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Introducci on: Célue ot o i«
Los glicoconjugados presentes en las membranas celu lares desempefian un papel muy importante en los pro cesos de '\3/‘;:::'”“‘ Seg
reconocimiento y comunicacion celular a traves de s u interaccion con diversas proteinas y carbohidrato s especificos. " Proteina de union a o
Por otra parte, estos oligosacaridos se pueden comp  ortar como puntos de anclaje de diferentes b  acterias y particulas carbonidrato .. e i
virales. Para prevenir este primer contacto es nece sario disponer de an alogos de elevada pureza gue inhiban los "
procesos de adhesion de organismo patogenos. Estan  ecesidad, y la dificultad de obtener estos compuest  0s puros de ®* e Q §eoconrdes ® $ & & §coonges
sus fuentes naturales, ha hecho que en los ultimos anos se haya realizado un gran avance en el desarro llado de % % % % % % % % % %
aproximaciones qu imicas y enzim aticas para la sintesis de estos compuestos. En est e sentido, la metodolog ia e ¢ o6 o ¢
enzim atica se presenta como una buena alternativa para | a sintesis de oligosacarido . Hay dos grupos principales de g § { }
enzimas que se emplean en la sintesis de oligosacar idos y glicocojugados: glidosidasas y lipasas. Membrana celular Membrana celular

El objetivo del presente trabajo es obtener ologosa  caridos y glicoconjugados de interés terap  éutico mediante procesos
biotecnoldgicos. Para ello se ha utilizado dos tipo s de enzimas; glicosidasas y lipasas en forma libre e inmovilizada.

Métodos y materiales:

Para obtener oligosacaridos y glicoconjugados de in terés terap eutico se ha utilizado enzimas (libes e inmovilziad as) de diferentes origenes: [(3-galacto sidasas de Thermus
thermophilus HB27! (TTP0042 y mutantes disefiados: TTP0042 C167V y TTPO 042 C167S), Bacillus circulans ATCC 31382 (3-gal-3)2 ambas con un extremo His  tag y B. circulans
comercial (Biolacta N°5). 3 Lipasas comerciales de Candida antarctica (CAL), Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas fluorescens.

Sintesis de disac aridos y glicoconjugados Inmovilizacidon de enzimas
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Resultados y Discusi 0n:
Glicosidasas Lipasas

Tabla 1. Inmovilizacién de B-galactosidasas sobre el 2. Sfiresia de friea e can eries s Tabla 3., Inmovmzac_:lon _de lipasas Tabla 4._S|r_1EeS|s de gllcqconjugados
polimeros funcionalizados con grupos epéxidos. 5 el imerE s, sobre pollm(_aros funcionalizados con por aC|I_aC|on de azucares con
grupos epoxidos. lipasas (libres).
- Actividad @ Actividad Soporte/ Disacérido - . Actividad - Rendimiento
: Actividad @ : Enzima . moe S Rendimiento Actividad  Actividad G : Medio de
Enzima : lib Enzima inmovilizacion sintetizado : : : Enzima mtesi Aceptor (producto
enAmatble inmovilizada ~ Relativa (%) o Sle | Al SEE Rl SINtesIS monoacilado)
TTP42 Enzima libre Galp[1 - 4]GIcNAc 20% libre inmovilizada (%) CAL By ONF-B-Gal 63%
6
11Pa2 7019 o TTP42 Epoxidos Galp[1 - 4]GIlcNAc 39% CAL 47.3 53.1 112% P TEDE 60%/ T-  Glucosa 70%
TTP42 C167V 19,24 5,84 30 ' ' fluorescens  BUOH 40%
TTP42 C167S 234 N/D N/D TTPae GX-agarsa - Galpl1-4]GleNAC 4% TommEEn | dee 137 83% P, Stutzeri  TEDE60%/T- G 0%
: . Stutzeri o/ T- ucosa b
B-gal-3 93 22 N/D N/D TTP42 CLEA Galfp[1 - 4]GIcNAc 16% P. cepacia 231 194 84% BUOH 40%
| , _ _ . P 200 505 850 P. Me-THF pNF-B-Gal 55%
Biolacta 3,50 2.90 82 B-gal-3 Enzima libre Galp[1 - 3]GIcNACc 95% fluores:cens 0 fluorescens
B-gal-3 Enzima libre Galp[1 - 3]GalNAc 95% o P. Stutzeri DMF 60% pPNF-B-Gal 62%
Los valores de actividad se expresan como unidades enzimaticas Biolacta NOS P TG A 800/ Los valores de actividad se expresan como T-BUOH 40%
(micromoles de  p-nitrofenil- B-D-galactopiranésido hidrolizado por lolacta nzima fiore llEL = ElElonkae 0 unidades enzimaticas (micromoles de  p-nitrofenil = clereden @n oekhs 6e cEees fue @l e de
minUtO) pOI‘ miligramo de protel'na en condiciones In Iciales. G&lB[l—»G]GICNAC 11% palmlltato hldronzad_o_ por mantO) por mlllgramo_ de vinilo Los rendimientos presentados son los
_ _ proteina en condiciones iniciales. La actividad . ) .
Biolacta N°5 Epodxidos GalB[1 - 6]GIcNAC 100% mejores obtenidos de un screening de 27

inmovilizada se refiere al mejor soporte de los

Galp[1 - 6]GIcNAc 0% estudiados en el screening de 24 soportes. disolventes y mezclas de estos.

Conclusiones Bibliograf 1a

»La inmovilizacion mediante ep Oxidos permite obtener inmovilizados muy estables, excepto
por la [—galactosidasa de TTP0042, probablemente por que afe cta la cisteina cercana al
centro activo. Las lipasas son especialmente resist  entes a este tipo de inmovilizacion y por lo
general mejoran sus propiedades cataliticas.
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»El uso de aldeh idos es la mejor aproximacion para inmovilizar la e nzima TTP0042 de T.

thermophilus, ya que retiene un alto porcentaje de la actividad  presente en la enzima libre y la Ag radeC| m |entOS

sintesis de disacarido es mucho mejor que con la en Az o0 -Carlos Bayon es beneficiario de un Contrato Predoctoral UCM, Manuel Sandoval
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