la interaccién podria variar y 1a
pérdida de actividad originada por este tipo de union podria reducirse (tabla 16). Por este motivo
se estudio la variacion de la actividad de la suspensién con el tiempo a medida que la DAO
fusionada se iba adsorbiendo a los quelatos preparados con distinto cation.

Tabla 16: Adsorcién de DAQC (His)s a soportes quelato metélico (5 pmoles /ml gei}

SOPORTE % DAO ADSOR. ACT. SUSPENSION |
Cobre 100 5
Zinc 90 63
Niguel 90 78
Cobalto 75 100

Empleando quelatos de cobalto, no se observaba pérdida de actividad en la unidn y
la interaccion DAQ-soporte de afinidad era mas débil. Asi, por adsorcion selectiva y posterior
desorcion con 50 mM de Imidazol se obtenia la DAO pura (Electroforesis 10) (caril 4). La gran
variedad de soportes ha hecho posible 1a purificacion por adsorcién/desorcion selectiva de una
proteina con dos dominios de fusion que por sus caracteristicas especiales conferia grandes
dificultades debido seguramente a la facilidad que presenta para la adsorcién via dos colas de
His-un grupo quelato del soporte. Este mecanismo de unidn haria indispensable ejercer un gran
control de las condiciones para que la union fuera mas débil y no provocara pérdidas de
actividad.
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ADSORCION DE DAO FUSIONADA
A SOPORTES BIOSYNTH

(1) Patrones

{2) Extracto

{3) Proteinas adsobidas a BIO-10-Zn

{4) Proteinas desorbidas con Imidazol 20mM

{5) Proteinas desorbidas con |midazol 200mM

(6) Proteinas retenidas en el soporte después
de ladesorcion

Electroforesis 9

PURIFICACION DE DAO FUSIONADA

{1} Marcadores de Pm

(2} Extracto

(3) Proteinas no adsorbidas a EPI-5-Co

{4) Proteinas desorbidas con Imidazol 50mM

Electroforesis 10
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CONCLUSIONES

Ef trabajo se ceniraba en {a purificacidn de proteinas fusionadas, pero la gran
versatilidad de los soportes de agarosa caracterizados en el desarrollo de esta Tesis
Doctoral, nos capacita para obtener soporles de afinidad adecuados para el desamollo de

distintas estrategias de purificacion por adsorcion selectiva de tanto de proteinas fusionadas
como de nativas. Esto evita o al menos, disminuye la adsorcién no deseada de proteinas
provocada por la morfologia de la agarosa, haciendo posible:
¢ La purificacién de proieinas que se inactiven en presencia de un catidn
determinado ya que se podrian proponer vias altemativas que por medio de
otros quelatos permitieran purificar la proteina de interés.
» Purificacién de proteinas que poseen las regiones de afinidad en zonas
poco expuestas (empleo de brazos espaciadores).

Mediante ef empleo de soportes mas selectivos, en los que solo quedara retenida fa
proteina de interés, 0 una pequeda fraccidn de las proteinas restantes, se reducirian as
complejas etapas de desorcién que han de llevarse a cabo con soportes comerciales.

E! desarrollo del trabajo planteado, no solo ha perrpitido resolver los objetivos
propuestos, sino gue, ademas se ha podido estudiar “a groso modo” la posibilidad de
purificar proteinas nativas, asignandose los soportes que podrian ser adecuados para cada
caso:

a.- Para proteinas sin afinidad hacia el soporte: mediante un soporte de alta
carga (empleado Cu como cation quelante) por una primera etapa de

semipurificacion en la que las proteinas con afinidad quedarian retenidas en el
soporte obtendriamos en el sobrenadante fa proteina de interés semipurificada.
b.- Para proteinas con alia afinidad; se reduciria el nimero de grupos del
soporte, y empleandose determinados cationes quelantes (Zn, Ni), podriamos
llevar a cabo la adsorcion selectiva de la proteina de interés.

143



Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos

c.-Para proteinas con afinidad intermedia: la gran disponibilidad de sopores

facilitaria su purificacion, por adsorcibn mas o menos selectiva o incluso
desarrallando métodos de purificacion en cascada con diversos soporte.
- Purificacion de proteinas fusionadas:

* Proteinas fusionadas con una cola de 6 Histidinas:

Una vez obtenidas las condiciones y soportes adecuados para la purificacion de
prateinas con gran afinidad, se llevd a cabo la purificacion de una proteina con un dominio
de fusion tomandose como modelo la Glutari! Acilasa-(His)g.

» Se emplearon soportes de cobre con baja carga y realizandose la adsorcién en
presencia de ligando competitivo (imidazol) se consiguid purificar ta proteina fusionada
por adsorcion selectiva a los soportes de afinidad. Trabajando con un catién quelante

poco selectivo se ha purificar la proteina de fusioén por_adsorcién sejectiva, limitando la
adsorcion de proteinas nativas al emplear soportes con pocos grupos quelato.

s Gracias, a la posibilidad de obtener una gran variedad de soportes; se han desarrollado
otros protocolos de purificacion empleandose soporfes agarosa-quefato de Zn. De esta
forma, dada la mayor setectividad de este catitn se consigue obiener ta proteina de
fusién con un alto grado de pureza por un procedimiento rapido y sencillo.

La gran versatilidad de estos sopories, combinada con la posibilidad de utilizar
agarosas de distinto tamano de poro segin el tamafio de la proteina a purificar, hace que
dispongamos de varias vias de purificacion para la adsorcion/desorcion de proteinas
fusionadas con una cola de His,

* Proteinas fusionadas con dos colas de 6 Histidinas

En el caso de la DAO fusionada (dos dominios de fusion), la gran disponibilidad de
soportes nos ha permitido:

= Establecer un hipotético mecanismo _de _unién. dos colas de histidina-un

grupo quelato.
e Llevar a cabo la_purificacién mediante el empleo de soportes de baja carga
y usando cobalto como catién quelante.
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INTRODUCCION

1.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

La Cromatografia de Afinidad ocupa un destacado lugar entre las técnicas de
purificacion de proteinas. Esta basada en el reconocimiento especifico y reversible de |a
molécula que va a ser purificada hacia el ligando inmovilizado en el soporte inerte. Los
ligandos inmovilizados interaccionan selectivamente con alguna proteina generalmente
porque son andlogos de sustratos, de inhibidores competitivos e incluso de inhibidores
alostéricos. Es una cromatografia mucho mas selectiva que las convencionales
(intercambio iGnico, adsorcion hidrofébica, filtracion en gel) ya que estas estan basadas en
propiedades estructurales que son menos especificas y la cromatografia de afinidad esta
basada en caracteristicas funcionales muy especificas. En ia fiteratura cientifica
encontramos una gran variedad de ligandos que pueden ser empleados para la purificacion
de biomoléculas {(Angal, S. y col. 1989), a continuacién vemos aigunos ejemplos:

B o
ProteinaA/ProteinaG ~ Inmunoglogulinas de varias especies
Anticuerpos Monoclonales Antigenos, profefna A
Antigenos Anticuerpos Monoclonales /Policlonales
Esteroides Receptores esteroidicos
Acidos Grasos Proteinas de unibn a acidos grasos
Inhibidores de proteasas Proteasas
Lectinas Glicoproteinas
Azucares Lectinas, Glicosidasas
Acido fosférico Fosfatasas
Heparina Factores de coagulacion, lipasas, profeasas, DNA
polimerasas

Calmodulina Enzimas de union a Calmoduiina
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En la mayoria de los casos los ligandos son de pequefio peso molecular y el
principal problema reside en algunos impedimentos estéricos para el encaje entre e ligando
inmovilizado y el centro activo de la proteina o bien en interacciones no especificas con
otras proteinas cuando el soporie de afinidad tiene una elevada densidad de ligandos con
caracteristicas de intercambiadores ionicos, ligandos hidrof6bicos etc.. Es decir, problemas
similares a los comentados en el apartado anterior para la cromatografia de afinidad sobre
quelatos metalicos. En cuanto a fa desorcion se puede hacer en condiciones suaves
utilizando elevadas concentraciones de ligandos solubles lo que provoca ta desorcion de las
proteinas puras en condiciones suaves. En la Tabla observamos también ejemplos donde
los figandos son también proteinas. En esle caso, un disefio adecuado de fos sistemas
cromatograficos es mas complejo ya que los problemas estéricos pueden ser mucho mas
importantes y ia desorcion ha de hacerse modificando las condiciones experimentales (por
ejemplo, cambio del pH). Estos problemas han recibido poca atencion en la literatura
cientifica ya que en la mayoria de los sistemas enzimaticos de interés industrial, Ias
enzimas deben actuar sobre sustratos pequehos.

2.- CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD PROTEINA INMOVILIZADA-PROTEINA LIGANDO

La inmovilizacion de proteinas y enzimas de interés industrial, que una vez en fase
sélida deben actuar sobre sustratos o ligandos macromoieculares, supone un problema
general tanio para determinadas reacciones industriales como para el desarrollo  de
técnicas de cromatografia. Este es el caso, de la inmovilizacién de nucleasas para la
hidrélisis de dcidos nucleicos, de lectinas para la purificacion de glicoproteinas (Angal, S. y
col. 1989), de proteasas como la renina (Penzol, G. 1996), de anticuerpos para union
especifica de su antigeno, o como en el caso que tomaremos de ejemplo para nuestro
estudio, la inmovilizacion de receptores Fc para Ia purificacion de anticuerpos (150.000 D).

Al tratarse de un liganda macromolecular los problemas estéricos serian de gran
importancia. La proximidad del soporte podria enmascarar parcialmente el sitio de
reconocimiento para la proteina (ligando macromolecular) e impedir 1a interaccion proteina
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inmovilizada-proteina ligando. Ademds, como se trata de una interaccion proteina-proteina
la desorcidén no podria hacerse por adicién de proteina ligando sino que deberia hacerse_por
modificacion de condiciones tales como el pH pudiendo dicha modificacion afectar a algﬁ
de las proteinas. Una ligera distorsibn de la proteina inmovilizada puede producic
alteraciones en las zonas de reconocimiento para la proteina ligando. Sin embargo, esto se
puede utilizar positivamente en el caso de que la afinidad por ambas proteinas sea muy
grande ya que un debilitamiento de la interaccién proteina-proteina puede simpiificar los
procesos de desorcion.

3.- GELES DE AGAROSA COMO SOPORTES PARA CROMATOGRAFIA PROTEINA-
PROTEINA

Como se ha comentado en el capitulo anterior los geles de agarosa son ideales
para cromatografia debido a que son bastante inertes e hidrofilicos por lo que 1a interaccion
proteina-soporte es especifica teniendo Jugar a través de los grupos del soporte que
previamente han sido activados y derivatizados. La agarosa esta constituida por fibras de
gran diametro que simulan superficies planas, en ef proceso de inmovilizacion de proteinas
esto genera una serie de ventajas e inconvenientes.

« Como se demostré en el capitulo i, la morfologia de la agarosa capacita especialmente
a este soporte para_procesos de inmovilizacién multipuntual. Asi, mediante un control
del grado de activacién es posibie obtener soportes de agarosa con un mayor ¢ menor
nimero de grupos reactivos y esto unido al control de las condiciones empleadas en el
proceso de inmovilizacion podria permitimos optimizar el grado de multiinteraccion. Esta
optimizacion nos capacitaria para obtener derivados estables en los que las zonas de
reconocimiento de Ja proteina inmovilizada se han alterado de manera que siguen
reconociendo proteina ligando pero la interaccion es mas débil, pudiendo realizarse
protocolos de desorcin de la proteina ligando en condiciones mas suaves.

« Por otra parte, el hecho de gue la morfologia interna det soporte sea de superficies
planas, puede tener desventajas cuando la proteina inmovilizada debe de actuar frente a
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un sustrato o figando macromolecular. En este caso, el acceso del ligando puede verse
impedido ¢ ai menos dificultado por el impedimento estérice del soporte.

A continuacion se comentan las estrategias que se han planteado para superar las
desventajas de la agarosa (soporie “superficie-plana”) en el acceso de ligandos
macromoleculares (anticuerpos) a las zonas de reconocimiento de la proteina
inmovilizada (Guisan, J.M. y col. 1997). En este caso, la agarosa ejerce un impedimento
estérico que podria ser subsanado:

1.- Realizando una Inmovilizacion orientada de la proteina de manera que las
zonas de reconocimiento para proteina ligando gueden lo mas expuestas posible.
Lhilizando soportes glioxil - agarosa y variando las condiciones se desarrollaron
dos inmovilizaciones con distinta orientacion relativa proteina A/soporie,

a.- Inmovilizacién de proteinas a través de su_Area més rica en grupos

aming a soportes activados con grupos glioxilo

Los grupos aldehido del soporte, al reaccionar con un grupo amino
superficial de la proteina forman bases de Schiff, dando lugar a una
inmovilizacién reversible. Para que la union proteina-soporte sea estable,
en la interaccion han de estar involucrades al menos, dos pares amino-
aldehido. La reaccion bipuntual ha de tener lugar en medio muy aicalino. Y
como resultado se obliene Ja inmovilizacion orientada de la proteina por la
region que presente mayor densidad de residuos Lys ya que seran los que
mas faciimente puedan dar lugar a este tipo de interacciones bipuntuales
{Guisan, J.M. 1988; Blanco, R.M. y col. 1989).
b.-_Inmovilizacién de proteinas a través de un grupo amino de baio pK

(amino - terminal) en presencia de Trimetilamino borano (TMAB)

Para fa inmovilizacion de proteinas a través del residuo amino-

terminal (Guisan, J.M. y col. 1997}, podernas asumir que los s-amino de las
lisinas expuestas al medio tendrian un pK proximo al dei aminoacido libre
{10,5-10,7). Sin embargo el amino-terminal de una proteina tiene un pK
menor (7,0-8,0). Asi, a pH 8,0 el amino-terminal seria mas de 300 veces
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mas reactivo que los residuos lisina, y en presencia de TMARB la unién se

haria irreversible (Shainoff, J.R. 1980; Miller, A.W. 1983).
2.- Preparando soportes de agarosa-brazo espaciador, que separarian a la
proteina inmovilizada del soporte, disminuyéndose asi los impedimentos estéricos
que ejerce éste a la llegada de la proteina ligando. La utilizacién de brazos
espaciadores entre ligandos y soporte se desarrolld principalmente en
cromatografia de afinidad para lograr que el ligando en fase sélida pudiese
interaccionar con el centro de recenocimiento de las proteinas, generalmente
situado en una cavidad, mas o menos expuasto.

A continuacion se resumen algunos de los brazos espaciadores,
comerciaimente disponibles (Angal, S. y col. 1989).

s Bomaraigy " e spacrador e
CBio Rad 5 aminopropil'y aminopropii . Agarosa
succinilado
3 - 3°- diaminopropil y Agarosa
diaminopropilsuccinilado

ICN 1,2 - diaminoetano Agarosa

1-diaminohexano Agarosa

3,3 ’-diaminodipropilamina Agarosa

Pharmacia 1.6 - diaminohexano Agarosa

acido 6-aminchexanoico Agarosa

Pierce 3-3 -diaminopropilamina Agarosa

Generalmente, las cadenas alifaticas de 6-9 atomos de carbono suelen ser
suficientes para lograr un perfecto acoplamiento entre el ligando inmovilizado y la proteina
en solucion. Pero en el caso de ligandos macromoleculares, el problema podria ser mucho
mas complejo ya que un distanciamiento de pocos A originado por el empieo de “brazos
espaciadores alifaticos™ podria no ser suficiente cuando !a orientacion de la proteina en
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relacién al soporte no sea buena para el acceso del ligando voluminoso (Hou, C.K. y col.
1991). Por este motivo se ha propuesto la utilizacion de cadenas polialdehidicas obtenidas
por oxidacion de dexiranos como “brazos espaciadores”.

La agarosa, en su forma entrecruzada, es un soparte muy empleado debido a sus
propiedades (porosidad, estabilidad, facil activacion, hidrofilicidad etc). En nuestro caso se
emplearon brazos espaciadores de dextrano ya que 105 dextranos por estar constituidos por
moléculas de glucosa (hidrofilicas) no interaccionarian con las proteinas de forma
inespecifica. Y su gran flexibilidad {facilitaria el acceso de los anticuerpos), su posible
derivatizacién (Rogovin, Z.A. 1972), asi como la posibilidad de disponer de dextranos de
distinto Pm (variacion de la longitud del “brazo espaciador”) los hacian adecuados para

nuestro proposito.

4.- LA PROTEINA A. UN RECEPTOR Fc DE ANTICUERPOS
Los receptores Fc han sido encontrados en diversos sfrepfococcos y

staphylococcos y pueden clasificarse en cinco tipos.

"Tipe  Procedencia
Tipo ! ' Stapphylococcus aureus (Proteina A)
Tipo If Grupo A streptococci

Tipo Streptococcus equisimilus (grupo C)

Streptococcus dysgalactiae (grupo C)
Streptococcus humano grupo G
Tipo IV Streptococcus bovino p-hemolitico grupo G
Tipo V Streptococcus zooepidemicus (grupo C)

Se denominan receptores F¢ porque la interaccion de estos receptores tiene lugar
por 1a region constante de las cadenas pesadas de los anticuerpos (Fc), por lo que no
afecta al reconocimiento antigeno-anticuerpo (Boyle, M.D.P. y col. 1987). Los més
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empleados para la purificacién de anticuerpos son: la Proteina G (Akerstrém, B. y col. 1985;
Janis, L.J. y col 1989; Sun, S. y col. 1992; Eliasson, M. y col. 1889; Guss, B. y col. 1986) y
la Proteina A (Hammond, P.M. y col. 1890; Coleman, P.L. y col 1990).

La Proteina A (Pm 42 KD) se encuentra covalentemente unida a ta pared celular
del Staphylococcus aureus y es capaz de unir inmunoglobulinas de distintas especies de
mamiferos (Goding, JW., 1978; Kronvall, G. vy col. 1970; Lindmark, R. y col 1983;
Richman, D.D. 1982). Presenta una forma extendida en la que el amino-terminal se
encuentra situado en un extremo (Gouda, H. y col. 1992; Holinski, A. y col. 1994) (Figura
37). En la regidén N-terminal se encuentran localizados cuatro dominios globulares (D, A, B,
C) que presentan alta homologia entre si (Sjédahl, J. 1977 a; Sjédahl, J. 1977 b) y gran
afinidad por la region Fc de anticuerpos (Uhlén M. 1984; Deisenhofer, J, 1981; Jendeberg,
L. 1996). A pesar de presentar cuatro regiones de alta afinidad, la maxima capacidad de
unién de la Proteina A soluble descrita en bibliografia es 1 Proteina A/2 IgG. En ef extremo
C-terminal se encuentra la region de anclaje a la pared celular del Staphylococcus aureus

{Regidn X).

PARED CELULAR

o< e

COOH

FIGURA 37: Estructura de la Proteina A

En el desarrollo experimental de este capitulo se utilizo:
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- PROTEINA A RECOMBINANTE: esta proteina tiene entre sus caracteristicas
fundamentales una estructura en hoja beta, con 28 residuos de Lisina en toda su estructura
y posee un peso molecular de 32 KD. En esta estructura solo se incluyen: un pequefio
fragmento de aminoacidos que vienen de la sefial de iniciacion de fa codificacion de la
proteina y cuatro de las regiones fundamentales de la proteina A naturat (A, B, C y D).

La inmovilizacién de Proteina A a un soporte solido (Figlistaller, P. 1977) ha

tenido una gran importancis en procesos de:
- Purificacion de 1gG: gracias a la alta especificidad de la unién Proteina A -
Inmunoglobulina (Coleman, P.L. y col. 1990; Phillips, T.M. y col. 1985;
Massom, L.R. y col. 1989; Varady, L. y cof 1988; Hou, K. y col. 1991).
- Separacion_de distintos tipos de_Inmunoglobulinas (Leibl, H. 1993; Schuler,
G. 1991; Ey, P.L. y col. 1978; Ohison, S. y col. 1987).
- Purificacién de antigenos con columnas de Proteina A- anticuerpo (De Ruiter,

G. A. 1992). La union Proteina A-anticuerpo (regién Fc) no impide la union de
antigenos sino que orienta a los anticuerpos de manera que 1os niveles de
unién de antigeno se incrementan.

Como hemos visto anteriormente, la Proteina A (SpA) constituye una poderosa
herramienta en diversas técnicas inmunoldgicas debido a su capacidad para interaccionar
con inrmunoglobulinas, principalmente igG, de mamiferos. Una inmovilizacion adecuada de
la proteina A podria proporcionarnos derivados de gran durabilidad. En la actualidad, las
columnas mas utilizadas son las procedentes de activaciones con BrCN. Estas columnas
pueden presentar una alta capacidad de unidén de igG (la maxima unidn en el caso de
derivados: 1 Proteina A/2 1gG), pero:

» Se caracterizan por una baja constante de union del ligando acoplado
pudiéndose dar pérdidas de proteina A. Esta inestabilidad es debida
principalmente a la gran labilidad del eniace isourea formado entre el
soporte activado y los grupos amino presenies (Kowal, R. y col. 1980).
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« Ademas, los derivados isourea estan cargados positivamente a pH neutro,
presentando propiedades de intercambiador aniénico. Pudiendo dar lugar a
interacciones inespecificas de pequefios ligandos, que dificultarian el
proceso de purificacion.

Nosotros, sin embargo, si logramos unir la proteina A al soporte de forma
irreversible y con buena orienfacién poseeriamos una buena herramienta para abordar la
purificacion de anticuerpos.
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OBJETIVOS

En este capitulo se tratard de evaluar las posibilidades de mejora en el empleo de
agarosa como soporte para inmovilizar proteinas que actdan frente a sustratos o ligandos
macromoleculares intentando reducir o eliminar sus limitaciones y optimizar sus
posibilidades. Como sistema proteina/ligande macromolecular se escogié como modelo la
interaccion Proteina A/anticuerpo centrando el trabajo en lograr:

» La maxima capacidad de unién de anticuerpo por molécula de Proteina A

inmovilizada.

s Estabilizar_la_Proteina A por union _covalente multipuntual, distorsionando
ligeramente la proteina_insovilizada para que la proteina ligando se desorba
en condiciones mas suaves.

Para ello se intentaré:
1. Superar las limitaciones de la agarosa, impedimento estérico en el acceso de
ligandos macromoleculares:

Es iogico pensar que dada la estructura interna de ia agarosa ("superficie- plana”) y
el gran tamafio de las moléculas a purificar (Pm 150.000 D), la orientacion de la
Proieina A al unirse al soporte va a ser determinante en la mayor 0 menor exposicién de
las zonas de reconocimiento para anticuerpo. Se prepararan derivados de Proteina A
por union al soporte a través de grupos amino secundarios {unidn muy estable) con
distinta orientacion relativa Proteina A-soporte estudiando el efecto de fa orientacion
en la capacidad de unidn a nivel molecular.

Otra estrategia que se ha planteado, es la preparacion y empleo de soportes con
brazos espaciadores largos, fiexibles e hidrofilicos gue alejaran a la Proteina A del
soporte facilitando el acceso de los anticuerpos a las zonas de reconocimiento.

2. Optimizar Ja unién multipuntual proteina-soporte intentando aprovechar 1a facilidad que
tiene la agarosa (por su morfologia tipo superficie plana) para establecer interacciones
multipuntuales proteina-soporte. Una inmovilizacion estabilizante y ligeramente
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distorsionante de la Proteina A podria provocar una suave distorsion de ta misma. De
esta forma, la unidn multipuntual proteina A-soporte permitiria obtener derivados muy
estables a la vez que se podria afectar la fortaleza de la interaccion Proteina
Alanticuerpo de modo que la elucion de los anticuerpos tuviera lugar en condiciones

Mas suaves.
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PARTE EXPERIMENTAL.:

1.- PREPARACION DE SOPORTES:
1.1.- ACTIVACION DE GELES DE AGAROSA CON GLICIDOL

Los geles glioxil-agarosa fueron preparados poar eterificacion de los geles de
agarosa comerciales 4BCL con glicidol, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11.1.1.

1.2.- OBTENCION DE SOPORTES GLIOXIL-AGAROSA (45 umoles/ml gel)

Este tipo de geles se obtienen por oxidacion estequiométrica de los geles gliceril
agarosa 4B-CL con periodato.

Se resuspenden 50 mi de gel en 4275 m| de agua destilada y se afladen 2250
pmoles de periodato sodico siguiendo el protocolo descrito en 11.1.2.

1.3.- ACTIVACION DEL SOPORTE RESINA TOYOPEARL. PREPARACION DE
SOPORTE GLIOXIL-TOYOPEARL
Ei proceso de activacion es idéntico al seguido para el gel de agarosa (Apartado

1.1). Posteriormente, se oxidaba el soporte para obtener 45 umoles de glioxil/ml gel.

1.4.- PREPARACION DE SOPORTES AGAROSA - DEXTRANO

Para la preparacion de esle soporte vamos a disefiar un procedimiento en el gue
los grupos reactivos estén sdlo en el dextrano, quedando la agarosa lo mas inerte posible.

En la preparacidn del soporte es preciso llevar a cabo diversas etapas, que
veremos a continuacion.

1.- Oxidacion parcial de los grupos gliceril presentes en la agarosa 4 BCL (sin

necesidad de activacion previa).

2. -Reduccion de los grupos anteriormente oxidados, para la formacion de aicoholes
primarios.

3.- Oxidacion de los grupos gliceril no oxidados en el paso (1) (Esquema 10).
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17 n moles / ml gel
20
OH OH O -CHy- C
O -CH; ~CH - CH, 1.- oxidacion parcial
{NalO,) oH ou
—_
OH OH 0-CH, -CH-CH,
O-CH, -~ CH-CH, 3 pmoles | mi get
AGS -4BCL
20 u moles grupos gliceril/mi gel 2.- reduccion
(Na BH,)
17 p moles / mi gel 17 pmoles / mi gel
-CH, - CH, ~ OH ) O - CH; - CH, ~ OH
3.- oxidacion de los
girupos gliceri restantes
P . {NalQ,} ?H ?H
-CH- C Bl O -CH, -CH -~ CH,
H
3 1 moles / mi gel 3 p moles / ml ge?
ESQUEMA 10: Preparacion de soportes Agarosa-Dextrano.

4.~ Reaccion de los grupos glioxil del soporte con Etilendiamina y posterior
reduccion de fas Bases de Schiff con borghidruro sédico.

5.- Reaccion del soporte de agarosa-amino con dextranos parcialmenie oxidados,
reduciendo ef doble enlace formado con borohidruro sédico.

6.- Oxidacién del soporte agarosa-dextrano {Esquema 11).

En el proceso de entrecruzamiento de la agarosa se uliliza la Epiclorhidrina como

reactivo bifuncional. Como subproducto de esta reaccién, la agarosa entrecruzada contiene
grupos glicerii. La agarosa 4BCL contiene 15-20 umoles de grupos gliceriifmi gel.
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O -CH, - CH, - OH 0 -CH, - CH, - OH
reaccion con etilendiamina
20 HN - {CH; ), - NH, _
O - CH, - c\H L O-CH,-CH=-N (CH,) .- NH,
l reduccion
(NaBH,)

O ~CH, ~ CH, - OH

O ~CH, = CH, - NH {CH, ) ;~NH,

0-CH, -~ CH, - OH 1.- dextrana oxidado al 50%
L]

¥

= .z
H'
0 -CH, - CH, - NH {Cszz—N(in\‘ %

2.-reducclon { NaBH,)
ESQUEMA 11: Preparacidn de soportes Agarosa-Dextrano.

1.- Oxidacion parcial de los grupos gliceril presentes en la agarosa 4 BCL (sin
necesidad de activacién previa).

Se resuspenden 50 mi de agarosa 4BCL en agua afadiendo 850 umoles de
periodato y siguiendo e! protocole descrito anteriormente para la oxidacioén de geles gliceril.

2. - Reduccién de los grupos anteriormente oxidados, para la formacion de ajeoholes

50 ml del soporte obtenido en (1) se resuspenden en 450 mi de tampdn
bicarbonato 0,1 M ajustado a2 pH 10,0. Una vez preparada esta suspension y manteniendo a
25°C con agitacién suave se afiaden 0,5 g de NaBH,. Transcumrida media hora en estas

condiciones se tava el sopotte con abundante agua.
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3.- Oxidacidn de los grupos giiceril no oxidados en el paso (1)
A partir del soporte obtenido en (2), y aperando en las mismas condiciones que en

(1) se lleva a cabo una segunda oxidacion. Esta vez el periodato afadido debe oxidar los
grupos que no se oxidaron en (1) (3 pmoies / mi gel). Esta oxidacion se reafizé con un
pequeno exceso de periodato, afiadiendo al gel 500 umoles de periodato.

4.- Reaccion de los aldehidos del soporte con Etilendiamina y posterior reduccion de

las Bases de Schiff con borohidruro sodico.

Se resuspenden 50 m] de soporte glioxil-agarosa con 3 umoles de grupos glioxil/ml
gel (ohtenido en el apartado anterion) en 200 ml de una solucion de Etilendiamina 2.0 M de
pH 10.0. La mezcla se mantiene con agitacién suave a temperatura ambiente durante 2
horas. Transcurrido esie tiempo se agregan 2 g de NaBH, continuando la agitacion 2 horas
mas, y lavando finalmente el gel, en primer Jugar con tampon borato 0,1M de pH 9.0, a
continuacion con tampodn acetato 0,1 M de pH 4,0 y, por (ltimo, con agua. De esta forma se
obtiene el gel con 3 pmoles de grupos amino / mi gel.

5.- Reaccion del soporte de agarosa-amino (3 umoles/ml gel) con dextranos
parcialmente oxidados, reduciendo el doble enlace formado con borohidruro soédico
- Oxidacidn parcial (50%) del dextrang:

Se preparan 50 ml de una disclucidn de dextrano 33,33 mg /ml en agua, tratando
esta disolucion con 4,38 g de periodato sddico. Se mantiene durante 2 haoras la incubacion
a temperatura ambiente con agitacién suave y posteriormente se dializa frente a agua,
lograndose de esta forma oxidar et dexirano al 50%.

Se prepararon soportes con dextrancs de dos tamaiios distintos (20.000 y 6.000).
En ambos casos el protocolo seguido para la oxidacion es ¢l descrito en el pairafo anterior,

Se disuetve el TMAB para una concentracion final de 150 mM en 50 mil de tampdn
fosfato 100 mM de pH 7.0 v se le aftaden 50 mi de 13 solucidn de dextrano oxidado. A 1a
solucién resultante se le incorporan 50 mi de gel MANA-agarosa-3pmoles de grupos
amino/mi gel y se deja con agitacion suave a 25°C.
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Transcurridas 2 horas se procede a la reduccion de los enlaces formados que no se
hayan reducido durante la incubacion con TMAB. Para ello, se ajusta la suspension a pH
10,0 y se agregan 0,75g de NaBH, agitando la suspension a 4°C durante una hora.
Finalmente se procede al lavado del soporte, realizando un primer lavado con tampén
fosfato de pH 7.0 v luego con agua destilada.

6.- Oxidacién del soporte agarosa-dextrano

Para poder tener grupos reactivos en ¢! soporie (para reaccionar con la proteina)
hay que realizar una segunda oxidacion de! dextrano previamente unido al soporie. Para
ello, a los 50 ml de soporte agarosa-dextrano se aiaden 500 umoles de periodato sadico.

2.- PREPARACION DE DERIVADOS DE PROTEINA A

La Proteina A recombinante, empleada fue donada por Lorenzo Rodés del Centro
de Genética y Biotecnologia de la Habana. Obtenida por deleccidn de un fragmento N-
Terminal no implicado en el reconocimiento de anticuerpos.

2.1.- UNION DE PROTEINA A DIRECTAMENTE AL SOPORTE

Los soportes de agarosa empleados son los preparados siguiendo el metodo
descrito en el apartado IV.1. Estos soportes poseen 45 umoles de grupos glioxil/mt de gel.
Trabajando en distintas condiciones, preparamos derivados de proteina A con diferente
orientacién.

2.1.1.- DERIVADOS ORIENTADOS POR N-TERMINAL

Se preparan 2,8 mi de una disolucion de MTAB en tampon Carbonato sédico 0,1 M
a pH 8,0, disolviendo la cantidad necesaria de MTAB para obtener una concentracion final
de 125 mM. Se agregan a esta solucion 2 mg de Proteina A, separandose una pequefia
fraccion (60 ml) para posterior cuantificacion de la concentracion de proteina por el método
de Bradford (muestra 1). Se sigue el proceso de inmovilizacion de la proteina A al soporte.
Este seguimiento se realiza por medida de la absorbancia a 280 nm. Las medidas se
realizan ajustando a Abs.gy = 0, previamente [a solucion de MTAB en el tampon y (levando
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un blanco en el que se ha sustituido el volumen de gel por un volumen equivalente de
agua. La disminucion de la absorbancia del sobrenadante nos da la union de dicha proteina
al soporte.

Cuando se tienen derivados con 1,2-2mg Proteina A/m! de gel (calculados por
medidas de absorbancia), se separa una alicuota de sobrenadante para posterior
cuantificacién por el procedimiento de Bradford (muestra 2). Y una vez separada esta
porcion se lleva a cabo la reduccidn del derivado. Para ia reduccién se afiaden 6,2 mi de
agua destilada se ajusta a pH 10,0. Se aftiaden 10 mg de borohidruro sédico dejando ia
suspension durante 0,5 horas a temperatura ambiente y con agitacion suave. Finalmente se
lava, primero con tampon fosfato a pH 7,0 y posteriormente con agua.

Las alicuotas separadas se cuantifican por Bradford y por diferencia entre los
mg/m} de las muestras 1 y 2 se obtienen los mg de Proteina A/mi de gel.

2.1.2.- DERIVADOS ORIENTADOS POR LA ZONA MAS RICA EN LISINAS

Se disuelven 2 mg de Proteina A en 2,8 ml de tampon Bicarbonato 0,1 M a pH
10,0. Se anade 1 ml del soporte de agarosa y operando de la misma forma que en la unién
por amino-terminal (medidas de absorbancia y cuantificacién por el método de Bradford) se
lleva a cabo la inmovilizacién y cuantificacién de la Proteina inmovilizada.

Nota: Las condiciones de inmovilizacién (tiempo y temperatura) varian en cada
experimento. Por 10 que para evitar 1a complicacion de la descripcion de los métodos dichas
condiciones quedaran explicitas en 1a exposicion de los resultados.

2.2.- UNION DE LA PROTEINA A A TRAVES DE “BRAZOS ESPACIADORES”

Los soportes de agarosa empleados son los preparados por el procedimiento
descrito en el apariado 1.4. El protocolo para |a preparacion de derivados es el mismo que
el descrito en (2.1).
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3.- UNION DE IgGx A DERIVADOS DE PROTEINA A

A 1 ml de derivado de Proteina A se le agregan 10 mi de la solucién de igGy (2.1
mg/mi disuelta en tampodn fosfato 50 mM, NaCl 0,25 M pH 7.5). Se mantiene ia suspension
con agitacion suave a 25°C. Se realizan medidas de absorbancia a 280 nm de alicuotas del
sobrenadante cogidas a distintos tiempos y cuando no se observa disminucion de la
absorbancia con el tiempo se lava el derivado con tampén Fosfato 56 mM, NaCl 0,25 M pH
7.5. Por diferencia entre la medida de la absorbancia de la disolucidn de partida de
anticuerpos y el ultimo sobrenadante recogido se obtienen los mg de 1gG unidos/m! de
soporte.

Los mg lgG/mg de Proteina A se calculan por el cociente entre: los mg IgG
unidos/mi gel (obtenidos por medida de absorbancia a 280 nm) y 1os mg Proteina A/mi gel.

Los anticuerpos (IgG humana) utilizades fueron cedidos y purificados por Lorenzo
Rodés del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de la Habana.

4.- INFLUENCIA DE LA ORIENTACION/DISTORSION DE LOS DISTINTOS DERIVADOS
DE PROTEINA A EN LA ELUCION DE ANTICUERPOS
A.- Unién de 1gG a los derivados de Proteina A

Se toma el volumen necesario de derivado de Proteina A capaz de unir 15 mg de
IgG. Se prepara una columna con el derivado equilibrado a pH 7,5 en tampén Fosfato 50
mM, NaCl 0,25 M. Y diluyendo con el tampon de aplicacién se preparan 2 mi de IgGy 7.5
mg / mi.
En un equipo de la casa Pharmacia LKB compuesto por un detector (Control Unit
UV-1), un registro (REC-1), una bomba (Pump P1) y un colector de fracciones (Redifrac) se
fijan las siguientes condiciones de trabajo:
* Sensibilidad: 0,2.
* Vpape: 0.2 mm. / min.
* Colector de fFracciones programado para recoger fracciones cada 30 minutos.
* 100 mv.
* Flujo: 2,5 ml/ h.
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Y al fiujo indicado, se procede a ia aplicacién de los 2 mi de la muestra de igGy.
Una vez aplicada la muestra, se lava fa columna con el tampon utilizado en la
aplicacion (las condiciones de )a aplicacion se mantuvieron en el lavado) hasta que el
registro se sitta emn la linea base,
B.- Eiucién de igGy
En esta etapa se fijaron las siguientes condiciones de trabajo.
* Sensibilidad: 0,02.
* Vpapel: 2 MM { min.
* Colector de fracciones programado para recoger alicuotas cada 3 minutos
{desde la puesta en marcha de la bomba).
* Flujo: 50 mi / h.
* Viotal de gradiente: 12 Ml.
- Gradiente Lineal: El gradiente se prepard aplicando )a teoria de vasos comunicantes. Para
ella se emplearon los siguientes tampones: Tampoén Na,HPO, 50 mM { Acido citrico 50 mM
1) pH 7.5; y 2) pH 2,6. Pasando finalmente tampon pH 2,6 hasta voiver a alcanzar ta linea
base. Cada una de las alicuotas se iba recogiendo en tubos de 2,5 ml midiendo el pH {(para
representar posteriormnente el gradiente).

5.- DERIVADOS DE PROTEINA A ORIENTADOS POR LA ZONA MAS RICA EN
LISINAS: INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE UREA EN LA ELUCION DE 1gG

La unién de 1gG, y Javado de la columna se realizé de la misma forma qgue en el
apartado 3. En la elucion el protocolo seguido es también el mismo, pero esta vez en los
tampones del gradiente se incluia una determinada concentracion de urea ( 0,5 M, 0,75 M,
1,.0M,20M,3,0My4,0M).

6.- DERIVADOS DE PROTEINA A ORIENTADOS POR N- TERMINAL: EFECTO DE LA
PRESENCIA DE UREA EN EL PROCESO DE ELUCION
El procedimiento seguido en la unién y iavado es el descrito con anterioridad. La

elucion con distintas concentraciones de urea se siguid conforme lo expuesto, si bien, en
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este caso se aplicd un gradiente concavo de pH. Empleando un FPLC de ia casa
Pharmacia (modeto LCC-500-CI) formado por una unidad de control UV-1, acoplada a un
sistema de bombas P-500 con un detector UV-1 con filtro de 280 nm y un colector FRAC-
100,

7.- PREPARACION DE DERIVADO DE PROTEINA A UNIDA A SOPORTES DE
AGAROSA (comerciales) ACTIVADOS CON CNBr

En primer fugar, se hidrata el soporte resuspendiéndolo en una solucion de HC)
tmM. La suspension se mantiene con agitacion suave durante unos diez minutos,
transcurridos los cuales, se filtra lavando con abundante agua destilada.

Se disuelven 2 mg de Proteina A en 2,8 ml de tampdn Bicarbonato 0,1 M, NaCi 0,5
M a pH 83 y a continuacién se afiade 1 mi del soporte (previamente hidratado). La
cuantificacion de la proteina unida al soporte se lleva a cabo de la misma forma que en los
derivados anteriormente preparados (medidas de absorbancia y cuantificacion por el
método de Bradford).

8.- ESTABILIDAD QUIMICA LOS DERIVADOS DE PROTEINA A

En este apartado se compararon las esiabilidades quimicas de los derivados de
proteina A preparados con distintas orientaciones, con la estabilidad de los derivados de
proteina A unida a soportes activados con CNBr. Para estudiar la estabilidad quimica de los
derivados, se aplicaban las muestras de jos tres derivados (amino-terminal, crientadoe por
lisinas y derivado ciano) en una placa de electroforesis preparada al 12%. La preparacién
de muestras se realizd por el procedimiento seguido en el apartado 1.4, incluyendo
etanolamina 1M en cada una de ias muestras. La cuantificacion de la proteina se hizo
mediante densitometria de los geies de electroforesis con un densitometro de "Molecular
Dinamics™ y por integracion de las areas obtenidas de cada banda, comparando la banda
obtenida por desorcion en presencia de tampon de ruptura y Etanolamina con un patrén de
proteina A sotuble de concentracion conocida,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha tratado en la introduccion, la Proteina A es un componente de la pared
celular del Staphylococcus aureus, y presenta cuatro zonas con alta afinidad por
determinados anticuerpos {Lindmark, R. y col. 1983). Estas cuatro zonas pueden
interaccionar con anticuerpos, si previamente se ha procedido a una digestién con diversas
enzimas. Sin embargo,_fa_Proteina A en solucién. sélo es capaz de unir 2 moléculas de

anticuerpo (ligando macromolecular) por cada molécula de Proteina A (Coleman, P.L. y col.
19980; Uhién, M. 1984). Por otra parte la inmovilizacion de la Proteina A en un soporte
puede, seglin las caracteristicas de éste dificultar el acceso de ligandos macromoleculares
(anticuerpos, Pm: 150 KD). En este capitulo se plante6 un estudio a nivel molecular del
nimero de moléculas de anticuerpo por motécula de Proteina A que son capaces de unir
derivados preparados con diferentes orientaciones. Para ello, se eligieron dos tipos de

inmovilizacion orientada de Proteina A.

1.- MODULACION DE LA ORIENTACION RELATIVA DE LA PROTEINA SOBRE EL
SOPORTE:

La primera estrategia fue: conseguir derivados de Proteina A en los cuales, la
maolécula de proteina mostrase diferente disposicion espacial en relacién al soporte. Para
efllo, se han variado las condiciones de unidn de proteina al soporte de forma que los
grupos reactivos gue interaccionen con el soporte fueran distintos en cada caso:

a.- Interaccion de los grupos glioxil del soporte con los g-amino de las lisinas:
de esta forma la Proteina A se uniria al soporte por la regién mas rica en
lisinas.

b.- Interaccién de los grupos glioxil del soporte con el aming _terminal de la
proteina.

En ambos casos: Los derivados fueron inmovilizados por unién directa a soportes
de agarosa con 45 pmoles de glioxil/ml gel. Se emplearon derivados poco cargados (1,2-
2mg Proteina A/mi de gel) debido al alto coste de [a proteina. La unién de proteina A al
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sopoite se realizd en condiciones suaves ya que el objetivo era sélo ver el efecto de las
distintas orientaciones de la proteina A en ia unidén de IgG. En ia tabla 17 se muestran los
resultados cbtenidos con ambos derivados.

Tabla 17: Capacidad a nivel molecular de derivados de Proteina A preparados con distinta

orientacion
ORIENTACION CONDICIONES de union de mg 1gG/mg Prot A Relacian
Proteina A unida
N-LYS 4°C, 3h 56 1PANMIgG
N-TERM. 25°C, 3h 12,9 1PA/ 219G

Cuando el derivado de Proteina A esta orientado por la region mas rica en Lisinas
se observa que una molécula de Proteina A es capaz de unir tan solo una molécula de
anticuerpo. Sin embargo, cuando la Proteina se une al soporte por el amino terminal una
molécula de Proteina A es capaz de unir dos de anticuerpo. Como se observa, Ja
inmovilizacidn orientada a soporfes de agarosa nos permite modular la accesibilidad de
figandos macromoleculares (anticuerpos) a las zonas de reconocimiento.

En este caso dada la forma extendida de la Proteina A, y la posicién del Amino-
terminal (Sjodahl, J. 1977), parece que la inmovilizacidn por el amino terminal facilita el
acceso de dos moiléculas de anticuerpo. Mientras que en la orientacion por lisinas existe
una mayor impedimento estérico por la proximidad con el soporte y la unién de IgG se ve
dificultada (Figura 38).
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1.- ORIENTACION LISINAS 2.- ORIENTACION POR N-TERMINAL

fgﬁ e
! {1 B\
) | |

L

1 Proteina A/2 IgG

1 Proteina A/1 1aG

( FIGURA 38: Influencia de la orlentacion de la protelna A Inmovilizada a soportes
i de agarasa, en la capacidad de unlon de IgG a nivel molecular,
|

2.- IMPEDIMENTOS ESTERICOS OCASIONADOS POR LA MORFOLOGIA DE LA
AGAROSA

La morfologia interna del soporte constituye un punto esencial cuando se pretende
lograr la estabilizacion de enzimas. El acoplamiento proteina-soporte dependerd de |a
morfologia del soporte, pudiendo ser un acoplamiento proteina-cadena molecular, proteina-
superficie plana, etc.

Los geles de agarosa y el vidrio poroso posibiltan un acoplamiento proteina-
superficie plana (Esquema 9), mientras que con el eupergit y el toyopear!, |13 interaccion es
proteina-cadena molecular (sl bien, por dalos experimentales parece que, sobre lodo, en el
taso del toyopear!, podrian ser fibras de pequefio diametro). Esto unido a que s un soporte
hidrofilico, hace que la agarosa sea un soporte ideal para uniones multipuntuales proteina-
soporie. Sin embargo, su morclogia “superficie-plang”, puede ocasionar problemas
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(impedimentos estéricos) a la hora de trabajar con proteinas o enzimas inmovilizadas que
tienen que actuar frente a substratos o ligandos macromoleculares. En este caso la
orientacién de la Proteina A inmovilizada a soportes de agarosa, seria un factor decisivo en
la accesibilidad de los anticuerpos a las zonas de reconocimiento. Asi una buena
orientacidén (amino- terminal) reduciria el problema dei impedimento estérico del soporte.

Los datos que se acaban de presentar podrian ser debidos a los motivos que
acabamos de exponer. Para comprobar este razonamiento, se escogid un soporte tipo
*malla” (Toyopearl) en el gque se reduciria notablemente el impedimento estérico. Y
orientando la proteina A por la region rica en lisinas (1 Proteina A/1 1gG) se compard el
efecto del soporte en la unidn a nivel molecular Proteina A/Anticuerpo (Figura 39). Los
resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla:

Tabta 18: Capacidad a nivel molecular de derivados de Proteina A preparados con

soportes de distinta morfologia interna,

ORIENTACION SOPORTE mg lgG/mg Prot A Relacion
N-LYS AGAROSA 58 1PA/11gG
TOYOPEARL 12 1PA/2IgG

Se ha elegido la orientacién por la regidon mas rica en lisinas para estudiar el efecto
del soporte. En la tabla se observa que cuando el soporte empleado es agarosa la refacion
molecular es 1/1, en cambio cuando el derivado se prepara inmovilizando sobre toyopearl

es posible et acceso de una segunda moléculia de anticuerpo por molécuta de Proteina A.
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1.- SOPORTES DE AGAROSA 2.- SOPORTES DE TOYOPEARL

1PA | :lgGI

1PA 1 11gG

L)

MENCR IMPEDIMENTO ESTERICO
DESVENTAJA AGAROSA: ‘
PROTEINAS TIENEN QUE ACTUAR FRENTE

ACCESO DE UNA 2* MOLECULA DE 1gG
A SUSTRATO MACROMOLECULAR

FIGURA 38: Influencla de la Morfologla del soporte en la capacidad de unién de
derivados de Proteina A inmovilizados por |a regién més rica en lisinas

A la vista de estos resultados, podemos verficar la teoria anterlormente expuesta.
El sopore lipo superficie plana puede ejercer impedimentos estéricos en el caso de
proleinas gue actian frente a ligandos macromoleculares, siendo en este caso decisiva la
disposicion espacial proteina-superficie plana.

Como segunds herramienta para superar |3 limitacidén del empleo de agarosa para
inmovilizar proteinas que deben actuar frente 3 ligandos macromoleculares se propuso la
utilizacion de soportes de agarosa con “brazos espaciadores” que separaran la Proteina
A del soporte con morfologia intema tipo superficie plana. De esta forma se eliminaria &l
impedimento estérico del soporte. facilitando el acceso de los anticuerpos a las regiones de
afinidad de la Proteina A. Para la preparacion de soportes con *hrazos espaciadores” sa
emplearon dexiranos de distinto peso molecular. Las dextranos estan constituidos por
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moléculas de glucosa, que oxidando parcialmente con periodato dan lugar a grupos
aldehido para la union de proteinas. Los dextranos son hidrofilicos y muestran gran
flexibilidad o que les hace idoneos para nuestro objetivo.

3.- UTILIZACION DE DEXTRANO COMO AGENTE ESPACIADOR
- Preparacién de soportes agarosa-dextrano:

El tratamiento de disoluciones de dextrano con NalQO, como agente oxidante en
condiciones suaves, provoca la ruptura de los  anillos monosacaridos dando lugar a dos
grupos aldehido por anillo y liberando CH:O (Schacht, £.H. 1987; Drobchenko, S.N. y col.
1993). El resultado es la transformacion de la cadena polisacarida en una cadena
polialdehidica (Figura 40).

La cadena polialdehidica resultante es estable en medios neutros lo cual ha
permitido el disefio de un método para la activacion del soporte MANA-agarosa, en el que
se utilizé como agente complejante el trimetil-amino-borane (TMAB) que actua haciendo
irreversible |a unién (Georghean, K F. y col. 1981) (Billman, J.H. y col. 1961).

—CH,
Li—o O
—H, C~— C CH —O0—
05 ) AL | ]
ﬂ
CH-I—CH ° “\y W X0
(IDH ‘OH
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- Capacidad de los derivados Agarosa-dextrano:

Se prepararon derivados de proteina A empleando soportes Agarosa- dextrano, de
distinios pesos moleculares (20.000 y 6.000). La capacidad de union a nivel molecular de
los derivados se expone a continuacion.

Tabla 19: influencia del empleo y tamaiio de “brazos espaciadores” en [a union de IgG

ORIENTACION DEXTRANO mg IgG/mg Proteina A
N-LYS - ' 56
|- |
6.000 11,3
20.000 7

Como se observa en la tabla la capacidad de unidn de anticuerpo por la Proteina A
inmovilizada aumenta cuando se emplean brazos espaciadores de dextranos. El aumento
abservado varia con el tamaiio del dextrano utilizado, siendo los mejores resultados los
obtenidos con dextranos de 6.000, en los que se logra el acceso de una segunda molécuta
de higando (IgG) por molécula de Proteina A.

El empleo de dexiranos disminuye el impedimento estérico del soporte. alejando 1a
proteina inmovilizada y facilitando el acceso de ligandos macromoleculares a las zonas de
reconocimiento de la proteina. Pero, el tamafio del dextrano es importante, ya que debe de
ser suficiente para actuar como brazo espaciador (Pm 6.000), pero si tiene un peso
molecufar efevado (Pm 20.000) dada fa gran fiexibilidad dei brazo, podria “envolver” (a
proteina dificultando el acceso de los anticuerpos (observandose en la tabia una capacidad
de unign peor que con un brazo menar).
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1.- UNION DIRECTA AL SOPORTE  2.- BRAZO ESPACIADOR DE 6.000

: -2
2

1 Proteina A/2 1gG

1 Proteina A/1 1gG

FIGURA 41: Inmovilizacién arlentada de Pratelna A por la regidn rica an lisinas.
Efecto de¢ la presencla de un “brazo espaciador” en la capacidad de
unién de lgG a nivel molecular.

4.- INFLUENCIA DE LA DISTORSION DE LA PROTEINA A EN LA CAPACIDAD DE
UNION DE ANTICUERPOS.

4.1.- INMOVILIZACION DE LA PROTEINA A ORIENTADA POR LOS GRUPOS £-AMIND
SUPERFICIALES (Lys).

En la unidn covalente de proteinas a soportes glioxil-agarosa el disedio del proceso
de inmovilizacién permite el control de la inmovilizacion. Asi, mediante |a madificacidn de
parametros como la duracidn de la interaccidn previa & la reduccidn de los enlaces
formados o la temparalura & 1a cual tiene lugar el proceso, ef grado de unidn soporte-
proteing varia.

Como se observa (Tabla 20) en derivadoes de Proteina A orientados por la regidn
rica en lisings, en los que el proceso de unién de proteina-soporte ha tenido lugar en
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distintas condiciones no unen la misma cantidad de anticuerpo. Se observa que a medida
que preparamos derivados en condiciones menos suaves, éstos unen menos mg [gG/mg de
Proteina A. Parece que si la interaccién proteina A-soporte es muy intensa, es posible que
exista una distorsién de las zonas de reconocimiento, afectando a la afinidad por los
anticuerpos.

4.2.- INMOVILIZACION A TRAVES DE GRUPOS AMINO DE BAJO pK {N- TERMINAL)

Esta estrategia, esta dirigida a la participacion en la reaccién con el soporte de
aquelios grupos amino de pK bajo de ia proteina, como es el caso del amino terminai o
algun otro residuo que, por efectos de induccién de grupos préximos, pudieran haber
modificado su pK. Sin embargo: a tiempos largos, es posible que tras haberse realizado una
primera unién por aminos de bajo pK, 1a concentracion efectiva de grupos soporte-agarcsa
aumenta pudiendo originarse otras interacciones adicionales que pueden dar lugar a
fendmenos de distorsién.

Cuando se preparaban derivados en los que el grado de interaccidn proteina-
spporte variaba se observo el mismo efecto (Tabla 20).

Tabla 206: influencia de la distorsién y orientacion de los derivados de Proteina A en la
unién de IgG.

ORIENTACION | SOPORTE DERIVADO CONDICIONES DE | mg 1gG/mg PA
UNION Prot.A
N-LYS 45 CHO MUY DISTOR 25°C, 4h 3
DISTOR. 15°C, 0,5h 45
POCO DISTOR. 4°C, 3h 56 |
N-TERM 45 CHO MUY DIST. 25°C, 72h 4.9
POCO DIST. 25°C, 3h 12,9
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- Parece, que independieniemente de la orientacion, fa posible distorsibn motivada por el
mayor grado de interaccion proteina-soporte da lugar a un peor reconocimiento de los
anticuerpos, reduciéndose la capacidad de unién de la Proteina A.

5.- DISTORSION DE LA PROTEINA A POR UNION MULTIPUNTUAL AL SOPORTE:
INFLUENCIA EN LA FORTALEZA DE UNION PROTEINA A-igG

Se estudio el efecfo_gue podria tener | ji i j i Profeina A

inmovilizada,_en la fortaleza de unién de los antficyerpos. Lo que se pretendia es escoger

dos tipos de derivados y estudiar la influencia de una ligera distorsién causada por unién
multipuntual controlada Proteina A-soporte, en las condiciones necesarias para la elucion
de los anticuerpos.
Comgo ya se estudio en el capituio 11
» La primera union de la proteina por |a regién rica en Lisipnas es ya una unién
multipuntual y como ya se ha mencionado en numerosas ocasiones la morfologia del
soporie es decisiva en este tipo de inieraccion.
¢ La unidén por amipo-terminal es unipuntuai, de manera que en condiciones suaves de
unidn la proteina no se distorsionaria en su unién al soporte.
Se prepararon derivados de Proteina A con ambas erientaciones y tras la union de
19Gy, vy posterior lavado de la columna, se llevd a cabo una elucion con gradiente lineal de
pH (figura 42). Los resultados obtenidos se exponen a continuacion:

Tabla 21: Parametros cromatograficos obtenidos en la elucion de IgG con gradiente de pH.

ORIENTACION | PICO | TIEMPO | V(ml) pH
LISINAS A 57° 44,6 45

B 70,5 552 3,7

N - TERMINAL A 59.5° 46,6 43
B 87 68 1 2.9

C 90" 70,5 2,7
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LINEAL CONCAVA
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FIGURA 42: Perfil ctel gradiente de pH.

Existen cuatro tipos diferentes de inmunoglobulina G humana {IgG., 19G,, 19G; ¥
IgG,). La proteina A presenta afinidad por tres de ellos, siendo el tipo IgGs el gue no
quedaria retenido en la columna ( Deisenhofer, J. 1981; Shimizu, A. y col. 1983).

* En el derivado unido al soporte por N-terminal, es necesario bajar mas el pH para
la elucién total de lgG. La Proteina A inmovilizada unipuntuaimente {no distorsionada)
es capaz de unir fuertemente anticuerpos y al no estar alteradas las zonas de
reconocimiento es posible fraccionar distintos tipos de inmunoglobulinas (aparecen tres
picos en lugar de dos).

* Al inmovilizar la Proteina A por la_regién-masrica-en lisinas. se observa que para
la elucién total de anticuerpo no es necesario bajar tanto el pH. Parece que la union

Proteina A-lgG es mas débil debido a que en este caso gracias a la unidon multipuntual
de la proteina con la agarosa (superficie plana) se ha conseguido una distorsion suave
de la misma. Asimismo, esta pequefia distorsion podria afectar a la posibilidad de
fraccionamiento de los diversos tipos de IgG (dificuitando la separacion de los mismos).
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En el caso de derivados de proteina A, unida al soporte por la region rica el
lisinas, se estudi6 el efecto de la presencia de diversas concentraciones de urea {en los
tampones de elucion) en los parametros cromatograficos. Los resultados obtenidos se
exponen a continuacion:

Tabta 22: Orientacion Lisinas-Influencia de la presencia de Urea en la elucién

[UREA] | PICO | te | Vew (m) | pH
0 A 57 446 45
B 70,5 55,2 3,7
0,5M A 50" 39,1 4,85
7B |"e75 |7 529 | 375 |

0,75M A 475 37.2 4.7
B 50.2° 46 4 3.7
2M A 9’ 7.1 7.3
B 46 36 4,95

C 56,5 44 43 ]
3M A 8,5 6,6 72
B 36,5 28,6 52
C 495 38,8 42
aM A 6,75 52 7.35
B 34" 26,6 53
C 46,5 36,4 4,3

La urea influye en el proceso de elucion, pudiendo emplearse para obtener
eluciones a pHs mas altos. Parece que no afecta por igual a todas las fracciones de
inmunoglobulina. A concentraciones altas de urea es posible distinguir tres picos en la
elucién (las fracciones de 1gG con afinidad hacia la proteina A son tres). Los derivados de
proteina A orientados por la region rica en Lys parecen adecuados para la purificacion de
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anticuerpos monoclonales, lograndose eluciones a pH no muy bajos (incluso en
determinados casos podria pensarse en utilizar urea para provocar el adelantamiento de la
elucidon). Los resultados obtenidos en la tabla 21, parecian indicar que los derivados
orientados por amino-terminal eran adecuados a ia hora de pensar en el fraccionamiento de
los determinados tipos de anticuerpos con afinidad por la proteina A. En este caso se
emplearon gradientes céncavos que facilitarian la separacion de 1gG,, 19G; e 19G, (figura
42). Ademas, habiamos visto que la influencia de la concentracion de urea en el proceso de
elucién era distinta en cada tipo de IgG. Por ello combinando ambos factores (gradiente
coéncavo de pHs y elucidn en presencia de determinadas concentraciones de urea) se
obtuvieron los resultados de la tabla 23.

Tabla 23: Parametros cromatograficos obtenidos en la elucién de IgG en ausencia y
presencia de urea.

[UREA] | PICO treT Vele(ml) pH
0 A 35°%° 278 4,85
80" 62,6 3.8

c 86°5° 677 26

1,25 M A 48" 374 515
B 567 45 46

c 89’ 69 39

20M A 33 26 5,4
B 35’ 274 53

Cc 86" 66,6 36

El estudio de los cromatogramas obtenidos en las tres eluciones, permitié disefiar
un método de fraccionamiento de los distintos tipes de lgG. Este método se basaba en el
distinto comportamiento de los tres tipos de inmunoglobulina G humana con afinidad por la
proteina A. Y se basaba en el acoplamiento de dos cromatografias de afinidad en
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condiciones distintas de elucion. El método disefiado para el fraccionamiento de
inmunoglobulina G humana se realizaba siguiendo los pasos:

1.- Se montaba una columna con el derivado de proteina A unido al soporte
por el amino - terminal ( en condiciones suaves). Se aplicaba ia muestra de
19Gia @ 1A columna, quedando retenidas en ella las fracciones con afinidad
(IgG,, 1gG: e lgG.) (separando la fraccion IgG; por no presentar afinidad).

2.- Elucién con gradiente concavo (figura) y en presencia de urea 2,0 M en
cada tampdn de los empleados en el gradiente. El cromatograma obtenido
refleja la separacion de un pico y el solapamiento de otros dos (A + B)
(cromatograma 1). Los parametros cromatograficos se encuentran en la tabla
23.

3.- Aplicacién del volumen de muestra correspondiente a los picos (A + B) a la
misma colurnna.

4 - Elycidn con el mismo gradiente cédncavo y en ausencia de urea. En estas
condiciones se observa la separacién de los picos A y B. (cromatograma 2).

Por combinacion de cromatografias de afinidad a proteina A, se ha logrado el
fraccionamiento de inmunoglobulina G humana. Para ello hemos empleado el derivadg de
proteina A unido al soporte por el amino-terminal. Este derivado ha sido preparado en
condiciones suaves por lo que la proteina A no se ha distorsionado de manera apreciable y
es capaz de fraccionar los distintos tipos de 1gG empleando condiciones adecuadas para el
propbsito.

La asignacion se realizé por integracion de los picos obtenidos en los distintos
cromatogramas y comparacion con los datos bibliograficos (Lindmark, R. y col. 1983) sobre
el contenido de cada tipo de IgG en sangre (la corroboracion de esta asignacion se espera
realizar posteriormente). Segldn estos datos el lamado pico A podria corresponder a la

IgGy, elBalalgG, yel C alalgG,.
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DERIVADO PROTEINA A (N-TERMINAL ):
FRACCIONAMIENTO DE ANTICUERPOS

CROMATROGRAMA 1

® Eluccion con urea { 2,0M )

(A+B)

(C)
CROMATROGRAMA 2
® Eluccion en ausencia de urea
L A (B)
f{f "‘\\‘-\. 5{\"\
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6.- ESTABILIDAD QUIMICA DE LOS DERIVADOS DE PROTEINA A

Para el estudio de la estabilidad guimica se escogieron tres derivados:

a) Derivado de Proteina A preparado por union a soportes comerciales de agarosa activada
con Bromuro de Cianégeno.

Este soporte es muy utilizado en fa purificacion de anticuerpos por cromatografia de
afinidad. Para comparar la estabilidad de nuestros derivados con los soportes mas
empleados, se estudid la estabilidad de derivados de proteina A inmovilizados en presencia
de Etanofamina.

b) Derivado de Proteina A orientado por la regién rica en Lisinas al soporte agarosa-45
umoles de aldehido / mi gel.

¢) Derivado unido al soporte agarosa - 45 umoles de glioxif / mi gel por amino de bajo pK (
seguramente amino-terminal).

Como se menciond con anterioridad, las columnas de Proteina A unidas a soportes
activados BrCN son inestables frente al atagque de moléculas tales como aminoacidos. Esta
inestabilidad esta en funcion de la carga del soporte empleado en la inmovilizacion (datos
proporcionados por el Doctor Lorenzo Rodés). Cuando el soporte esta poco cargado la
union proteina-soporte tiene lugar por el amino-terminal (0 amino de bajo pK). En este
caso, 1 molécula de Proteina A une 2 moléculas de IgG, pero el derivado es poco estable
(unién unipuntual) y la Proteina A se va soltando del soporte al romperse [a unién. Cuando
el soporte (activado con BrCN) posee alta carga, el derivado estd unido multipuntualmente
al soporte, confiriendo la unién una mayor estabilidad quimica.

Para estudiar la estabilidad se escogieron derivados de proteina A preparados por
union a soportes comerciales {(muy activados). Estos derivados, eran capaces de unir 5,1
mg IgG/mg Proteina A (1 Proteina Af1 1gG), esto parece indicar que en el derivado existe
una cierta interaccion multipuntual. Esta interaccion multipuntual confiere a los derivados
una mayor estabilidad quimica. Sin embargo at incubar los derivados de proteina A en
Etanolamina concentrada, se soltaba un 51% de la proteina A unida al soporte. Los
derivados ciano de proteina son inestables incluso en el caso de uniones multipuntuales

proteina-soporte.
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Para comparar nuestros derivados (b y ¢) con los anteriores, se llevé a cabo la
incubacion de los mismos en Etanolamina, obteniendo que ambos son quimicamente
estables (la Proteina A no se soltaba del soporte). Al aplicar en la electroforesis muestras
de los sobrenadantes obtenidos hirviende cada uno de los derivados en presencia de
Etanolamina y tampén de ruptura, solo se observaba pérdida de proteina A en los
derivados ciano.
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CONCLUSIONES

El trabajo desarroitado se resume en los siguientes puntos:

1.- Posibles impedimentos de la superficie interna del soporte: Inmovilizacion
orientada y empleo de Brazo espaciador.

a.- Inmovilizacion orientada: Mediante el estudio detailado e integral de distintas estrategias
de inmovilizacién orientada, hemos obtenido derivados de proteina A con dos orientaciones
distintas:

1.- Por una zona rica en lisinas.

2.- Por un grupo amino de bajo pK (amino - terminal).

En el primer caso, una molécula de Proteina A une una sola molécuia de
anticuerpo, sin embargo, si 1a orientacién tiene lugar por el amino-terminal la unidn es de
dos moléculas de 1g9G por molécula de proteina A. Estamos uniendo a soportes de agarosa,
que por su morfologia interna (“superficie-plana”) dan lugar a impedimentos estéricos
dificuftando la entrada de sustralos macromoleculares. Hemos visto la importancia de la
inmovilizaciéon orientada en el acceso de sustratos macromoleculares, obteniendo que
con crientacién por amino - terminal (dada su localizacion en la proteina) la proteina A
puede unir la mayor cantidad de IgG (a nivel molecular) vista en bibliografia.
b.-_Brazo espaciador: La agarosa es un soporte hidrofilico, por lo que para desarroliar una
estrategia que nos permitiera eliminar o reducir ios impedimentos estéricos del soporte, se
penso en el uso de dextranos (también hidrofilicos) como brazos espaciadores. El empleo
de agarosa-dexirano (Pm 6.000) eliminaba los impedimentos estéricos del soporte,
obteniéndose una relacién 1 _Proteina A / 2 19G cuando la inmovilizacién tenia ugar a

través de la zona mas rica en lisinas.
2.- La inmovilizacién multipuntual distorsiona algo la proteina A disminuyendo la
fuerza de union proteina-proteina {facilitando la desorcion en condiciones mas suaves).

L.a unién por lisinas, como se vio en el capitulo I, tiene fugar por mas de un punto, esto da
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lugar a una mayor estabilidad, pero puede ejercer pequeiias modificaciones. Estas, si bien
no alteran la purificacion, ocasionan una disminucion de la fortaleza de unién de los
anticuerpos, lo que facilita la etapa de desorcién. Asi, los anticuerpos retenidos en la
columna de afinidad pueden ser eluidos en condiciones mas suaves, aumentando 1a vida

media de las columnas. Estas columnas son adecuadas para la purificacion de anticuerpos
monoclonales por Cromatografia de Afinidad a Proteina A.

3.- Posible fraccionamiento de anticuerpos por combinaciéon de cromatografias. La
orientacion por amino - terminal (interaccién unipuntual), no alteraria las zonas de
reconocimiento y podriamos fraccionar los distintos tipos de anticuerpos. Estos, presentan
rangos de pH de elucidn muy proximos e incluso solapados, lo que dificulta su
fraccionamiento. Para ello se ha disefiado una estrategia basada en el diferente
comportamiento cromatografico de los anticuerpos en la Cromatografia de Afinidad a
proteina A.

4.- Comparacion con los derivados comerciales. En la tabla 24 se resumen las
caracteristicas de algunas de las columnas utilizadas para la purificacion de anticuerpos por
Cromatografia de Afinidad a Proteina A.

Los derivados mas utilizados estan preparados: por unién de la Proteina A a
soportes previamente activados con Bromuro de cianégeno. Estos derivados, son
inestables quimicamente frente al ataque de determinados grupos. Mediante las dos
estrategias de inmovilizacién, hemos obtenido derivados gujmicamente estables, con lo
que serian mucho mas ventajosos que los comerciales.
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Tabla 24: Capacidad de unién de algunas de las columnas de Proteina A.

NOMBRE " mg Proteina A/mi gel mg IgG/mg Proteina A
BIORAD . . * o
» AFFI-GEL Proteina A 2 5
PIERCE
+ ImmunoPure A 2 3-4
¢ Immuno Protein A limmobilized 2 6-7.5

PHARMACIA IKB

¢ Protein A Superose HR 10/2 2 6
s HiTrap Protein A 3 6,7
e Protein A-Sepharose 4 Fast-Flow 6 6
+ Protein A-Sepharose CL-4B 3 6.6
SIGMA

» Protein A-Sepharose CL-4B 2 10
+ Protein A-Sepharose 6BCL 1 6
o Protein A-Agarose 2 10
DERIVADOS TESIS

« Orientada por N-Terminal 12,9
+ Orientada porLys 56
« Orientada por Lys con Brazo de 11,3

6.000
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CONCLUSIONES GENERALES

A modo de resumen quisiéramos resaltar las principales conclusiones de este trabajo de

Tesis Doctoral:

.- ACTIVACION DE SOPORTES DE AGAROSA CON EPICLORHIDRINA
a.- Entrecruzamiento-Activacion con Epiclorhidrina:

El reactivo empleado en la activacion es el mismo que el utilizado en el paso previo de
entrecruzamiento (realizado en Hispanagar $.A.). Seria posible, modificando alguna
obteniendo soportes de agarosa entrecruzados y activados (70 pmoles grupos
glioxil/mi gel).

El estudio detailado de las condiciones de activacién de agarosa con Epiclorhidrina nos
ha permitido establecer una serie de condiciones optimas que nos permiten obtener
Soportes activados que poseen una cartidad de grupos reactivos similar a fa obtenida
por otros métodos.

b.- Preparacion de soportes con el maximo niimero de grupos ep6xido

Si bien no hemos podido obtener soportes en los que la activacién transcurra solo
hacia la formacion de epdxides. El conirol de fa activacion con epiclorhidrina ha
permitido obtener soportfes con 35 anoles de Epdxido/ml gel que como se ha visto en
el desarrolio de esta Tesis Doctoral (purificaciones por adsorcion selectiva) son ya mas
que suficientes para obtener buenos resultados.

¢.- Es posible obtener soportes mixtos Epéxido/Glioxil

Los soportes mixtos (previa derivatizacion de los epbxidos con grupos hidrofGbicos)
podrian ser aplicados en estrategias de inmovilizacion orientada. Actualmente estos
soportes se estan aplicando en cofaboracion con el Dr. Rodés para ia inmovilizacién

orientada de anticuerpos, a través de la region Fc (hidrofdbica).
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« Podemos obtener soporfes con baja carga de qrupos reactivos /ml gel. Siendo, esto

muy (til a la hora de procesos de purificacién por adsorcion mas o menos selectiva de
ia proteina de interés.

l.- VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA AGAROSA DERIVADAS DE SU MORFOLOGIA
TIPO SUPERFICIE PLANA
1.- La morfologia de la agarosa hace de esta un soporte ideal para interacciones
multipuntuales proteina-soporte.
a.- La unidn de proteinas a soportes glioxil tiene lugar a través de una primera,
interaccion, al menos, bipuntual. La jnmovilizacién de profefnas por unibn covalente

multipuntual estd muy favorecida en el caso de soporfes glioxil-agarosa, freme a otros

soportes de morfologia diferente. Siendo la unidn mas rapida y mas intensa.

b.- La inferaccion hidrofébica multipuntual de lipasas a soportes de agarosa hidrofébicos:

» Es mds rdpida, que la adsorcién hidrofébica a soportes de morfologia tipo fibras (fibras

de didmetro menor que la agarosa).

e Y transcuire de forma que se produce hiperactivacion de la lipasa adsorbida al soporte

(frente a la lipasa soluble).

c.- Es posible, inmovilizar (por unién bipuntual) profeinas a las gue artificialmente se les

han introducido dos péptidos de alta afinidad hacia el soporte.

d.- La union mutltipuntual controlada, facilitada por la morfologia de la agarosa, permite
una suave distorsién de la proteina unida al soporte. De forma que si la proteina debe

actuar frente a ligandos o sustratos, la distorsion pemmita una elucién mas suave del

ligando. En este caso, nos hemos centrado en la Cromatografia de afinidad a proteina A,
observando como la distorsién provocada por Ia interaccién multipuntual (Proteina A-
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spporte) da lugar a una elucion anticipada de los anticuerpos unidos por afinidad a la
proteina A.

2.- Resolver problemas derivados de la morfologia de la agarosa (superficie plana)

a.- Purificacién de proteinas por adsorcion selectiva: La morfologia de 1a agarosa,

facilita la interaccién proteina-soporte. Esto es una gran ventaja en procesos de

inmovilizacién pero complica los procesos de purificacion de proteinas. La agarosa facilita
la adsorcion de proteinas inespecificas, con lo que es necesario establecer protocolos de
desorcién para obtener la proteina a purificar.

« Mediante un uso racional de soportes de afinidad previamente caracterizados, se han
disefiados estrategias de purificacién (Cromatografia de Afinidad a Quelatos Metalicos)
que permiten la adsorcidon selectiva de la proteina de interés. Pudiendo obtener
soportes adecuados para la purificacion (adsorcion méas o menos selectiva) de
proteinas con distinto grada de afinidad,

b.- Impedimentos estéricos en Cromatografia de Afinidad: Mediante Ia
caracterizacién de nuevos soportes, es posible obtener soportes que facilitan Ja
purificacion de proteinas glicosifadas o profeinas que poseen grupos de affinidad hacia el
soporfe en regiones poco expuestas. Asi, el empleo de soportes con “brazos
espaciadores” posibilitaria la unidn que se veria muy impedida debido a la morfologia tipo

pared de |a agarosa.

c- En el caso de proteinas/enzimas que tienen que actuar frente a

ligandos/sustratos macromoleculares.

La morfologia de la agarosa {superficie plana) dificulta el acceso del ligando o sustrato
macromolecular (anticuerpo) a las zonas de reconocimiento.

» Mediante estrafegias de inrmovilizacion orientada, es posible preparar derivados de
Proteina A en los que el impedimento estérico del soporte sea el minimo posible.
Preparando derivados de Proteina A orientados por N-Temminal, se reduce el
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impedimento del soporte al acceso de anticuerpo pudiendo unir 1 molécula de
Proteina A/ 2 moléculas de IgG (capacidad maxima observada en bibliografia).

» El empleo de "brazos espaciadores” (dextranos) que separen la proteina A del soporte
también nos permite disefiar estrategias que penmitan obtener una buena capacidad
de union proteina A-anticuerpo (1 Proteina A/2 igG).

En los fres ditimos capitulos hemos podido dejar patente Ia utilidad de soportes
de agarosa para procesos de inmovilizacién, al mismo tiempo que proponiamos
estrategias que nos han permitido superar los problemas derivados de la morfologia
intemna de Ia agarosa.

Por Gltimo y a modo de resumen quisiéramos resaltar las principales conclusiones
de este trabajo:

1.- Hemos sido capaces de desarrollar métodos para preparar geles aldehido-agarosa con
un grado de activacion controlado desde 5 a 70 ymoles por mL de gel por activacion de
agarosa con epiclorhidrina en medio acuoso. Por este mismo método, pero variando las
condiciones experimentales, tamhién hemos preparado geles epoxido-agarosa desde 5 a
35 ymoles por mL. Los geles aidehido resultaron muy dtiles para disefiar estrategias de
inmovilizacion de enzimas con diferentes orientaciones y con diferente grado de union
multipuntual y los geles epdxido resultaron muy Gtiles para disefiar columnas
cromatograficas con densidades superficiales de ligandos muy controladas.

2.- Hemos demostrado que la inmovilizacién de enzimas a geles aldehido-agarosa en
condiciones basicas ocurre por un nuevo mecanismo de inmeovilizacion multipuntual y esta
nueva orientacion de enzimas resulta muy interesante para estudiar la inmovilizacion de
enzimas que actian sobre substratos macromoieculares y para aumentar ia intensidad

global de 1a unién multipuntual enzima soporte.
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3.- Hemos disefiado protocolos de preparacién de geles de agarosa con baja densidad en
quelatos metdlicos de  Zn que resuitaron muy adecuados para adsorber muy
selectivamente proteinas fusionadas con un dominio de poli-histidina sin apenas
interferencia de las proteinas nativas de los extractos celulares.

4 - También hemos disefiado protocolos de adsorcion selectiva de proteinas multiméricas
con dos dominios de poli-histidina y hemos encontrado métodos de adsorcion muy fuerte
que podrian ser (tiles para desarrollar estrategias simultaneas de purificacion,
inmovilizacion y estabilizacién de la estructura cuaternaria de estas enzimas. También
hemos desarrollado métodos de adsorcibn mucho mas débil que nos permitian la
desorcidn de ta enzima soluble pura en condiciones experimentales suaves.

5.- Hemos logrado preparar derivados proteina A-agarosa con capaces de adsorber hasta
dos moléculas de inmunoglobulina por molécula de proteina A. Esta interesante reduccion
de impedimentos estéricos ocasionados por la superficie de los geles de agarosa se logré
gracias a dos estrategias diferentes: a.- una adecuada orientacion de la enzima sobre el
soporte (inmovilizdndola a geles aldehido a través del residuo amino terminal) y b.- al
diseito de nuevos soportes agarosa-dextranos en los cuales la proteina A se inmovilizaba
lejos de la superficie de agarosa con un brazo espaciador largo, flexible e inerte.

6.- Hemos preparado derivados de proteina A por union muitipuntual a agarosa aldehido]
que parecian promover distorsiones en la estiuctura de la proteina A y de hecho nos
permitian eluir fos anticuerpos adsorbidos en unas condiciones experimentafes mas suaves
(p.e. pH 3,7 en vez de pH 2,7).
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Productos Comerciales

« SOPORTES
Geles Agarosa -CL
Resina TOYOPEARL® (HW-65F)

Resina BICSYNTH® (Polymertrdger VA-Epoxy)

Butil Sepharosa® (4B)

Fenil Sepharosa® (4 BCL)

Qctil Sepharosa® (4 BCL)

Fenil Toyopearl®

Soporte activado con CNBr® (4B)

» SUSTRATOS

NIPAB

Cefalosporina C

Peroxidasa

FAD
o-nitrofenil-g-D-galactopiranosido
Sulféxido de Penicilina G
o-fenilendiamina

+ REACTIVOS

Acidos y bases

Sales

Cloruro de Niguel

Cloruro de Zinc

Clorura de Cobalto

Sal disodica del acido iminodiacético (IDA)
Tampones

Periodato sodico

Borohidruro sédico

2.3- Epoxipropanol (glicidol)
Glutaraldehido 25%
Epiclorhidrina
1,4-butanodiol-diglicidil-eter 95%
Etitendiamina

Etanolamina

Trimetilamino borano

Hispanagar S.A.
TOSOHAAS
RIEDEL-DE-HAEN
PHARMACIA BIOTECH.
PHARMACIA BIOTECH.
PHARMACIA BIOTECH.
TOSOHAAS
PHARMACIA BIOTECH.

SIGMA
Antibidticos S.A.
SIGMA
SIGMA
SIGMA
Antibidticos S.A.
SIGMA

PANREAC
PANREAC

SIGMA

SIGMA

SIGMA

FLUKA

MERCK (Alemania)
MERCK (Alemania)
MERCK {Alemania)
SIGMA

SIGMA

MERCK

SIGMA

MERCK (Alemania)
MERCK {(Alemania)
ALDRICH



Productos Comerciales

Acetona

Monoglime

Acetonitrilo

Butanol

Fenol

EDTA

Urea

imidazo

Dextranos

Cefalexina

Glicerina 87%

Productos de Electroforesis

Patrones: calibracion de bajo peso molecular
Reactivos ensayo Coomasssie Protein
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