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Summary

Summary

in the present work we demonstrate that various dextransucrase molecular mass
frequently present in enzyme preparations are the result of proteolytic activity. An
extracellular protease in Leuconostoc mesenteroides straing NRRL B-312F and B-
512FMC dextransucrase preparations was identified. The protease had a molecular mass
of aproximately 30 kDa and was the predominant form derived from a mgh molecular
mass precursor. The production and activity of protease in culture medium was strongly
dependendt on pH. The optimum pH for the proteolytic activity was 8, the optimum
temperature 50°C, and the activity was partially inhibited by DFP and completely
inhibited by 1-10 phenantroline. When L.mensenteroides dextransucrase (173 kiDa) was
hydrolyzed by this protease, at pH 7 and 37°C, various dextransucrase forms with
molecular masses as low as 120 kDa conserving dextransucrase aciivity were obtained.
At pH 5.2 and 27°C the proteolysis was limited and a 155 kDa dextransucrase form was
produced from a 173 kDa precursor.

The effcet of proteolytic processing on the properties of Lenconostoc mesenteroides
dextransucrase, was also stedied comparing the properties of the 173 and 155 kDa
monomeric dextrasucrase forms. Although the lower molecular mass dextransucrase
conserves 90% of s onginal enzymatic activity, some kinetic properties were modified.
The cleaved dextransucrase fornm was more sensitive to substrate inhibition (Ki=0 6 miM)
than the original 173 kDa form (Ki=1.8 mM)} Although no changes in structure were
found, the rheotogical behavior of the dextran produced under the same reaction
conditions was moditicd Most important, the rate of the reaction catalysed by the low

moleeular mass dextransucrase was more sensitive Lo stimulation by maltose than the 173



Summary

kDa precursor. We concluded that the cleavage of approximately 18 kDa results in a
slightly different enzyme. As this is an endogenous protease in Leuconostoc
mesenteroides, this modification explains some of the observed differences in the

behavior of dextransucrases



Resumen

Resumen

En el presente trabajo se determind que el origen de la diversidad de pesos
moleculares de la dextransacarasa es en gran medida producto de actividad
proteclitica. Se identificd la presencia de una proteasa extracelular en las cepas
de [Leuconosfoc mesenteroides B-512F y FMC. La proteasa tuvo un peso
molecular aproximado de 30 kDa y fue |a forma predominante derivada de un
precursor de alto peso molecuiar. La produccion y actividad de la proteasa en el
medio de cultivo fue fuertemente dependiente de el pH. Ei pH éptimo de la
actividad proteolitica fue 8 y la temperatura optima 50°C. Esta actividad fue
inhibida parcialmente por DFP y totalmente por 1-10 fenantrolina. A pH 7 y 37°C
la proteasa degradd a la dexiransacarasa produciendo varias formas
enzimaticas, en las cuales se detectd actividad hasta 120 kDa. A pH 5.2 y 27°C
se produjo por protedlisis mitada, una dextransacarasa de 155 kDa a partir dei
precursor de 173 kDa

El efecto del procesamiento protealitico sobre la actividad de la dextransacarasa,
se determind a través de un estudio comparativo entre la forma de 173 vy la de
155 kDa. A pesar de que la forma de menor peso molecular conservs el 90% de
ta actividad original, algunas propiedades cinéticas fueron modificadas. La
dextransacarasa procesada proteoliicamente resultd mas sensible al proceso de
inhibicion por exceso de sustrato (Ki=0.6 mM} que su precursor de 173 kDa
(Ki=1.8 mM). No se encontraron diferencias en la estructura de las dexiranas
producidas por las dos formas enzinaticas. Sin embargo, el comportamiento

reolégico fue diferente. Por lo que respecta a las reacciones de aceptor, ambas



Resumen

formas produjeron con €l mismo rendimiento el mismo fipo de oligosacaridos. A
pesar de esto, la forma de 155 kDa fue mas sensible al proceso de estimulacion
de la actividad por presencia de maltosa que su precursor. En conclusién el
proceso proteclitico ocasiona cambios en el pesoc molecular de las

dextransacarasas y modifica su actividad.
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L. INTRODUCCION

Las proteinas son los servidores de la vida. Se encuentran en todos los
componentes de los seres vivos y son pieza clave en la variedad funcional,
Las enzimas, por ejemplo, son proteinas con actividad catalitica. La naturaleza
es extremadamente diversa en términos de la gran cantidad y variedad de
moléculas organicas requeridas para la vida. No seria posible tener esta
diversidad sin la existencia de la amplia gama de enzimas que las producen.
Los carbohidratos constituyen fa clase de compuestos mas abundantes en la
naturaleza. Anteriormente eran considerados biologica y fisioldgicamente
menos importantes que los acidos nucleicos, las proteinas y los lipidos. Solfan
ser considerados Gnicamente por su importancia como fuente de carbono v de
energia, asi como material estructural para las células. En las Gitimas décadas
los carbohidratos han adquirido una relevancia biolégica creciente debido al
descubrimiento de las glicoproteinas vy los glicolipides. Los oligosacaridos
representan una parte de las proteinas unidas a la membrana celular y
constituyen los sitios de reconocimiento para hormonas, anticuerpos, {oxinas,
virus y bacterias Son la base molecular de los grupos sanguineos, son clave
en el reconocimiento, crecimiento y diferenciacion celular, entre otras funciones
{Thiem, J. 1995). Por otra parte las propiedades fisicoquimicas de los
oligosacaridos los hacen atractivos para fa industria alimentaria. Son en
general menas dulces que 1a sacarosa, producen bajas viscosidades y bajas
actividades de agua, esta Gltima caracteristica los hace efectivos en €l conirol
de contaminaciones microbianas (Kwon y col. 1999). Las mdltiples
aplicaciones de los oligosacaridos en diversos campos, pero particularmente

en el area de la salud como es en el caso de 1a sinlesis de vacunas (Zhang y
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Kovac, 1999), preproboticos (Valette, 1993, Tomamatsu 1994), etc., hace
sumamente atractiva la blsqueda de procesos de sintesis eficientes y viables.
La gran complejidad estructural de los oligosacaridos es 1a base de la alta
especificidad de sus interacciones y al mismo tiempo dificulta la posibilidad de
desarrollar métodos eficientes para su sintesis por via quimica.
Tradicionalmente los oligosacaridos se han obtenido mediante extraccion de
ptantas o de ta hidrélisis enzimatica de polimeros de origen microbiano o
vegetal. En general, este tipo de procesos resulta poco eficiente y presenta
dificultades para ser llevado a gran escala.

El uso de estrategias desarroliadas por la Biotecnologia moderna, constituye
una alternativa para la sintesis de oligosacaridos y polisacaridos, ya sea por
via fermentativa o0 por medio de una bioconversion enzimatica.

En lo que a procesoes enzimaticos se refiere, actualmente existen dos grandes
alternativas: el uso de glicosidasas ¢ de glicosiliransferasas. Progresos
recientes en la enzimelogia han demostrado el uso potencial de las
glicesidasas en las reacciones de hidrolisis inversa o de transglicosidacion
para la sintesis de glucooligosacaridos y galactooligosacaridos. Sin embargo,
los bajos rendimientos obtenidos siguen siendo una de las principales
limitantes en la aplicacion de este tipo de enzimas. Otra opcion para la sintesis
de cligosacaridos consiste en el uso de transferasas. En la industria son
actualmente usadas en la produccién de glucooligosacaridos,
fructooligosacaridos y ciclodextrinas (Monsan y Paul, 1995). Desde ef punto de
vista basico son importantes para la produccion de ofigosacaridos de
estructura compleja y de glicoconjugados que son pieza clave en los

fendmenos de recanocimiento {Borman 1983, Thomas y col. 1998).
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En particular, los glucooligosacéridos pueden ser sintetizados a través de un
grupo particular de glucosiitransferasas, que no requieren intermediarios de
aita energia, como son las dexiransacarasas (E.C.2.4.1.5) (Remeaud-Simeon,
y col,, 1994‘, Monsan y Paul 1995). Estas enzimas catalizan la transferencia de
glucosa proveniente de la sacarosa a moléculas aceptoras, principalmente
azucares, para la sintesis de glucocligosacéaridos. En ausencia de aceptores el

principal producto de la reaccioén es la dextrana, un polimero compuesto por

enlaces of1-6) en la cadena principal y con ramificaciones en a(1-2), «(1-3) y

of{1-4). La estructura quimica de las dextranas es altamente dependiente de la

glucosiltransferasa y esta a su vez de la cepa productora. Las principales
bacterias gue sintetizan dextranas pertenecen a la familia de lactobacilos
particularmente a los géneros Leuconostoc, Streptococcus v Lactobacilius.
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F produce una dextransacarasa

extracelular que cataliza la sintesis de una dextrana que contiene 95% de
enlaces ¢1-8) y 5% de enlaces «(1-3). Por sus caracteristicas estructurales

este polimero es el mas utilizado industrialmente (Robyt, 1979, Alsop 1983). La
aplicacion racional y eficiente de las dextransacarasas en la produccion de
oligosacéridos y polimeros, requiere de un amplio conocimiento de estos
sistemas enzimaticos. A este respecto, el estado aclual del conocimiento en
relacion con la estructura y funcion de las dextransacarasas, esta sujeto aun a
multiples cuestionamientos. Existen propuestas contrastantes en aspectos
fundamentales como son el peso molecular, mecanismo de reaccion y modelo
cinético. El origen de estas conlroversias recae en la presencia de dextrana en

las preparaciones enzimaticas La sintesis de estas enzimas es inducida por

ot
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sacarosa y por lo tanto su presencia ocasiona la asociacién de la proteina a
grandes cantidades de polimero, el cual hasta la fecha no ha sido posible
eliminar completamente. Recientemente el papel de la dextrana como origen
de error experimental, ha sido rebatido pues a través de mutaciones quimicas
se ha obtenide una cepa constitutiva de Leuconostoc mesenteroides [B-
512FMC]), capaz de sintetizar enzimas libres de polimero y a pesar de esto se
siguen presentando resultados contradictorios. El objetivo de este trabajo es el
contribuir al conocimiento de la dextransacarasa de Leuconostoc
mesenteroides B-512FMC, tratando de establecer las causas que dan origen a

la diversidad de compartamientos reportados en la literatura.
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il. GENERALIDADES

Las transferasas son enzimas que catalizan el traslado de un grupo funcional
especifico desde un sustrato (donador} a otro {aceptor). La energia necesaria
para la reaccidn es provista por el enlace original y es aimacenada en un
intermediario covalente enzima sustrato {Dedonder 1972; Monsan 1995).

Las glucosiltransferasas catalizan ia conversion de sacarosa en glucanos de
alto grada de polimerizacion cenocidos como dextranas. Sin embargo, en
presencia de carbohidratos de bajo peso molecular, las moléculas de glucosa

son transferidas a estos azicares para formar oligosacaridos.

Las dextransacarasas (DS} (sacarosa:1,6-a-D-glucan 6-0-D-

glucosiltransferasa, EC 2.4.1.5) son glucosiltransferasas, en su mayoria
extracelulares, elaboradas por microorganismos de la familia Lactobacillaceae,
géneros Leuconostoc (especies mesenteroides y dextramcum) y Streptococcus
(Robyt 1979). Estas enzimas catalizan la sintesis de dextranas a partir de

sacarosa de acuerdo a la siguiente reaccion:

W\
10T \\Gre
HO
HG
%
HC Hy O \ HOGH
HO H H
e 2
n Ho + n HO

F HO CHpOH
1CCH. ne
H

=N g -0

HO HO )

He - CHz0H
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HO
dextransacarasa

N SACArQsn  —r——e—m—- Dextrann ¥ n Fructosa

Figura 1. Reaccion de sintesis de dextrana.
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Il. 1 Dextrana
Dextrana es el nombre asignado a un grupo de polisacaridos bacterianos
extracelulares compuestos casi exclusivamente por unidades monoméricas de

a-D-glucopiranosa unidas principalmente por enlaces a(1-6) (Alsop 1983).

A pesar de que las dextranas representan un problema grave en la industria
refinadora de azicar, se han desarrollado aplicaciones basadas en su
inocuidad y su compeortamiento reolégico, en particular como sustituto de
plasma sanguineo. Sin embargo, son pocas las aplicaciones comerciales de la
dextrana debide a que suU precio es mas aito qgue el de la celulosa 0 el almidén
y sus propledades reolégicas menos interesantes que las de xantaras o
alginatos. Por esta razon, las dextranas sdlo son usadas en productos de alio
valor agregado (Sephadex®, preparaciones dextrana hemoglobina, dextrana
sulfato, etc.) o alta especificidad de funcion (dextrana acoplada a sustancias
biolégicamente activas) (Belder 1990}

Desde 1976 los estudios para dilucidar la estructura de las dextranas se basan
en sus propledades quimicas (analisis por metilacion, oxidacién por periodato)
y fisicas (solubilidad). Estos trabajos fueron complementados mediante analisis
de “*C-RMN (Alsop 1983). Se encontrd que estes polimeros tienen una relacion

relativamente alta de enfaces ¢(1-6} con cantidades variables de o1-2) v «(1-

3) dependiendo de la cepa productora de la enzima (Figura 2).
La cepa B-512 de Leuconostoc mesenteroides ha sido la mas estudiada, dado

que la enzima extracelular que produce cataliza la sintesis de un polimero con

alto porcentaje de enlaces af{1-6) consecutivos vy relativamente un bajo

)
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porcentaje de ramificaciones con enlaces o(1-3), lo que lo hace atractivo para

diversas aplicaciones industriales.

L mesenteroides B-512F L. mesenteroides B-1299

10
) 11
v ey
m R '
2 1y
"o e. " " [ Y1)
"~ HQ
"G
HO .

5 mutany, mutana msoluble

Figura 2. Representacion de diferentes estructuras de dextranas sintetizadas por DS
pertenecienies a diversas cepas de Streplococcus y Leuconostoc mesenteroides.

H.2 Reacciones de aceptor.

Koepsell en 1953 observé que cuando se introducian azGcares diferentes a la

sacarosa en la mezcla de reaccion de la DS, se modificaba la especificidad de
la enzima, iniciando la sintesis de oligosacaridos a expensas de la sintesis de

dextrana. Los residuos glucosile de la sacarosa son transferidos por fa DS a un

grupo hidroxilo libre de estos azucares denominades aceptores (Paul y col,,

~}
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1986; Robyt y Ecklund 1983; Robyt 1992). | os aceptores pueden ser desde
mongsacaridos hasta polisacaridos y la especificidad de ellos ha sido
estudiada (Robyt 1931, 1982). Existen algunos casos en los que los productos
de [a reaccidn funcionan a su vez como aceptores produciendo de esta manera
series homologas; en otros, los primeros productos de la reaccian pierden la
capacidad de actuar como aceptores y en consecuencia se detiene la sintesis
de oligosacaridos. Un ejemplo lo constituye la reaccién con fructosa,

subproducte de la reaccion, ya que sélo se produce un disacarido conacido

como leucrosa (5-O-o-D-glucopiranosil-D-fructopiranosa) en bhajas

concentraciones (Koepsell y col., 1953; Stodola y col., 1956; Robyt y Walseth
1978). Muchos carbohidratos pueden actuar come aceptores, habiéndose
reconocido hasta [a fecha un total de 30, incluyendo a la dextrana (para la
ramificacién de los polimeros) (Robyt y Taniguchi 1976; Robyt y Ecklund 1983;
Ebert y Shenk 1968). Varios autores han clasificado a las moléculas aceptoras
de acuerdo a su capacidad para desviar la sintesis de polimero hacta la
produceidn de oligosacaridos vy al efecto que ejercen sobre la velocidad de
reaccién, de tal manera que existen aceptores fuertes, intermedios y débiles
{Ebert y Shenk 1968). Ademas de la naturaleza de los aceptores, la
concentracion de los mismos esta involucrada en el nimero de moléculas
desviadas hacia la sintesis de cilgosacandos. Lo anterior se observa a traves
del efecto que tiene en el rendimiento la relacion de concentraciones
sacarosa’/aceptor (s/a). Un medio con una alta concentracion de aceptor
relativa a la sacarosa (relacion s/a muy pequena), se espera que produzca
poca dextrana y una mayor proporcion de oligesacaridos (Robyt y Eklund

1883, Tannseven y Robyt 1923), Entre los aceplores esludiados, se ha



Generalidades

demostrado que la maltosa y la isomaltosa son los mas eficientes {Robyt y
Eklund 1983). Entre estos por su disponibilidad, la maltosa ha sido

ampliamente utilizada en ia sintesis de oligosacaridos a través de la DS.

Por otro lado, |a estructura quimica de los productos de aceptor, al igual que la

estructura de las dextranas, depende de la cepa productora de la DS. La
glucosiltransferasa de la cepa de Leuconostoc mesenteroides B-512F en

presencia de maltosa produce inicialmente un trisacarido conocido como
panosa {6°-0-a-D-glucopiranosii maltosa). Cuando este aztcar funciona a su

vez como aceptor, se produce un tetrasacarido (62-O-isomaltosiimaltosa), que
nuevamente funciona como aceptor para producir un pentasacarido (6>-0-
isomaltotriosilmaltosa) y asi sucesivamente. De esta manera se produce una
serie homologa de productos de aceptor que son isomaltodextrinas unidas al
oxigeno del carbono numero seis del extremo no reductor de [a maltosa. Los
productos oligosacaridos son designados por 1as siglas en inglés que indican

el grado de polimerizacion como: DP3, DP4, DP5, etc., (Robyt y Eklund 1983).

i.3 Mecanismo de reaccion.

El mecanismo de reaccidn de la DS es hasta la fecha sujeto de polémuca. Son

dos la hipétesis propuestas. Robyt y col., en 1974 proponen un mecanismo que

hasta la fecha es el mas difundido ya que explica diversos fenémenos que
ocurren en la reaccidn con la DS (Figura 3). Dicho mecanismo supone 1a
existencia de dos grupos nucledfilos en el sitio activo (X, y X,}. Estos grupos
atacarian a la sacarosa para producir un complejo con dos grupos glucosilo
covalentemente unidos a los nucledfilos a través del C,. Hasta la fecha se ha

comprobado la presencia de sélo un grupo carboxito de acwdo aspartico en €l

9
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sitio activo, el cual es esencial para la catalisis (Mooser y col., 1991). En pasos
subsecuentes, el oxigeno del C,-OH de una de las moléculas de giucosa del

complejo realizaria un ataque nucleofilico al C, de la glucosa vecina para

formar un enlace of1-6). Esto ocasionaria la liberacion de uno de los dos

nucledfilos, lo que le permitiria atacar a una nueva molécula de sacarosa, para
restaurar asi ef complejo entre la enzima y giucosa. El grupe C,-OH de la

nueva glucosa incorporada, atacaria al C, del grupo isomaltosil, formando un

enlace a1-6) adicional y dande lugar a un trisacarido.

Durante la sintesis, los dos grupos cataliticos formarian alternativamente
complejos covalentes con la glucosa y con la dextrana. La cadena de dextrana
creceria por la aparente insercion de glucosa entre el grupo catalitico y el
extremo reductor del polisacarido. Con este maodelo se eliminaria la necesidad
de un iniciador.

El proceso de crecimiento continla hasta que la concentracion de fructosa
alcanza niveles tales que se hace posibie 1a transferencia de cadenas de
dextrana y/o la unidad glucosito unida al sitio activo, deteniendo el crecimiento

del polisacando o formando leucrosa, respectivamente.

t

of-’<1 Or<
,.IT X, &Q—O X0
Ha H  hveces
- { H o e EH? .
> \ zﬂj Xy OO0
\s \

X,y X, representan nucledfilos del siho activo, O—< representa sacarosa; O es un grupo
ghicosito, <J esun grupo fructosile y - — representa un entace af1-6)

Figura 3. Mecamsmo propueste por Robyt para exphcar 1a sintesis de dextrana

10
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Robyt v col., {1978) propusieron también un mecanismo para explicar las
reacciones de aceptor. Se postula que un grupo hidroxilo del aceptor actia
como nucledfilo y desplaza tanto al grupo glucosilo como al grupo dextranosilo

del sitio activo, formando con ellos un enlace of1-6).

Ademas de dilucidar el mecanismo de formacion de dextrana, propuso un
modelo estructural para explicar los fendmenos observados con la DS. Su
modelo contempla la presencia de dos sitios de unién a sacarosa y otro de
unidn para aceptores, segin se muestra en la Figura 4 {(Tanriseven y Robyt,
1892). Esta conclusion fue derivada de observar que aceptores eficientes no
inhibieron competitivamente Ia unién de la sacarosa. De esta manera postuld
la existencia de un sitioc de unidn para los aceptores, separado del sitic de
unién a sacarosa. Se desconoce el nimero de sitios de unidn a aceptaores,
perc podria haber mas de uno.

De acuerdo con Robyt yTanriseven (1992), el sitio de union a aceptores se
encuentra entre los dos nucledfilos det sitio activo, de tal manera que l2 unidn
de un aceptor bloquea la insercién de una molécula de glucosa en la dextrana
inhibiendo 1a sintesis del polisacarido y desviando las unidades de glucosa
hacia la sintesis de productos de aceptor (Figura 5). Los aceptores pueden
tambien reaccionar can los grupos dextrangsilo unidos al sitio activo
deteniendo asi la sintesis de polisacarido. Para explicar por qué la maltosa es
el mejor aceptor, propone gue en el sitio de unidn a aceptores hay por 1o
menos 2 subsitios.

En €! caso de las reacciones de ramificacion, propone gue la dextrana actdua
como aceptor desplazando unidades de glucosa para formar una ramificacion

0 bien, que pueda desplazar a un grupo dextranosilo para formar una
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Figura 4. Modelo estructural del sitio activo de la dextransacarasa propuesto por Robyt
(1993). A. La dextransacarasa activa, muestra dos sitios de aita afinidad a la sacarosa (b y
b'hun sitio alostérico de unidn a sacarosa de baja afinidad (¢) y un sitio de unidn a aceptores
{a). B. Enzima wnhibida alostéricamente por una alta concentracion de sacarosa, la
conformacion de ta enzima cambid por lo tanto no se puede sintetizar dextrana.

x-@ x-O
o B8, O3 o o

x=O x-O

NAS o

o |
t .—/
Ov $3Carosa; O grupo glucosile, O‘O maltosa; O‘O/\O panosa

Figura 5. Modelo estructural propuesto por Robyt para explicar las reacciones de aceptor.
La enzima se encuentra glostéricamente inhibida y en presencia de maltosa produce el
primer componente de fa serie homdloga de oligosacaridos. panosa.

ramificacidon mas grande, por lo que no se requiere de un sitio adicional para la

formacion de ramificaciones.
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Se ha propuesto igualmente la existencia de un tercer sitio de unién a sacarosa
de baja afinidad para explicar la inhibicién por exceso de sustrato (Tanriseven
y Robyt, 1993), de tal manera que al haber un excedente de sacarosa este sitio
es ocupado, ocasionando un cambio en la conformacion de Ila enzima (Figura
4 y 5). De acuerdo con fa propuesta este cambio no afectaria la unién de
moléculas de sacarosa, ni la formacion dei complejo glucosil-enzima, ni
disminuye la afinidad por los aceptores, sélo evita la interaccién de los dos
grupos glucosilo para Ia sintesis de dextrana. Esta es la conclusion derivada de
experimentos realizados en reacciones sin aceptor con altas concentraciones
de sacarosa. A través de cromatografia en placa fina, se observa la produccion
de glucosa y fructosa libres. Si a estas preparaciones se les agrega un aceptor
potente como la maltosa, la sintesis se desvia casi completamente hacia la
produccion de oligosacaridos, siendo minima la cantidad de dextrana
sintetizada ain empleando relaciones s/a=1. El modelo estruciural y funcional
total se presenta en las Figuras 4 y 5. Es conveniente sefalar que todos los
estudios realizados por Robyt se refieren al comportamiento de fa DS de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F.

Por otra parte, se ha propuesto que el mecanismo de reaccidn de las DS es
semejante al de las glucosidasas. Esta hipdtesis es apoyada por dos grupos de
investigacion. Kobayashi, Yokoyama y Matsuda (1986), a partir de un estudio
cinetico de la DS de Leuconosioc mesenteroides NRRL B1416, proponen que
la molécula donadora (sacarosa) v el sustrato aceptor (dextrana), se unen a
sitios distintos de la enzima. Varios resultados son gongruentes con este
maodelo, Se demostrd que el tipo de inhibicidn de diversos compuestos era

diferente para cada sustrato (sacarosa y dextrana). Se agrupé 12 accion de 16
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efectores en seis categorias dependiendo si activaban o inhibian fa actividad
de sacarasa ¢ transferasa de la enzima. La actividad sacarasa representa la
reaccion entre la sacarosa y el grupo catalitico v la actividad de transferasa
representa la reaccidn enfre la dextrana y el grupo catalitico el cual retiene un
grupo glucosilo de la sacarosa. Mediante graficas bifasicas de dables
reciprocos variando las concentraciones de sustrato en presencia o0 ausencia
de inhibidores, se demostré que los valores de K,, pueden cambiar conforme
varia la proporcion sacarosa/dextrana y el cambio en la afinidad por los
sustratos indica competencia entre la sacarosa y la dextrana por el sitio de
aceptor. De esta manera es posible que cuando haya un exceso de sacarosa
ésta ocupe dos sitios, cambiando significativamente la velocidad de reaccion.
Todo lo anterior permitiria justificar la existencia de sitios independientes para
los aceplores y para los donadores (Kobayashi, Yokoyama y Matsuda 1984,
1985).

Ef crecimiento de las cadenas, como puede observarse en |a Figura 6, se
realiza por el extremo no reductor, segun fue comprobado por Kobayashi y
Matsuda (1978), al observar que la glucoamilasa inhibia competitivamente la
siniesis de glucano, siendo 'a inhibicion consecuencia de la competencia entre
la glucoamilasa y la DS por el grupo giucosilo del extremo no reductor de 1a
dextrana. Dentro de las diferencias con €l mecanismo propuesto por Robyt,
destaca en este caso la propuesta de la necesidad de un iniciador para el

comienzo de ia reaccion.
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K-

H,-OH
———
N.-Q. Actividad transferasa
[y

A: sitio de union al aceptor; C: sitio catalitico; D: sitio de unién al donador; X: residuo
catalitico (nucleofilo) sacarosa; ® glucosa; O—0~O—O—(™ dextrana {aceptor).

Figura 6. llustracién de la hipétesis propuesta por Kobayashi (Kobayashi y Matsuda
1986) para explicar el mecanismo de reaccion de la DS.

De la misma manera, Mooser y col., (1991} basados en resultados de estudios
cinéticos, aislamiento de secuencias y en la caracterizacion de complejos
glucosil-enzima, proponen que en el sitio activo de la DS de Stepfococcus
existen dos grupos funcionales que juegan un papel importante en ei
mecanismo de reaccion: sdlo un grupo carboxilato (contradiciendoe la idea de
Robyt de dos carboxilos en el sitio activo) que forma el complejo
glucosilenzima, identificado como carboxilo de acido aspartico y un residuo de

histidina gue facilita [a salida de la fructosa a través de la donacion de un

proton.

{L4. Estudio cinético,

Algunos de los fendmenos que caracterizan el comportamiento cinético de la
DS son Ia Inhibicidon por exceso de sacarosa (Hehre 1946; Stringer y Tsuchiya
1958); el aumento de ia velocidad de reaccion en presencia de aceptores

fuertes (efecto que contrarresta al anterior) (Stringer y Tsuchiya 1958); la
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inhibicion por exceso de los mismos {Reh y col., 1990); ef cambio de las
constantes cinéticas en funcidn del tipo y concentracion del aceptor (Stringer y
Tsuchiya 1958, Oriol y col., 1987) y el controversial aumento de la velocidad
inicial por presencia de dextrana {Kobayashi y Matsuda, 1978, Robyt, 1979,
Willemot y col., 1988, Miller y col., 1986, Robyt 1995, y Monchois y col., 1988).
Se han reportado diversas constantes cinéticas para la reaccién de sintesis de
dextrana (Hehre, 19486, Stringer y col., 1968, Martinez-Espindola y Lopez-
Munguia 1985, Miller y col., 1986). El fenémeno de estimulacion de [a
velocidad por presencia de dexirana no ha podido esclarecerse y no es
reproducible. Lo anterior, aunado al escaso conocimiento acerca de la
estructura y mecanismo de reaccion de la DS, ocasiona que las propuestas de
modelos cinéticos sean limitadas,

Las reacciones mas estudiadas desde el punto de vista cinético son las de
sintesis de polimero. Su descripcion cinética se inicia en 1946 (Hehre 1946) al
encontrarse que utilizando concentraciones de sacarosa hasta 200 mM, la
reaccidn abedece el madelo de Michaelis-Menten, mientras que a
concentraciones mayores las velocidades disminuyen. En estudios posteriores
se encontré que la disminucion de la velocidad de reacciéon es ocasionada por

una inhibicion debida al exceso de sustrato. En o que respecta a las
reacciones de aceptor, en los primeros estudios se observd que al agregar o-
metilglucdsido {aceptor fuerte) en la mezcla de reaccion, la velocidad aumenta,
disminuyendo el efecto inhibilorio ocasionado por et exceso en la
concentracion de sacarosa Se propuso enfonces una ecuacion que modelaba
el comportamiento de ia velocidad global de reaccion para determinadas

concentraciones de aceptor v de sacarosa (Stringer y Tsuchiya 1958). Anos

16
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mas tarde se planted una ecuacion que describia el comportamiento de la
reaccion global en presencia y ausencia de aceptares y en un intervalo mas
amplio de concentraciones. Esta ecuacion se basa en un mecanismo de
insercion, aunque tiene fa limitacion de no describir el aumento en la velocidad
de reaccién observado en presencia de aceptores (Ebert y Shenk 1968).
Posteriormente, haciendo una semejanza con la levansacarasa de Baciffus
subtilis, se propuso que el mecanismo cinético que describia el
comportamiento de la DS en la sintesis de polimero era ping-pong Bi-Bi, como
se ijustra en la Figura 7. En este mecanismo el polimero acta como sustrato y

producto a la vez (Kobayashi y Matsuda 1978).

sacarosa fructosa dextrana{n) dextrana(n+1)

i 1 l !

E E-sacarosa E-glucosa E-glucosa-dextrana{n) E
E-dextrana({n+1)

Figura 7. Esquema del mecanismo ping-pong Bi-B: propuesto para ia DS. E=DS
{Kobayashi y col., 1978).

Cuando un sustrato y un producto son muy similares, como en &l caso del
crecimiento de cadenas de dextrana, el comportamiento cinético es diferente al
de un mecanismo ping-pong Bi-Bi usual, se presentan fenomenos de inhibicion
por sustrato en este caso la dextrana tendria un efecio inhibnorio. Kobayashi
trabajo en un intervalo limitado de concentraciones de dextrana y supuso que

con excesos de polimero se presentaria inhubicion, Haciendo uso de este
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hecho, se refuté el mecanismo ping-pong Bi-Bi propuesto ya que un exceso de
dextrana no inhibia la velocidad de reaccidon de sintesis de polimero. Mooser y
col., en 1985 propuso un mecanismo secuencial aleatorio de equilibrio rapido
gue modela la transferencia de glucosa hacia el polimerc en crecimiento. En
este mecanismo se propene la formacion de un complejo enzima-sacarosa-

polimero {compiejo central) antes de que sea liberada la fructosa (Figura 8).

Dex  Sac Dex Fru
E-Dex / E-Fru
E E
F-Sac E-Sac-Dex;, > E-Sac-DexW,]\ E-Dex
Sac  ex Fru  Dex

Dex=dextrana; Sac=sacarosa; Fru=fructosa

Figura 8. Mecanismo secuencial aleatorio propuesto por Mooser en 1985.

Reh y Buchholz en 1990 propusieron un modelo complejo, basado en el
mecanismo de insercion descrito por Robyt, que incluye reacciones catalizadas
por la DS, en especial las reacciones de aceptor. Recientemente, se han hecho
intentos por validarlo {(Boker y col., 1923, Demuth y col., 1999, Heinke y col.,
1999), pero ademas de que solo ha funcionado satisfactoriamente con la
enzima de la cepa B-512F (Dols y col , 1999}, deja muchos aspectos sin cubrir

principatemnte el papel de la dextrana como sustrato.
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Inhibicidn por exceso de aceptor Reacciones de aceptor

E=dextransacarasa, S=sacarosa, F=fructosa, G=glucosa, Gi=dextrana en crecimiento,
D=dexirana, A=aceptor

Figura 9 Mecanismo cinético propuesto parala DS por Reh y Buchholz en 1990.

.5 Estructura de la enzima.

Recientermente, como consecuencia de la evolucion en ias técnicas de biologia
molecular e ingenieria de proteinas, se han realizado numerosos estudios que
tratan de dilucidar la estructura del sitio activo de la DS, con el fin de esclarecer
el mecanismo de reaccion. Estos estudios se han reahzado
predominantemente con las glucosiltransferasas (GTF's) de varias especies de
Strepfococcus y en tos Gitimos anocs con la DS de Leuconostoc mesenteroides

B-512F Streptococcus produce enzimas constitutivas (Alsop 1983) que

v
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sintetizan paolimeros solubles (GTF-8) e insolubles (GTF-1). En Leuconostoc
mesenteroides fa produccion de DS es inducida por la presencia de sacarosa.
Se ha determinado que las enzimas estan compuestas por dos dominios
funcionales (Figura 10): et dominio N-terminal en el que se localiza la actividad
catalitica y el dominio C-terminal en el que se encuentra el segmento de unidn
al glucano. Este (ltimo no tiene actividad catalitica pero presenta una alta
afinidad por la dextrana, la cual conserva ain cuando es escindido del resto de
la enzima (Mooser y Wong 1888, Funane vy col., 1998, Monchgois y col., 1998).
Es una region formada por 300 a 400 aminoacidos y contiene unidades de
repeticion (UDR) formadas por aproximadamente 30-65 aminoacidos {Wong y
col., 1990; Kobayashi y col., 1989, Ferretti y col., 1987). Las UDR se han
clasificade con base en Ja similitud de secuencia y han sido designadas A, B, C
y D de acuerdo a la composicion de aminoacidos (Ferrett y cot., 1987; Giffard y
col.. 1994; Monchois y col., 1999). Todas las UDR presentan el motivo
estructural YG, cuya estructura primaria es la siguiente:

NDGYY FxxxGH*x{G/N)xH H*H® donde x, es un aminoacido no conservado y H°
es un residuo de aminoacido hidrofobico. En algunas DS, al remover el 80% de
ias UDR, se ohtiene una proteina tnicamente con actividad de sacarasa,
perdiendo totalmente 1z actividad transferasa (Ferretti y cob, 1287, Kato y
Kuramitsu 1990). Por otro lado, al eliminar todas las UDR se ocasiona la
pércida total de actividad. En otras enzimas, como la DS de L. mesenteroides
B-512F, el perder 40 % de las UDR debilita de tal manera fa union del glucano
que se pierde mas del 75% de la actividad (Lis y col., 1995, Monchois y col.,
19498). Las UDR tienen un papel importante mas no exclusivo en la

determinacdn de la estructura del paolimero producido. Comparanda la
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secuencia de aminodacidos de la GTF-S con la GTF-1 de S. mutans, se encontrd
que hay regiones conservadas para cada grupo. Al cambiar seis aminoacidos
de las regiones no conservadas en la GTF-I por los carrespondientes en la
GTF-S, la enzima resultante produjo polimero soluble a diferencia de la enzima
nativa. De igual manera, al cambiar un sélo amincacido de la GTF-S por el
correspondiente de fa GTF-1, ocurrid la sintesis de polimero insoluble
(Shimamura y col., 1294).

Ademas de estas funciones, se piensa que las UDR participan en la
determinacién de la dependencia de un iniciador para la sintesis de dextrana.
Se han reportade DS de Streptococcus dependientes de iniciador y los
resultados de algunos trabajos de construccidn de enzimas hibridas a partir de
dos genes estructurales de enzimas que diferian en la dependencia al
iniciador, sugieren que el extremo carboxiterminal que contiene fas UDR juega
un papel importante en este fenomeno (Nakano y Kuramitsu 1992; Simpson y
col., 1995).

Péptido sefal

N\ ( Dominic catalitico Dorninio de unién al glucano

72224

Dorminio variable

I I J -
0 500 1000 1500

Residuos de aminoacide

Figura 10, Representacion esquematica de los domimos eslructurales de la DS
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En lo que respecta al extremo N-terminal, 1a regioén comprendida del
aminoacido 268 al 1134 en la secuencia de la DS de L. mesenteroides, es
homologa para todas ias DS y resulta esencial para la catalisis. También se ha
identificado un residuo de aspartico al que se une covalentemente la glucosa,
mismo que al ser mutado, ocasiona la pérdida total de actividad (Mooser y col.,
1891; Mooser e lwaoka 1989; Monchois y col., 1997), Por otra parte, se ha
sugerido que existe por lo menos ofro aminoacido nvolucrado en la catélisis. A
este respecto se ha encontrado un residuo de histidina que se propone
participa en la liberacion de fructosa a través de la donacién de protones (Fu vy
Robyt 1988; Monchois v cel., 1999; Tsumori v col., 1997). Existe también una
hipétesis acerca de la participacion de lisinas en el mecanismo de reaccion,
pues se ha inhibido la actividad al modificar quimicamente estos residucs
{Govyal y Katiyar 1995a; Goyal y Katiyar 1995b).

Comao consecuencia de la existencia de sitios separados para la union de
sacarosa y dextrana, se ha propuesto que en ausencia de sustrato, los
dominios en los que se ubica el sitio de unidn no se encuentran correctamente
alineados para la catalisis. La unidn con &l sustrato induce un realingamiento
conformacional que junta a los dominiog para formar el sitio activo. Se sugiere
que la dextrana tiene propiedades alostéricas en la sintesis de polimero, ya
que la umodn de ésta a la enzima induce cambios conformacionales de tal
manera que queda expuesto el sitio de unidn a la sacarosa. Asi mismo, al
unirse la sacarosa a la enzima produce un cambio conformacional que facilita
la unidn de la dextrana (Mooser e lwaoka 1989; Funane y col., 1993; Robyt

1995)
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Finalmente, existe en la estructura de la enzima un dominio variable,
correspondiente a una regidn no conservada localizada junto al extremo
carboxilo terminal del péptido sefial. Esta region fue deletada en Streptococcus
sobrinus, sin observarse algln cambio en la actividad (Abo y col., 1991). Por
otra parte la DS A de Leuconostoc mesentercides B-1299 no posee este

dominio (Manchois y ¢ol., 1999). Se desconoce el significado de la presencia

de esta regidn.

En lo referente a la estructura secundaria y terciaria de la DS, hasta la fecha no
se han realizado estudios cristalograficos, pero existen dos predicciones de la

estructura secundaria del dominio amino terminal. Ambos estudios tienden a

mastrar que las glucosiliransferasas poseen una estructura de barril (0/B),

como las glicosidasas (incluyendo ¢-amilasas), ciclodextrinas

glucosiitransferasas (CGTasa), isoamitasa y glucano glicosidasas (Mac Gregor

y cal., 1996; Devulapalle y col., 1997).
El motivo (a/B), se caracteriza por la presencia de 8 hebras {3-plegadas

paralelamente (E,-E,) localizadas en el centro de la proteina alternadas con 8

o-hélices (H,-H,) localizadas en la superficie de la proteina,

Estas dos predicciones dan el mismo resultado concerniente a la colocacion de
H,-E;. El aspartico involucrado en la formacion del complejo glucosil-enzima
estaria localizado en la regidn carboxilo terminal de E,. Sin embargo, la
locatizacion de H,-E, difiere en las dos propuestas. Para Mac Gregor v col.,
existe una permutacion circular de estos elementos: 1a hélice amino terminal

deberia de ser H, y los elementos E,-H,-E,-H,-E,, deben estar alejados de la

3
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secuencia en lugar de ser el inicio de la misma. De acuerdo con Devulapelle y
col., (1997}, los primeros elemenos deben localizarse en la regidn amino
terminal variable. Sin embargo, esta hipétesis no es consistente con los
resultados poco significativos acerca del papel del dominio variable. Estas
predicciones han permitido el alineamiento de aminoacidos conservados que
tienen un papel importante en el mecanismo de reaccion de las glicosidasas.
Lo anterior ha permitido proponer funciones no contempladas a diferentes

residuos de aminoacidos de al DS.

.6 Peso molecular

Existen grandes controversias en o concerniente al peso malecular. Se han
reportado pesos moleculares en el intervalo de 1.85X10° Da a 6.4X10° Da
(Tabla 1). Adicionalmente, se presenta el fendmeno de multibandeo en una
sola muestra analizada por electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). En un inicio se sugirid que estos
fendmenos eran ocasionados por la presencia de dextrana en las
preparaciones enzimaticas. El polimero ocasionaba probiemas en la migracion
de las proteinas en SDS-PAGE (Kim y Robyt 1884b). Lo anterior se confirmaba
al chservar la aparicion de bandas de menor peso molecular cuando se
eliminaba una porcion de dextrana a las enzimas. Se conciuyd que ef proceso
estaba relacionado con la disgregacién de subunidades de un oligémero de

alto peso molecular Kim y Robyt 1994b.
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Tabla 1. Pesos moleculares reportados para la DS de Leuconostoc
mesenteroides

Cepa de Leuconostoc Peso molecular (kDa) Referencia

mesenteroides

512F 64 Kobayashi y Matsuda
65 1990

512F 177 Miller y col., 1986
158

512F 195 Willemot y col., 1986
130
65

512FM 158 Fu y Robyt 1990

Postencrmente, utilizando agentes quimicos se logré mutar entre otras a la
cepa de Leuconostoc mesenteroides B-512F para producir DS
constitutivamente (Mizutani y col., 1994 Kim y Robyt 19243). Ademas,
utilizando herramientas de biologia molecular, se logrd aislar y expresar el gen
de la DS en £. colr (Wilke-Douglas y col., 1989}, de esta manera se obtuvieron
enzimas libres de polimero. Sin embarge, [0s pesos moleculares de las DS
todavia se encontraban en un amplic intervalo (Tabla 2), existiendo la
posiblidad de la presencia de subunidades, Lo anterior se replanted al
observarse la formacion de bandas de 65, 62, y 57 kDa a partir de una DS de
184 kba punficada por SDS-PAGE, después de haber sido almacenada 30
dias a 4°C {Kim y Robyt 1994b).

El gen de la DS de Leuconostoc mesenteroides codifica para una proteina de
1527 aminoacidos, lo que equivaldria a un peso molecular de 169 kDa. Debido
a lo anterior se ha propuesto que los diversos pesos moleculares reportados

para las DS pudieran ser producto de actividades proteoliticas presentes en las
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través de SDS-PAGE. Este polipéptido se convirtid en una proteina de 156 kDa
después de incubarse por 96 h a pH 6.3 y 25°C (Grahame y Mayer 1984). En lo
que respecta a la aclividad, se realizé un estudio comparativo entre fas formas
de 174 y 156 kDa (Grahame y Mayer 1985). Se analiz¢ la eficiencia catalitica y
la estructura de la dexirana producida, sin que se encontraran diferencias en el
comportamiento de estas dos formas de la enzima.

En Leuconostoc mesenteroides hasta la fecha no se ha detectado la presencia
de proteasas. Sin embargo, se han detectado cambios en el peso molecular
semejantes a los reportados en Strepfococcus sanguis (Fu y Robyt 1990; Kim y
Robyt 1994b; Kitaoka y Robyt 1998; Milier y Robyt 1986a; Miller y Robyt 1986b;
Miller y Robyt 1986¢; Wilke-Douglas y col., 1989). Por lo que respecta a [a
actividad, se han realizado estudios relacionados con la eficiencia catalitica de
las reacciones de sintesis de polimero, concluyéndose que las formas de 173 y
155 kDa son similares (Fu y Robyt 1990, Miller y Robyt 1986a, Miller y Robyt
1986b) Hasta ia fecha no se han realizado estudios mas especificos respecto

a tipos de producto y reacciones de aceptor.
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Ill. OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como objetivo general contribuir al conocimiento de las
glucosiltransferasas de Leuconostoc mesenferoides, a través de la exploracion
de [a hipdtesis del procesamiento proteolitico como origen de la diversidad de
pesos moleculares de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides B-512
FMC y su implicacion en el comportamiento bioguimico de la enzima, en

particular las reacciones de produccidn de polimero y cligosacaridos.

Los objetivos particulares son:

1. Determinar la presencia de proteasas en las preparaciones de
dextransacarasa tanto en la cepa silvestre como en la constitutiva,

2. Caracterizar la actividad proteolitica en términos de pH, temperatura y efecto
de inhibidores.

3. Determinar gl efecto de la actividad proteolitica sobre el peso molecular de la
dextransacarasa.

4. Estudiar el efecto de ia protedlisis de la dextransacarasa en las reacciones de
sintesis de polimero y oligosacaridos.

5. Determinar el punto de escision proteolitca,
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IV MATERIALES Y METODOS

V.1 Produccidn de la DS

V.1.1 Microorganismos

La DS constitutiva fue producida a partir de un cultivo de Leuconostoc
mesenteroides B-512FMC. La cepa fue proporcionada por el Dr. John F. Robyt
de la Universidad de lowa.

La DS silvestre {sintesis de DS inducible por [a presencia de sacarosa), fue
producida a partir de un cultivo de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F.
La cepa se obtuvo de la coleccion Northern Regional Research Laboratory
(NRRL) de Peoria, lliinois.

En ambos ¢asos se partid de célylas crecidas en agar inclinado y conservadas a
4°C. Posteriormente estas células se cultivaron y conservaren en una solucion
de glicerol a una concentracidn de 15% (v/v) a -4°C. Las soluciones asi

preparadas se utilizaron como ingculos para las fementaciones a nivel matraz,

IV.1.2 Medios de culitivo

La composicion del medio de cultivo para la ¢conservacion del microorganismo
(agar inclinado), se presenta en la Tabla 3. La cepa de coleccion L.
mesenteroides NRRL B-512F fue obtenida como liofilizado por lo que

previamente fue activada.
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Tabla 3. Composicién del medio de conservacion de L. mesenteroides.

Componente Concentracidn
Triptona 3123 (Difco) 10 g/l
Extracto de levadura 10 g/

Jugo de tomate, filtrado, 2% (viv}
pH7
Agar 15 g/l

La composicidn del medio de cultivo para el crecimiento de L. mesenteroides B-
512FMC, se presenta en [a Tabla 4. El pH del medio se ajusté a 6.9 con acido

oriofosforico antes de esterilizar. La glucosa y [as sales se esterilizaron por

separado.

La composicion del medio de cultivo utilizado para L. mesenteroides B-512F se
presenta en la Tabla 5. Al igual que en el caso anterior, el pH se ajustd a 6.9 con

acido ortofosférico anies de esterilizar

IV.1.3 Produccién de la DS constitutiva.
Los indculos se produjeron activando las células almacenadas en glicerol, en
matraces de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo estéril. Los gliceroles no

debfan tener mas de 6 meses de almacenamiento. El microorganismo se crecid
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a 25°C en condiciones estaticas por 12 h o hasta alcanzar una densidad Optica

cercana a 1.5. Posteriormente fueron utilizados como indculos en una

Tabla 4. Composicién dei medio de cultivo utilizado para Leuconostoc
mesenteroides B-512FMC

Componente Concentracion (g/l)

Glucosa 20
Extracto de levadura 10

Peptona 5
KaHPO, 20
MgS0O,.7H:0 0.2
CaClp.2H0 0.05
FeSQ4.7H20 0.01
MnSO4. 7THO 0.01
NaCl 0.01

fermentacion de 1 L realizada en matraces Fernbach (2.8 L), a 25°C en
condiciones estaticas, La fermentacion se detuvo al alcanzar una densidad
optica en el intervalo 1.5-2 o al alcanzar un pH de 5.9-6.3.

El crecimiento del microorganismo se determind por turbidez a 650nm en un
espectrofotémetro Spectronic 601. Al final de la fermentacion el pH se ajusto a
5.2. Ei sobrenadante de fermentacion fue recuperado después de centrifugar el

medio de cultive a 5000Xg por 15 min
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Tabla 5. Composicion del medio de cultivo utilizado para Leuconostoc
mesenteroides B-512F

Componente Concentracion (g/l)
Sacarosa 20
Extracto de levadura 10
Peptona 5
KaHPO, 20
MgS04.7H,0 02
CaCl;.2HQ Q.05
Fe804.7H,0 0.01
MnSQO, 7H,0 0.01
NaCl 0.01

IV.1.4 Produccion de la DS silvestre

Los indculos se produjeron activando las células almacenadas en glicerol, en
matraces de 250 ml con 50 ml de medio de cultivo estéril. El microorganismo se
incuba a 30°C en condiciones estaticas, de 12-14 h o hasta alcanzar una
densidad optica de entre 6-7, después de realizar una dilucion 1:10. Estos
cultivos se emplearon posteriormente como indculos en una fermentacion de
500 mi en matraces Fermbach (2.8 L), a 30°C y 200 rpm, La fermentacion se

detuvo al alcanzar una densidad optica de entre 6-7. Al final de ia fermentacion

‘ol
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el pH se ajustd a 5.2. El sobrenadante de fermentacion fue recuperado después

de centrifugar el medio de cultivo a 5000Xg por 15 min

V.2 Concentracion de muestras

Los sobrenadantes de fermentacion fueron concentrados 10 veces por
ultrafiffracion en un sistema Amicon (Amicon, Grace & Co.-Conn., Berverly, Ma.),
equipado con un cartucho de fibras huecas HP 100-20, con tamano de corte de
100 kDa. Los uitrafiltrados fueron postericrmente almacenados a 4°C.

Para la electroforesis de proteinas, los ultrafiltrados fueron concentrados 10
veces utilizando membranas conicas de ultrafiltracién con tamano de corte de 50

kDa (Centriflo®, Amicon).

Para las determinaciones de actividad proteolitica en geles, los ultrafiltrados
requirieron pasos de concentracién adicionales. Las muestras que tenian baja
actividad proteolitica {actividad no detectada en geles), fueron dializadas contra
armortiguador de acetato de amonio 50 mM, pH 5.2, liofilizadas y resuspendidas
en un volumen de amortiguador de acetato de sodio 50 mM, {pH 5.2, con CaCl;
0.3 mM y azida de sodic 3 mM), necesario para concentrar [a muestra 2000
veces. Los ultrafiltrados que contenian alta actividad proteolitica no se
tiofilizaron, fueron concentrados 10 veces mas utilizando membranas conicas de

ultrafiltracion (Centrifio®, Amicon), con tamano de corte 25 kDa.
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IV.3 Determinacion de actividad DS.

La actividad DS fue determinada midiendo la velocidad inicial de liberacion de
fructosa a partir de sacarosa, utilizando un kit enziméatico (Boehringer Mannheim
Germany). Las reacciones fueron realizadas a 30°C en amortiguador de acetato
de sodio 50 mM, pH 5.2, conteniendo CaCl, 0.3 mM y azida de sodio 3 mM. Una
unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que

cataliza la formacion de 1 umol de fructosa por minuto a 30°C.

IV.4 Electroforesis

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), fue realizada
de acuerdo al método de Laemmili {Laemmli U. K. 1970). Se utilizo una camara
Mighty small Il, con geles de 0.75 mm de espesor. Las muestras fuercon
mezcladas con un volumen de amortiguador de muestra 2X, que contenia Tris-
HCI0.125 M, pH 6.8, SDS 4%, glicerol 20%, B-mercaptoetanal 10% y azul de
bromofenol 0.05%. Para la determinacion de pesc molecular, esta mezcla se
calentd por 5 min. Pespués de realizada la electroforesis, las proteinas fueron
tefidas con azul de Coomassie R-250.

Para la deteccion de actividad enzimatica en geles (DS o proteasa), la
electroforesis se realizd en condiciones desnaturalizantes, el amortiguador de
muestra no contuvo f-mercaptoetanol y las preparaciones fueron incubadas por
1 h a 27°C antes de ser aplicadas al gel. La actividad DS fue detectada después
de realizar la electroforesis a 4°C. El gel fue lavado a 4°C con amortiguador de

acetato de sodio 50 mM, pH 5.2, conteniendo CaCl; 0.3 mM, azida de sodio 3
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mM y Triton X-100 0.1% (v/v). Posteriormente el gel fue incubado con el mismo
amortiguador conteniendo de sacarosa 300 mM, a 27°C por 12 h. La actividad

fue detectada por la formacion de polimero.

V.5 Cuantificacion de proteina
La determinacidn de la concentracion de proteinas se realizé por el método de

Bradford (1976), utilizando el kit Bio-Rad {Hercules, CA) y albimina sérica

bovina (Fraccion V, SIGMA), como estandard.

IV.6 Protedlisis limitada de la DS utilizando tripsina

La protedlisis limitada de la DS, se realizé incubando una preparacién de DS (15
ug de proteina) con tripsina (0.15, 0.015, 0.008, 0.003, 0.0015 ug) en
amortiguador Tris-HC! 0.2 M, pH 8, CaCl; 1mM a 37°C por 2 h y en un volumen
total de reaccion de 30pul. La protedlisis se detuvo por la adicion de 2ul de

diisopropilfosfofluoridato (DFP) 50 mM.

IV.7 Ensayos de actividad proteolitica

La actividad proteolitica fue detectada en SDS-PAGE que contenian de
acrilamida 15% (p/v} y gelatina 0.1% (p/v) (Henssen y Dowldle 1980), utilizando
el sistema de Laemmii (Laemmli U. K. 1970). Después de |a electroforesis, el gel
fue lavado dos veces con amortiguador Trnis-HCI 50 mM, pH 8 conteniendo Triton
X-100 0.5% (v/v), durante1 h Posteriormente el gel fue incubado en el mismo

amortiguador a 37°C por 12h y finalmente tefitdo por 2 h con azul de Coomassie

3s
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R-250 preparadc en una mezcla que contenia 2-propanol 25%/acido
acético10%. Finalmente fue destefido con acido acético10%. Las bandas claras
correspondieron a zonas de actividad proteolitica.

La proteasa de alto peso moiecular fue detectada en SDS-PAGE-GCP
incubando los geles después de 1a electroforesis por 72 h a 37°C en
amortiguador Trnis-HCE 50 mM, pH8. La transformacion de la proteasa de alto
pesc molecular en la forma de 30 kDa, se determind incubando una preraciéon en
el buffer de muestra por 3 h a 27°C y comparando los resultados con una
preparacidn sin incubacion.

La actividad proteolitica fue cuantificada siguiendo el incremento en absorbancia
a 595 nm que resulté de la incubacion de 1-100ul de preparacién enzimatica a
37°C por 16 h con 3.7 mg de Hide Powder Azure (HPA) en amortiguador Tris-
HCI 0.2M, pH 8, conteniendo CaClz 1 mM, en un volumen total de 500 pl (King v
col. 1983) La actividad fue reportada como unidades relativas de tripsina, donde
una unidad relativa es equivalente al cambio en absorbancia producido por 1 ng

de tripsina (GIBCO) en 16h a 37°C y pH 8.

IV.8 Caracterizacion de la actividad proteolitica

IV.8.1 Evolucidn de la actividad proteolitica durante la sintesis de DS

La evolucion de la actividad proteolitica en un cultivo en lote de Leuconostoc
mesenteroides B-512FMC, se realizd en matraces Fernbach de 2.5 | bajo las

condiciones antes mencionadas. En el transcurse de la fermentacion, se
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analizaron los siguientes parametros: pH, crecimiento (densidad optica, 650 nm),

y actividad DS.

IV.8.2 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica

El efecto del pH fue determinado a 37°C en SDS-PAGE con gelatina
copolimerizada (GCP). Después de la electroforesis, 10s geles fueron incubados
en Jos siguientes amortiguadores a una concentracidn 50 mM: Acetato de sodio,
pH 5; MOPS (Acido 3-[N-Morpholinolbutano sulfénico)/sal de sodio, pH 6.2 y 7;
Tris-HC! pH 8 y 9; borato de sodio, pH 10 y carbonato de sodio, pH 11. Posterior

a la incubacién, los geles fueron procesados para la deteccion de actividad.

Iv.8.3 Ensayos de inhibicion de la actividad proteolitica

Ei efecto inhibitorio producido por DFP, Fiuoruro de feniimetilsulfonilo (PMSF),
acido odoacético {IAA), L-trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidino)-butano
(E-64), 1-10-fenantrolina (O-Ph) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA), fue
estudiado directamente en SDS-PAGE-GCP. Las muestras fueron incubadas
antes de la electroforesis con 10 mM del inhibidor (E-64 fue utilizado a una
concentracion de 5 mM) a 37°C, pH 8 por 2h, O-Ph y EDTA se utilizaron a una
concentracion de 100 mM y fueron incluidos en los amortiguadores de

incubacion utilizados después de ta electroforesis.
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1V.8.4 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad proteolitica

Para determinar el efecto de la presencia de cationes divalentes sobre la
actividad proteolitica, después de la electroforesis los geles fueron incubados 1 h
en Tris-HCI 50mM, pH 8 conteniendo O-FPh 18 mM. Posteriormente fueron
lavados en el mismo amortiguador pero en ausencia del inhibidor y finalmente

fueron incubadeos a 37°C en la presencia de ZnCl,, CaCl; y NiClz 20 mM.

IV.9 Efecto de la protedlisis sobre la DS

IV.9.1 Proteclisis endogena de la DS
Los concentrados de DS (70 ug de proteina mi™*) fueron incubados a 37°C por

48 h, en 1a presencia de MOPS 0.2M, pH 7, conteniendo CaCl; 1 mM y azida de

sodio 3 mM. La reaccién fue detenida por la adicion de O-Ph 18 mM.

IV.9.2 Procesamiento de la DS con una proteasa libre de DS

Debido a la dificultad de la eliminacidn de la actividad proteolitica, se decidid
preparar DS libres de actividad proteolitica tratando térmicamente a las
preparaciones {ebullicion por 20 min) con el fin de desactivar toda la actividad
proteolitica incluida. Estas preparaciones fueron sometidas a protedlisis
utiizando una proteasa libre de DS, producida por la cepa silvestre de [,
mesenteroides B-512F crecida en glucosa bajo las condiciones antes

mencionadas,
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IV.9.3 Protedlisis limitada enddgena de la DS

La produccidn de la DS de 155 kDa a partir de la forma de 173 kDa, se realizd
incubande el ultrafiltrado a 27°C y pH 5.2, El tiempo de incubacion fue
dependiente de la actividad proteolitica presente. El tiempo minimo requerido
para una total transformacién, en las condiciones antes descritas, fue de 15 dias.
Durante la digestion se monitored la actividad DS y el peso molecutar de las
formas enzimaticas. La DS de 155 kDa producida de esta manera quedd fibre de

la presencia de la DS de 173 kDa.

IV.10 Sintesis de dextrana y oligosacaridos.

l.a dextrana fue sintetizada a 30°C, pH 5.2, utiizando 1 U/ml de enzima y
sacarosa 100 g/l. El polimero fue recuperado por precipitacion con etanal,
postenormente dializado contra a agua y finalmente sometido a liofilizacion.
Para la sintesis de oligosacaridos, la maltosa fue utilizada como aceptor. Las
reacciones se realizaron a 30°C en amortiguador acetato de sodio 50 mM pH
5.2, CaCl, 0.3 mM, azida de sodio 3 mM, sacarosa 50 g/l y maltosa 25 0 10 gfl
correspondiente a cocientes de concentracion de sacarcsa/maltosa de 2 y 5. Los
oligosacaridos fueron analizados utilizando cromatografia de liquidos de alta
resolucion, en un sistema Waters equipado con un detector de indice de
refraccion, una columna C18 y agua ullrapura como fase movil a un fiujo de 0.7

ml/min,
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IV.11 Caracterizacién de la dextrana.

La estructura del polimero fue analizada por Resonancia Magnética Nuclear

(RMN) "Hy °C con la ayuda del Dr. Manuel Jménez del Instituto de Quimica de

la UNAM.,

E! peso molecutar fue determinade por cromatografia de liquidos de alta
resolucion utilizando la columna de permeacion en gel Ultrahydrogel Linear
(Waters), con intervalo de exclusion entre 1X10° y 7X10° kDa, empleando una
solucidon NaNQ; 100 mM como eluyente a un flujo de 0.6 ml/min.

La caracterizacion reoldgica se realizd con dextrana 20 g/l, utilizande un
redmetro Rheomat 120 (Contraves, Switzerland) equipado con el dispositivo de

plato y cono (R=5 cm, 8,=2°). L.as mediciones se realizaron a 21°C.

IV.12 Secuenciacion del extremo amino terminal

El extremo amino terminal de [a proteina de 155 kDa fue secuenciado en el
servicio de la Universidad de Harvard. Las muestras sujetas a la actividad
proteclitica se procesaron de acuerdo a el método establecido por Speicher en

1989.
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Procesamiento Proteolitico de la DS de Leuconostoc mesentercides B-
512F y FMC.
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V.1 Formas multiples de la DS de Leuconostoc mesenteroides B-512 FMC.
La DS fue producida a través de un proceso fermentativo de las cepas de L.
mesenteroides B-512F y B-512FMC, segin se describe en Materiales vy
Métodos. En la cepa silvestre, la sintesis de la DS requiere de induccion con
sacarosa la cual es sustrato de la enzima, por lo que se obtienen proteinas
asociadas a grandes cantidades de dextrana. La viscosidad producida por la
presencia de dextrana, dificulta la concentracion de las muestras y su
purificacion. Este problema no se presenta en la cepa constitutiva, pues la DS es
producida empleando glucosa como fuente de carbono.

Ei medio de cultivo fue centrifugado, ultrafiltrado y almacenado a 4°C. Despues
de varios meses de aimacenamiento, se observaron modificaciones en el peso
molecular de las DS al ser analizadas por SDS-PAGE (Figura 11) En dicha
Figura se puede apreciar que mientras aue en preparaciones frescas se gbserva
una banda de 173 kDa en preparaciones con 4 a 6 meses de almacenamiento
se observa primero la formacion de dos bandas y finaimente una sola banda de
155 kDa. Si bien estos resultados se obtuvieron con las dos cepas, el fenomeno
fue mas evidente en la cepa constitutiva pues se pudiercn obtener
concentraciones mas grandes de proteina.

Este cambio en el peso molecular ya ha sido reportado en la literatura y se ha
propuesto que es consecuencia de un proceso proteolitico (Fu y Robyt 1990,
Grahame y Mayer 1984, Miller y col., 1986, Miller y Robyt 1986). Sin embargo,

en L mesenteroides no se ha detectado la presencia de proteasas
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Figura 11. Efecto del almacenamiento sobre el peso molecular de la DS de L.
mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE de la DS con diferentes tiempos de
almacenamiento. Después del proceso de ultrafiltracion, dwersos lotes de DS fueron
afmacenados a 4°C. A: DS con 8 meses de almacenamiento. B: DS con 4 meses de
almacenamiento. C: DS tiempo nicial. D Marcadores de peso molecular.

El origen def estudio de los cambios en el peso molecular de la DS fueron las
controversias existentes en lo referente a fendmenos cinéticos como es el
proceso de estimulacion de la velocidad inicial por presencia de dextrana
exogena. En la Tabla & se presenta el efecto de la presencia de polimero {(cepa
constitutiva), sobre el fenomeno de estimulacion de la actvidad de la DS. Como
se puede apreciat, la transformacion completa de la banda de 173kDa en una de
155kDa se relaciona con la aparicion del fenomeno de estimulacion. Al parecer,
la escisién de un péptido participa en este aumento de actividad por la presencia

de dextrana. Sin embargo, debido al iempo de almacenamiento este fendmeno

pudiera estar relacionado con un factor diferente al cambio en el pesc molecular.
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Tabla 8. Efecto del cambio de peso molecular en el fenomeno de estimulacion

por presencia de dextrana.

Peso Tiempo de % de Aciividad en Actividad en Factor de
molecuar  almacén a 4°C actividad ausencia de presenciade estimulacion®
{kDa) {meses) remanente® dextrana® dextrana”®
155 6 63 106 125 12
155 4 a0 123 122 1
173
173 0 100 94 92 1

*Actividad después de almacenamiento

Actividad determinada a pH 5 2, 30°C y 300 mM de sacarcsa, U/mg proteina
“Utilizacion de 10ug/mi de dextrana T-70

Iactividad en presencia de dextrana/Actividad en ausencia de dextrana

Para comprobar lo anterior fue necesario inducir ¢l cambio en el peso molecular
de la D3. Por lo tanto, se decidio someter a la enzima a un proceso de
protedlisis limitada utilizando inicialmente tripsina. Las condiciones en las que se
llevd a cabo el ensayo fueron 37°C y pH=8, analizando las digestiones mediante
SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 12, en los carriles B al F que
muestran digestiones con tripsina, no se observa la formacion de la banda de
155KDa. El carril G corresponde a un control de la enzima incubada sin tripsina.
Si se compara el carril G con el J, que contiene a la muestra sin incubacion, se
aprecia una disminucion de la banda de 173kDa y aparicion de la banda de
155kDa asi como otras bandas que van de 120-50kDa. De esta observacion
puede concluirse que iz muesira control incubada a 37°C y pH 8 fue objeto de

una modificacidn por parte de una actividad proteolitica inherente a la muestra.
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Figura 12. Proteolisis limitada con tripsina. Las reacciones se realizaron a 37°C, pH=8
por 2 hrs., con diferentes refaciones DSftripsina (D/T) {ver Materiales y Métodos). A-
Marcadores de peso molecular. B: D/T=100, C: D/T=1000, D: D/T=2500, E D/T=5000,
F. D/T=10 000, G: DS incubada sin tnipsina {(14.5pg). H Tripsina (0.15ug), ©. DS
naturalmente procesada J DS sinincubacion (14.5ug).

39.2 kDa

V.2 Determinacion de actividad proteolitica

Dado que los resultados anteriores, constituyen indicios de proteasas en las
preparaciones enzimaticas, se decididé comprobar la presencia de estas enzimas
reahzando una SDS-PAGE-GCP. Después de la electroforesis, el gel fue
incubado a pH 8 y 37°C, toda la noche. Posteriormente fue tedido con azul de
Coomassie y al ser destenido se obervaron bandas de claridad como se aprecia
en la Figura 13. De acuerdo con los marcadores de peso molecular, la actividad
proteolitica principal tiene un peso melecular aproximado de 30 kDa. La misma

proteasa fue deteclada en la cepa de L mesenteroides B-512F .
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A B

Figura 13. Deteccidn de la actividad proteolitica producida por L. mesenteroides B-512F
y FMC. SDS-PAGE con gelatina 0.1% (p/v) en el gel separador (poliacrilamida 15%)
{ver Materiales y Métodos). A: L. mesenteroides B-512F. B L. mesenteroides B-512FMC

Después de incubar los geles por 72 h bajo las mismas condiciones, se observd
la aparicion de una banda de actividad proteoclitica con un peso molecular mayor
de 200 kDa, en menor proporcion respecto a fa de 30 kDa. Las preparaciones
que no se incubaron por 3 h en el amortiguador de muestra sélo presentaron la
banda de actividad proteolitica de alto peso molecular, después de incubar el gel
por 72 h a 37°C. Este resultado sugiere que la enzima de 30 kDa es producto de
disociacion y/o de degradacion de la actividad de alto peso molecular (Figura

14).

s 4—— Proteasa alto peso
molecular

A Proteasa alto
peso melecular

4—— 30kDa

Figura 14, Detecclon de la actividad proteclitica de alto peso molecular producida por
Letconostoc mesenterordes B-512FMC. SDS-PAGE con 0.1% de gelatina en el gel
separador {poliacrilamida 11%) (ver Materiales y Métodos). A. Muestra sin incubar en el
buffer de muestra. B. Muestra incubada por 3 h en el buffer de muestra a 27°C
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Por otra parte, la actividad proteolitica también se puso en evidencia utilizando
HPA. Despues de incubar a pH 8 y 37°C las preparaciones de DS, se observd

un aumento de absorbancia, producto de la hidrdlisis de colageno insoluble

acoplado a fenotiacinas.

V.3 Evolucion de la actividad proteolitica durante la sintesis de DS.

En la Figura 15 se aprecia la produccion de la actividad proteolitica durante el
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. Como se puede
observar, la presencia de actividad proteolitica en el sobrenadante de
fermentacién es anterior a la produccion de DS. Se aprecia también una clara
relacién entre la caida de la actividad proteolitica y el decremento de pH, el cual

es inicialmente fijado en valores cerca de la neutralidad y cae debido a la

produccion de acido lactico.
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Figura 15, Evolucidon de 1a actividad proteolitica en el sobrenadanie de un cuitivo

en iote de . mesenterowdes B-512FMC La actividad protechtica fue medida con
Hide Powder Azure

47



Resuliados I

V.4 Caracterizacion de la actividad proteolitica
V.4.1 Efecto del pH en la actividad proteolitica
El efecto del pH en la actividad proteolitica se determind utilizando SDS-PAGE-
GCP. En la Figura 16 se aprecia que el pH dptimo de la actividad proteolitica es

8. Sin embargo, presenta actividad desde 5.2 (dificil de apreciar en la fotografia)

hasta pH 10.

Figura 16 Perfil de pH de la actividad proteclitica producida por Leuccnostoc
mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE {poliacrilamida 15%), 0.1% gelatina, incubacion
a 37°C.

V.4.2 Efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica

Se determind el efecto de diferentés inhibidores sobre la actividad a pH 8. En la
Figura 17 se aprecia que E-64 y AIA inhibidores de cistein proteasas no
glercieron ningun efecto sobre la actividad. Por 1o que respecia a los inhibidores
de proteasas séricas, PMSF inhibio parcialmente la actividad y DFP inhibid casi
totalmente, sin embargo cuando se disminuyd la concentracion de este inhibidor
10 veces no se aprecid inhibicion significativa {Figura 18). Como inhibidores de
metato proteasas se utilizaron EDTA y O-Ph; a pesar de que el primero tuvo un

efecto inhibitorio sobre la actividad proteclitica, se logrd observar una higera zona
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de claridad (dificil de apreciar en la Figura 17}, mientras que el segundo inhibid

totalmente la actividad adn cuando se disminuyo la concentracién casi 6 veces.

O-Ph EDTA Control E-64 AIA  DFP PMSF
100mM  100mM SmM  10mM  10mM 10mi

Figura 17. Efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad proteolitica producida por
Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE (poliacrilamida 15%), 0.1%
gelatina. DFP, PMSF, E-64 y AlA, incubacién de las muestras a 37°C, 15 min., antes de
realizar la electroforesis. O-Ph y EDTA adicionados después de la electroforesis,
durante ta incubacidn a pH 8y 37°C.

DFP  PMSF Contol  O-Ph
mM L mM 18mM

Figura 18. Efecto de la dismmucidon de la concentracion de inhibidores sobre Ia
actividad proteclitica producida por L. mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE
(potracriiamida 15%), 0.1% gelatina. DFP y PMSF, incubacion de 'zs rmuestras a 37°C,
15 min., antes de realizar la electroforesis. O-Ph adicionado después de la
electroforesis, durante la incubacion del gel a pH 8 y 37°C.

V 4.3 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad proteolitica

Debido a que los inhibidores de proteasas séricas son poco especificos no se
pudo identificar el grupo funcional involucrado en la catalisis. A pesar de 10
antenor, el grado de inhibicion fue mayor con los agentes quelantes, lo que
indica la asociacion de iones metalicos con la actividad. Como se puede apreciar
en la Figura 19, después de inhibir la actividad por presencia de O-Ph, el Gnico

catién divalente que permitio la recuperacion de ta misma fue el Ca®" EI Ni** lo
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hizo en menor proporcién, mientras que el Zn** no permitié la recuperacion de la

actividad.

Control O-Ph CaCil; NiCl:  ZnCl;

Figura 19. ldentificacion del metal invelucrado con el sitio activo de la proteasa
producida por Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE, (poliacrilamida
15%), 0.1% gelatina. Después de la electroforesis los geles fueron incubados con O-Ph,
lavados e incubados a pH=8 y 37°C por 12 h., con los diferentes iones metalicos.

V.4.4 Temperatura optima de actividad

El perfil de temperatura se determiné utilizande HPA. Como se aprecia en la
Figura 20, esta enzima presenta actividad optima a los 50°C y conserva 75% de
la actividad a 70°C. En general las proteasas son mas resistentes a la
desnaturalizacion que otras proteinas (North, 1989), a pesar de que el método
no permitic determinar actividad por arriba de 70°C, creemos que la enzima

presentara actividad a temperaturas mayores.
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la actividad proteociitica producida por
Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. La actividad fue medida utilizando HPA, a pH
8

V.5 Digestion de la DS

Los preparados enzimaticos de DS fueron sometidas a un proceso de protedlisis
enddgena incubandolos a pH=7 y 37°C. Se tomaron muestras a diferentes
tiempos analizando la actividad y el peso molecular de la DS. En la Figura 21A
se puede observar que la banda de 173 kDa se reduce considerablemente con
el tiempo de incubacion, produciéndose diversas bandas de menor peso
molecutar ncluyende la banda de 155. En un gel de actividad DS, se determind
que la forma de 120 kDa fue la forma mas pequena que retuvo aclividad

(resultado no mostrado). La protedlisis se logrd limitar incubando tas muestras a

S
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27°C y pH=5.2 con tiempos variables dependiendo de la concentracion de
proteasa, lograndose asi la formacién mayoritaria de una banda de 155 kDa de
peso molecular. El mismo resultado se pudo obtener a pH 5.2 y 4°C, con mayor
tiempa de incubacion.

La DS y la proteasa son enzimas fuertemente asociadas. La ultrafiltracion en
presencia de 0.1% de SDS permitid eliminar una porcion de la proteasa de 30
kDa pero quedé siempre presente un remanente de actividad proteolitica. Con el
fin de comprobar que los cambios en el peso molecular son el producto de una
actividad proteolitica sintetizada por L. mesenteroides, fas preparaciones de DS
obtenidas de la cepa B-512FMC fueron tratadas térmicamente (90°C por 20
min), para eliminar toda la actividad proteolitica. A estas preparaciones se les
adiciond proteasa libre de DS producida por el crecimiento de la cepa silvestre
de L mesenteroides B-512F en glucosa. Los resultados se muestran en la
Figura 21B, en la que se puede apreciar que las bandas formadas son las

mismas que las obtenidas en la digestién enddgena presentada en la Figura

21A.



Resultados |

173 kDa
158 kDa
1535 kDa
144 kDa

A
———
//_
130kDa o —
135 KDa /
123 kDa
e

Vs 200 kDa

116 kDa
97.4 kDa

120 kDa

e e s 60.2kDa
65 kDa P

0 8 24 36 48 MPM

173 kDa
158 kDa
155kDa
144 kDa 7

139 kDa / ;
135 kDa

123 kDa
120 kDa

/ =
.

1
X
1

¥
&
’
.
i
¥

65kDa  —————— gﬁﬁ

A B C D

Figura 21. Efecto de la protedlisis en ¢! peso molecular de la DS de L mesenteroides
B-512FMC. Geles de SDS-PAGE al 6% tefidos con azul de Coomassie R-250. A.
Pratedlisis endogena. Una preparacion de DS ultrafiltrada, fue incubada a pH 7, 37°C
por Q, 8, 24, 36, 48 h, MPM, marcadores de peso molecular, B, Con adicion de
proteasa. La preparacion de DS ultrafitrada, fue tratada térmicamente {(80°C, 20 min).
para desactivar ta actividad proteclitica. B y D son les controles antes de la mcubacion,
C después de tres horas de incubacion (pH 7 y 37°C) sin adictdn de proteasa, A
despues de 3 h de incubacion (pH 7 y 37°C) con la adicién de actividad proteclitica
proveniente de [ mesemeroides B-512F.
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V.6 Discusion

Se ha reportado la presencia de proteasas en cultivos de diversas cepas de
Streptococcus (Grahame, D y Mayer; 1884, Harrington y Russeli, 1994; Henssen
y Dowldle, 1980; Homer y Whiley 1990). En S. sanguwis s& detectd un cambio en
el peso molecular similar al observado en L. mesenteroides: una forma de 174
kDa considerada como moendmero, fue modificada a otra de 156 kDa por
protedlisis {Grahame y Mayer, 1984). Debido a que esta transformacién pude ser
parcialmente inhibida por EDTA, se concluyé que el proceso involucraba una
metalc proteasa. Homologias en la estructura primaria y probablemente en la
terciaria de las glucosiltransferasas de Sfreptococcus y Leuconostoc pudieran
ser la causa de la similitud en el procesamiento proteolitico. A pesar de o
anterior, hasta la fecha no se han reportado actividades proteoliticas asociadas a
L. mesenteroides. Entre otras razones esto es probablemente debido a dos
causas: a la baja concentracion de proteasas y a las condiciones usuales de
ensayo de la actividad proteolitica, que son generalmente adecuadas para la
actividad DS (25-30°C y pH 5.0-5.5), pero lejanas de las condiciones dptimas de
la actividad proteolitica reportadas en este trabajo (pH 8 y 50°C). Lo anterior &5
ilustrado también por el hecho de que los sobrenadantes requieren ser
congentrados entre 200 y 2000 veces para detectar actividad proteolitica y de
-que a pH 5.2 y 25°C sdlo se presenta el 12% de la actividad proteolitica
.ensayada a pH 8 y 37°C {medido con HPA). Sin embargo, la actividad residual

es suficiente para modificar a la DS cuando se almacena a 4°C por largos

periodos de tiempo.
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Las cendiciones de produccian, fuente de proteina y el nimero de resiembras
pueden allerar (a cantidad de proieasa producida. Durante un cultive de L.
mesenferoides se puede observar una clara relacion entre la actividad
proteciitica y el perfit de pH. Se aprecia que en la fermentacion ia produccion de
actividad proteclitica es previa a ia produccion de DS, de tal manera que la
actividad maxima de DS se alcanza una vexz que la actividad profeolitica ha
comenzado a decrecer {Figura 15). Estos resultados indican que probablemente
las proteasas se requieren en etapas tempranas del cultivo ya sea para aportar
aminoacidos al microorganismo y/o para el procesamiento de la DS.

La DS y la proteasa estan fuertemente asociadas. A pesar de incubar por 24 h
los preparados de DS a pH 6.8 en presencia de SDS para convertir la proteasa
de alto peso molecular a la forma de 30 kDa y de eliminar de esta manera la
actividad proteolitica por ultrafiltracion, siempre quedo actividad residual Existen
reportes en la literatura acerca de la presencia de las denominadas "firmly-
bound” o “sticky" proteasas, las cuales permanecen fuertemente unidas a
proteinas durante los procesos de purificacion (North 1989). Las proteasas de L.
mesenteroides se comportan como este tipo de proteasas: son producidas en
bajas cantidades y tienen una alta actividad especifica por lo que es dificil
detectarlas como bandas de proteinas en SDS-PAGE tefido con Coomassie. La
unica manera de determinar su presencia es a través de ensayos de actividad
después de concentrarias.

La presencia de una proteasa de aito grado de agregacian o altc peso molecular

(precursor de la forma de 30 kDa) contaminando los preparados de la DS, hace

h
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dificil el uso de SDS-PAGE o filtracion en gel para purificar. Estos resultados son
consistentes con las observaciones hechas por Kim y Robyt en 1994, quienes
obtuvieron DS de bajo peso molecular después de incubar, por 30 dias a 4°C,
una DS de L. mesenteroides B-512FMC de 184 kDa purificada por SDS-PAGE.

L.a dificultad en la identificacion de proteasas en las preparaciones de DS, dio
lugar a varias hipdtesis que intentaban explicar la presencia de miltiples formas
de la enzima. La primera de ellas propone que la dextrana influencia la
agregacion de la enzima; las formas observadas son agregados enzimaticos de
diferente peso melecular {Kim y Robyt 1994, Kobayashi y Matsuda 1980). Sin
embargo, diferentes pesos moleculares scn obtenidos también con las enzimas
constitutivas (Funane y col. 1995, Kitacka y Robyt 1998, Monchois y col. 1998,
Smith y Zahnley 1997, Willemot y col. 1988). Otra hipdtesis propuesta consiste
en ia presencia de subunidades de 57-62 kDa conformando a la DS (Kim y
Robyt 1994, Kobayashi y Matsuda 1980, Kobayashi, Mihara y Matsuda 1986).
Recientemente se reportd que el gen que codifica para la DS de L
mesenleroides B-512F, esta localizado en un operén monocistrénico (Quirasco y
col. 1999), Por otra parte, la secuencia dei gen de la DS de L. mesenteroides B-
512F, codifica 1527 aminoacidos incluyendo el péptido senal (Wilke-Douglas y
col.. 1989), lo que resulta en una proteina de 170 kDa, eliminando el péptide
sefal es reducida a 166 kDa. La diferencia con la forma de 173 kDa puede ser
explicada por error experimental de la técnica electroforética (Creighton, T. E.

1993).

b
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V.7 Conclusiones

Se determino la presencia de actividad proteolitica en las preparaciones de
dextransacarasa de las cepas de L. mesenieroides B-512F yFMC.

La activida proteclitica presentd un pH éptimo de 8, temperatura optima de 50°C
y fue inhibida por orto-fenantrolina.

La presencia de diversas formas de la DS de L. mesenteroides B-512F y FMC,
usualmente reportada en la literatura, es el resultado de un procesamiento
proteolitico. La cantidad de cada forma depende de la actividad proteolitica,
condiciones y tiempo de almacenamiento. También depende de los métodos de

proguccion y purificacion aplicados.

V.8 Perspectivas

El presente trabajo constituye el inicio de los estudios de las actividades
proteoliticas en Leuconostoc mesenteroides. Actualmente, estan en preparacion
dos publicaciones en donde ademas de analizar otras cepas de L.
mesenteroides, se determinan factores del cultive que afectan su produccion.

En lo referente a los estudios posteriores, se planea completar la caracterizacion
de la actividad, determinando el grupo funcional involucrado en la catalisis. Por
otra parte, es necesario determinar el tipo de asociacion con la DS y determinar

el proceso involucrado en la transformacion de la enzima de alto peso molecular

en ia forma de 30 kDa.
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ANEXO 1

Proteolytic processing of dextransucrase of Leuconostoc mesenteroides.
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Abstract

Various dextransuerase molecular mass forms found in enzyme preparations may sometimes be products of proteolytic
actvily. Extracellular prolease in Lewcongsioe mesemierandes strains NRRL B-512F and B-512FMC  dextransucrase
preparations was identfied Protease had a molecular mass of 30 hDa and was the predominant form denved [rom a high
molecular mass precursor, The production and activity of protease in colture medium was strongly dependent on pH When L,
meseriterordes destransucrase (173 KDa) wag hydrolyzed by protease, st pH 7 and 37°C, various dextransucrase forms with
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vartous molecular mass forms of alternansucrase (a
glucosyitransferase closely related to DS) produced
from constitutive mutants of L mesentereides
NRRIL B-i355, were not related to dextran. How-
ever, proteclviic activity was not found.

in the present work, we demonstrate that the var-
1ous molecular mass forms of DS from L mesenie-
roides strains NRRL B-312F and B-312FMC already
reported in the literature, result from proteolytic
processing.

2. Materials and methods
2.1. Buacterial strains and cufture conditions

L. mesenteroides NRRL B-512F was obtained
from the stock culture collection of the National
Center for Agncultural Utilization Research
(USDA-ARS, Peoria, IL, USA). L. mesenteroides
B-512FMC was kindly provided by Dr. John F. Ro-
byvt. Both strains were cuitered for DS production as
aiready described [2].

The culture supernalani was concentrated 10-fold
by ulirafiltration with an ultrafiltration system {Ami-
con, Beverly, MA. USA), equipped with an HP100-
20, 100 kDa cut off hollow fiber cartridge. Due te
the low concentration of protease, all samples re-
quired 200-2000 times concentration in order ¢ as-
say for proteolytic activity. Samples were dialyzed
against 30 mM ammonium acetate bufler (pH 5.2).
i{yophilized and resuspended in a smaller volume of
30 mM sedium acetate buffer, pH 5.2, containing
0.3 mM CaCl> and 3 mM sodium azide. Some sam-
ples required higher concentration as proteolytic ac-
tvity tended to decrease in subculiures.

2.2, Dextransucrase assay

Dextransucrase activity was determined measuring
the inntial rate of fructose release from sucrose with a
clucoseffructose kit (Boehringer Mannheim, Ger-
many). Reactions were performed at 30°C in
50 mM sodium acetate buffer, pH 3.2 containmng
0.3 mM CaCl; and 3 mM sodium azide. One enzyme
activity unit {UJ) was defined as the amount of en-
zyme that catalyzed the formation of I umol of frue-
tose per min under these conditions.

2.3. Electrophoresis

SDS-PAGE was performed as published [11]:
Samples were mixed with an egnal volume of
2Xsample buffer and incubated at 90°C for 3 min.
DS forms were electrophoretically separated on 6%
SDS-PAGE geis and stained with Coomassie bril-
hant blue R-230.

2 4. Prolease activity assy

Proteolytic activity was observed after electropho-
resis in SDS5-PAGE containing 15% (w/v) acrylamide
and 0.1% gelatin [12] with the Laemmli buffer system
[11}. For electrophoresis, samples were mixed with
an equal volume of SDS sample buffer without
B-mercapioethanol and incubated for 1 h at 27°C.
After electrophoresis, the gel was washed 1wo times
(30 min each) with 50 mM Tris-HC] baffer, pH 8,
containtng 0.3% Triton X-100, followed by incuba-
tion in the same buffer at 37°C for 12 h. Finally, the
gel was stamed with 0.23% Coomassie brilfiant blue
R-250 and destained with [0% acetic acid. The clear
bands correspond to zones of proteolytic activity.

The proteolytic activily was quantified following
the increase in absorbance at 395 nm resuliing
from the incubation of enzyme preparations at
37°C for 16 h with Hide Powder Azure (Sigma,
Chem. Co.}, in 0.2 M Tris-HCI buffer, pH 8, con-
taimng 1 mM CaCly [13]. The enzyme aclivity is
reported in relative trypsin equivalent enits, where
one relative trypsin anit is equal to the absorbance
change produced by 1 ng of trypsin (GIBCO, BRL,
Producis). in 16 h at 37°C and pH 8.

2.5, Effect of pH

The eflect of pH on activity was determined at
37°C in SDS-PAGE gelatin gels using the following
buflers at 30 mM: Sodium acetate buffer. pH 5:
MOPS (4-morpholine-propanesulfonic acid), sodium
salt, pH 6.2 and 7; Tris-HCI, pH 8§ and 9; sedium
borate buffer pH 10; and sodium carbonate bufier,
pH 11

2.6. Imhibition ussays

The inhibition of protease activity by diisopropyl
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phosphofluonidate (DFP), phenylmethylsulfonyl Au-
onde (PMSF). 10doacetic acid (IAA), L-trans-epoxy-
succinyl-leucylamido-(4-guanidimo)-butane (E-64), I-
|0-phenantroling {O-Ph) and ethylenediamineteira-
acetic acid (EDTA) was studied directly n SDS-
PAGE gels containing gelatin Samples were incu-
bated previous to elecirephoresis with [0 mM of
the mhibitor (E-64 was used at 5 mM) at pH 8,
37°C for 2 h. In the case of O-Ph and EDTA,
10 mM of the inhibitor were included 1 the meu-
bating buffers,

27 Effect of divalent catons

In the experiments measuring the effects of metal
ions on the protease activity, after electrophoresis,
the gel was incubated for 1 h with the renaturation
buffer contaning 18 mM O-Ph, washed with the
same buffer without the inhibitor and incubated at

37°C with 20 mM ZnCly;, CaCla or NiCly in the
bufler.

2.8 Enduogenous dextransierase preteolysis

Sumples of DS culture supernatant ultrafltrates

27

(70 ug protein ml™') were incubated at 37°C in the
presence of 0.2 M Tns-HC! buffer, pH 7, containing
1 mM CaCl; and 3 mM sedium azide. The reaction
was stopped by the addition of 18 mM O-Ph.

2.9 Proitein determination

Protein concentration was assayed by the method
of Bradford {14] with Bio-Rad (Hercules, CA, USA}
dyc-binding protein reagent and bovine serum albu-
mun (Sigma, Fraction V) as standard.

3. Results

3.1 Proteolyuc aetivity i L. mesenterowdes culture
supernalants

The presence of proteases in L. mesenteroides con-
centrated culture supernatants was determined n
SDS-PAGE 1ncluding gelatin in the resolving gel
After overnight mcubation. clear bands correspond-
ng to activity were obtamed. According to the pro-
tem standards. the primary proteolytic acuvity had
an approaimate molecular mass of 30 kDa., A high
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pH—=11 10 9

- I

O—Ph EDTA Contrdl E-64 TAA DFP  PMSF
100mb 100mi S5mé OmM 0OmM  10mM

-—30kDa

Contrdl  O-Ph Ca?t Ni2F zp2+

Fig 2 Effect of dilferent factors on the proteolytic activity of
L. mesenieroides B-512FMC as measured in 13% SDS-PAGE ac-
tivity gelatin gefs. A: Effect of pH. from pH 11 10 5. B: Effect
of inhibnars. Control. without Inhibitors. €@ Effect of metal
tons. Control. withoul inhbior: O-Ph. control washed with 18
mM O-Ph. without actmity restoration: Ca®™. 20 mM CaCls:
N™. 20 mM NiCi-: Za®*, 20 mM ZnCls.

molecular mass proteolytic activity was also ob-
served but in less proportion than the 30 kDa pro-
tease. After 1 h incubation in the sample buffer the
propertion of the 30 kDa protease is considerably
increased, suggesting that it is a degradation or dis-
sociation product of a higher motecular mass form.
Proteases in culture supernatant also showed activity
against denatured collagen (Hide Powder Azure) at
pH 8 and 37°C, as can be seen in Fig. [.

3.2. Protease activity during dextransucrase synthesis

Proteolytic activity was found in L mwesenseroides
B-312FMC culture supernatants already used for DS
synthesis (Fig. ). There was a clear relation between
the drop of protease acuvity and the decrease in
cuiture supernatant pH, which was initially fixed
near neutral values and decreased rapidly due to
the production of lactic acid.

For protease purification and analysis, superna-
tants were harvested when the maximum optical den-
sity was reached in the case of L mesenteroides B-
512F. However. as shown in Fig. 1, in the case of L.
mesenteroides B-512FMC DS was less stable and was
therefore harvested after 12 h of culture.

3.3, Effect of pH

The effect of pH on the proteolytic activity was
studied in different buffers at 37°C (Fig. 2A). The
highest activity is obtained a: pH 8.

3.4. Proteqse inhibition

The effect of various inhibitors at pH 8 was
studied as shown in Fig. 2B. E-64 and 1AA, inhib-
itors of cysteine proteases, did not affect the protease
activity from L mesenteroides, while DFP and
PMSF, inhibitors of serine proteases had a partial
inhibitory effect. On the other hand, O-Ph, a metal
ion complexing agent, completely inhibited the pro-
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Fig. 3. Effeet of proteolyss on the molecular mass of L. mesen-
terordes B-S12FMC DS 6% SDS-PAGE gels stained with Coo-
mussie brilliam blue R-2300 A: Endogenous proteoiysis. DS ul-
trafilirate was incubated at pH 7. 37°C for: 0, 8, 24, 36 48 h;
MMS, molecular mass standards. B: With added protease. The
DS wluafiltrate wes heat treated (90°C. 20 min). to inactivate the
profcolytic activity. B and D. controls before wcybation with
and withowt proteasse addition: €. after 3 b of incubation (pH 7
and 37°C) without added protease: and A. zfier 3 b of incuba-
tion {pH 7 and 37°C) in the presence of protease prepared from
L mesenteroides NRRL B-512F
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tease actvity, while EDTA inhubited only partially
In Fig. 2C, 1t 15 shown that the addition of calenmm
restored the proteolytic activity. The same properties
were obtained for the proteases from both L mesen-
teroides stiams, B-512FMC and B-312F,

3.5 Dextramuaase digestion

After exposing the DS to endogenous proteolysis
at pH 7 and 37°C, the 173 kDa band was consider-
ably reduced producing various lower molecular
mass proteins (Fig 3A). DS activity was assayed
directly on the gel, and 1t was found that the 120
kDa meotecular mass form was the smallest DS digest
retaming enzymatic activity (data not shown). It is
important to pownt out that at pH 5.2 the 155 kDa
protem was the smallest form observed

Dextransucrase and protease were strongly associ-
ated. Even ufier extensive ultrafiliration 1n the pres-
ence of 0 1% SDS, although some of the 30 kDa
protease was ehnunated, residual proteolytic activity
was always observed in the retained DS [raction.
Therefore, DS was heat treated (90°C for 20 min},
Lo denaturate proteolytie activity. This preparanon
wits treated with added protease {preduced by grow-
ing L mesenterordes B<512F in glucose 10 avoid dex-
transucriase production). These results are shown in
Fig 3B, where it may be seen that the DS protemn
bands weie the same as the ones resulting from an
autodigestion assay described above (Fig, 3A).

4. Biscussion

Proteases have been reported in glucosyltransfer-
ase (GTFY culres Nom  Sreeprococcns shiains
[15.46) In Steprococeus sanguiv. a simular change
m GOTF moleenlar mass is observed. o 174 kDa
fottn comgidered ax o monomer is modified 10
136 kDa form by proteolyss [17). However, unul
now proicases hid not been veported in L, esene-
roddes. Among other 1casons, this is probubly duc 1o
1ts Jow concentratien and the usual assay conditzons
(pE 3.2 and 25°C), whieh are opumal for the activily
andd stability off DS, but Lay From the optimal con-
ditons 1o the protease (37°C and pH 8 This i
Hlustzated By the et that protesse supernatans e
wis equned 200 200-00kd concentestion, and that

only 12% of the proteolytic activity at pH 8 and
37°C was observed at pH 5.2 and 25°C {as measured
by the Hide Powder Azure assay). However, this
restdual activity was enough to modify DS when
stored i solunion at 4°C for long periods of time.
Production conditions, protein source n the culture
medium and subculturing may alter the amount of
protease produced.

Dextransucrase and prolease were strongly associ-
ated. There are reporls in the literzture concerning
firmly bound or ‘sticky’ proteases, which remain
tightly attached to protemns throughout purification
[18] L. mesenreroides proteases behave as these
sticky proteases. The presence of a highly aggregated
or high molecular mass protease (precursor of the
30 kDa protease} contaminating DS, makes difficuit
the use of electrophoresis or get filtration for purifi-
cation. These results are consistent with observations
reported by Kim and Robyi [7]. who obiained low
molecular mass DS enzymes [rom an SDS-PAGE
184 kDa puriied DS from L. mesenteroudes
B-512FMC after incubation at 4°C [or 30 days.

The difficulues in identifying a protease in DS
preparations allowed the hypothusis of the cxistence
ol 57-62 kDa subunits of DS [5-7}. 1t has recenily
been reported that the L swesetervides B-512F DS
gene is located in a monocistronic operon [§9) The
L meventeroides NRRL B-512F DS gene sequence
encodes 1527 anuno acids including the signal pep-
tde {201, resulting in u predicted 170 kDa protein,
that upon climination of the signal peptide would be
redduced to 166 kD, The diffeience with the 173 kDa
form can be cypluned by experimental error i the
electrophorelic technigue 24,

We conclude that the presence of dillerent molee-
ukir mass fonms of DS from L mesenterpides strains
B-312F and B-312FMC uswilly reporied m the liter-
ature are the esult ol proteolytic processing. The
amount of cach form depends on the prowolytic ac-
tvity, storage conditons, and storage time They
also depend on DS production aned purdication
methods,
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Resultados 1T

VI RESULTADOS 1]

Efecto de un proceso proteolitico sobre las propiedades cataliticas de la
DS de Leuconostoc mesenteroides B-512FMC.
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V1.1 Evolucién del proceso proteolitico sobre 1a DS,

El andlisis de el efecto de la protedlisis sobre 1a DS se realizé comparando las
propiedades cataliticas de la forma intacta de 173 kDa y la forma de 155 kDa de
ta DS de L. mesenteroides B-512FMC. En la Figura 22A se muestra el efecto de
la protedlisis sobre el peso molecular, mientras que en {a 228 se aprecia &}
efecto sobre la actividad. Como se puede observar, después de 60 dias de

incubacién a 27°C y pH 5.2 se form¢ la DS de 155 kDa y se perdid Gnicamente

10% de actividad.
MPM 0 7 15 21 30 80
A 200kDa ‘
’V ww Stfkc:;ﬂw ﬁ 'i“i' )ﬁ;i;\:’%
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Figura 22, Efecto de la actividad proteolitica sobre la DS de L. mesenterodes B-
512FMC A. Proteolisis imitada Ultrafiltrado incubado a pH 5.2 y 27°C por :0, 7, 15, 21,

30. 60 dias; M' marcadceres de peso molecular, B. Evoiucion de la actividad DS durante
la ncubacion.
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V1.2 Propiedades cataliticas de la sintesis de dextrana.

5e realizaron estudios cinéticos de la DS de 155 y 173 kDa para determinar el
pH optimo para la reaccion, la actividad especifica maxima, ia Km para [a
sacarpsa y la constante de inhibicidén por exceso de susirato (Ki). Los resultados
se presentan en la Tabla 7 Como se puede apreciar, el Unico parametro donde
se encontraron diferencias significativas fue en la constante de inhibicion por
exceso de sustrato (Ki).

A diferencia de los resultados presentados en la Tabla 6, en donde se observa el
fenéomeno de estirulacion de fa actividad de la DS de 155 kDa por presencia de
dextrana después de ser almacenada por 6 meses a pH 5.2 y 4°C, no se
presento este fendmenc de estimulacién en ninguna de las formas enzimaticas
observadas en la Figura 224, Debido a que la enzima almacenada a 4°C por 6
meses perdio 40% de actividad, el fendmeno de estimulacion parece estar mas

relacionado con la estabilidad que con el cambio de peso molecular,

Tabla 7. Propiedades cataliticas de dos DS de diferentes peso molecular.

Vmax

i 2 pH optimo®
(umolimin/mg proteina)® Ki (mM)®  pHi op

Forma enzimatica  Km (mM)?

155 kDa 34:+1 14114 06002 45-57

173 kDa 29+0.8 15642 188005 45-57

*l.as constantes fueron determinadas a pH 5.2 vy 30°C.
El pH optimo se determing a 30°C.

o1
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V1.3 Sintesis de oligosacaridos

Por Io gue respecta a la sintesis de oligosacaridos, en las dos concentraciones
de maltosa utilizadas se ohservd un aumento en la velocidad inicial medida
como liberacion de fructasa (Tabla 8). Sin embargo, este aumento fue mas
notable en las formas enzimaticas de 155 kDa que en las formas enzimaticas
Intacias.

E! rendimiento y el grado de polimerizacién de los oligosacaridos fue el mismo

para las dos formas enzimaticas en cuaiquiera de las concentraciones de

maltosa.

Tabla 8. Efecto de la concentracion de maltosa en la velocidad inicial de
reaccion de las dos formas de la DS obtenidas por protedlisis.

Forma enzimatica  Sacarosa (g/l) Maltosa (g9/)  Velocidad inicial de reaccién  Factor de

(_mol fructosa/mun/ml} estimulacian®
155 kDa 50 0 1.2+0.080 n=3 1
50 10 1.9+ 0.030 n=3 1.6
50 25 2.4 +0.001 n=3 2
173 kDa 50 0 12+0.12 n=3 1
50 10 1.6+0.01 n=3 1.3
50 25 1.820.13 n=3 15

La reaccidn se llevd a cabo a pH 5 2 y 30°C. En ambos casos se utilizd 12 U/ml de
cada forma enzimatica, actividad medida con sacarosa como unico sustrate
? Velocidad inicial en presencia de maliosafvelocidad inicial en ausencia de mallosa

V1.4 Caracterizacion de dextranas

Los espectros de RMN indicaron que las dextranas producidas por la DS de 155

kDa, asi como por la de 173 kDa, presentaron las mismas caracteristicas
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estructurales (resultados no presentados). A pesar de esto, debido a que se
observaron diferencias en las propiedades de mezclado y en ef comportamiento
de formacidn de gel, se analizd el peso molecular de [os polimeros. Utilizando
una columna de permeacion en gel en HPLC, se determind que los polimeros
producidos por las formas enzimaticas fanto de 173 kDa como de 155 kDa se
agrupan en dos fracciones, una con un peso molecular pramedio de 2500 kDa
(LDx) y una segunda que rebasa los limites de exclusion de fa columna {(HDx).
Comeo se aprecia en la Figura 23, ia fraccién de alto peso molecular producida
por la forma de 173 kDa presentd un peso molecular mayor que la fraccién
producida por la forma de 155 kDa. Sin embargo, por eluir en el volumen muerto
no se pudo cuantificar fa diferencia. La cantidad relativa de ambas fracciones
calcuiada por las areas de los picos de elucion (A p/Arpy), fue diferente.
Mientras que la forma de 155 kDa produjo cantidades relativamente similares de
ambas fracciones (A o /Aqp=1.3), 1a DS de 173 kDa produjo una proporcién
significativamente mayor de la fraccion de alto peso malecufar (A p/Anpx=1.8).
Para confirmar estos resultados, se realizd un estudio reolégico, En la Figura 24
se puede observar que ambos polimeros presentaron comportamiento reologico
de fluidos no Newtonianos. A pesar de lo anterior, tienen propiedades reologicas
diferentes, ya que se observa un decremento en la vicosidad en la dextrana
producida por ta forma de 155 kDa. Debido a que los polimeros se analizaron a
la misma concentracion, estas diferencias fueran debidas a la influencia del peso

molecular (Tecante y Lopez-Munguia 1986).
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Figura 23. Perfil de elucion de las dextranas sintetizadas por las dos formas
enzimaticas ¢e la DS. Permeacion en gel en HPLC, columna Ultrahydrogel Linear,
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Figura 24. Analisis del comportamiente reologico de las dextranas sintetizadas por las
dos forma enzimaticas de la DS. El analisis se realizo en un redmetro Rheomat 120

(Contraves, Switzerland), utilizando 20 g/t de polimero.
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VL5 Secuenciacién del extrerno amino terminal

Con el fin de conacer e! sitio o sitios de corte de la proteasa, se solicité 1a
secuenciacidn del extremo amino terminal de la DS procesada proteoliticaments.
La DS fue purificada por electroforesis y transferida a una membrana de
diflucruro de polivinilideno (PVDF). Sin embargo, el servicio reportd la presencia
de numerosos extremos aming terminales (Tabla 9). Los péplidos encontrados
corresponden a extremos amino terminales de DS con tamanos diferentes:
Péptido 1, 110 kDa; péptido 2, 90 kDa; péptido 3, corresponde a una secuencia
de las UDR del extremo carbxilo terminal; Ios péptidos 4 y 5 no fueron
idenficados pero pudieran perienecer a ia secuencia de la proteasa. Estos
resultados confirman que la electroforesis no es un método adecuado para la
purificacion de fa DS y como consecuencia la enzima es proteolizada durante el

proceso de transferencia de las proteinas a la membrana PVDF.

Tabla 9. Resultado del proceso de secuenciacion del extremo amino terminal de
la DS de 155 kDa

Péplida1(507y A V N D V D N K N V ¥V E Q A D
Péptido2(738) T D D G Q Y M A T K S P Y Y D
Péptido3{(1247) Q V F D Q Y

Péptido4(Ny S F T E Y L

Péptido 5 (N.I) i K P i

Los pétidos 1, 2 y 3 se encuentraron en |a misma proporcion
Los péptidos 4 y 5 no se dentificaron dentro de la secuencia de fa DS
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V1.6 Discusién
El cambio en el peso molecular de las DS producidas tanto por Streptococcus
como por L. mesenteroides ha sido ampliamente comentado en la literatura {Fu
y Robyt 1990, Grahame y Mayer 1984, 1985, Kim y Robyt 1993, Kitacka y Robyt
1998, Kobayashi y Matsuda 1986, Kobayashi, Mihara y Matsuda 1986, Miller y
Robyt 1986, Miller y Robyt 1986b, Smith y Zahnley 1997, Wilke- Douglas 1989).
Dentro de estos cambios se ha reportado la presencia de una forma enzimatica
de 155 kDa (Fu y Robyt 1990, Grahame y Mayer 1984, 1885, Kitacka y Robyt
1998, Miller y Robyt 1986 y 1986b, Wilke-Douglas 1989}, la cual fue el tnico
producto de un proceso protelitico fimitado.
En el presente trabajo se logrd producir la forma enzimatica de 155 kDa libre de
la forma de 173 kDa de la DS de L. mesenteroides B-512FMC. Durante la
transformacion hubo aproximadamente un 10% de perdida de actividad. La
enzima procesada proteoliticamente tuvo un comportamiento muy similar a su
precursor en términos de sus propiedades fisicoquimicas tales como pH optimo
de reaccidn y propiedades cinélicas: afinidad por la sacarosa {Km), actividad
especifica y especificidad pues 1os productos resultantes tuvieron la misma
estructura. 1.os porcentajes de hidrolisis fueron los mismos {entre 4 y 5%). El
fenomeno de estimulacion por presencia de dextrana no se presentd en ninguna
de las formas enzimaticas, lo que indica que es producto de ctra variable
diferente al cambio en el peso molecular. A pesar de esto encontramos que la
DS procesada proteoliticamente fue mas sengible a la inhibicion por exceso de

sustrato, ya que su Ki fue menor a la constante del precursor, Por otro lado, a

G



Resultados 17

través dei analisis por permeacién en gel v del estudio reclogico de los
polimeros sintetizados por las dos formas enzimatica, se determind que la DS
procesada produjo dexiranas de esiructura similar pero de menor peso
molecular.

A lo largo de ios anos se han reportado diferentes meétodos de purificacion,
pesos moleculares y propiedades de la DS (Kobayashi y Matsuda 1980,
Kobhayashi y Matsuda 1986, Kobayashi, Mihara, Matsuda 1986). Se han
encontrado dificultades para dilucidar un mecanismo de reaccion

y para la determinacion de efectos cingticos {Monchaois 1999, Robyt 1995).
Existen varias propuestas gue intentan explicar fenomenos como la inhibicién
por exceso de sacarosa {Kobayashi, Yokoyama y Matsuda 1986, Tanriseven y
Robyt 1993) y el aumento de la actividad por presencia de aceptores (Ebert y
Shenk 1968; Mayer y col., 1981; Paul y col., 1986; Tanriseven y Robyt 1992},
pero ningune ha sido comprobado. Cualesquiera que sean 10s mecanismos,
ambos parecen ser afectados por la presencia o ausencia de un fragmento o
fragmentos enzimaticos de aproximadamente 18 kDa. Si estos péptidos
disminuyen la accesibilidad de los sustratos al sitio active, su eliminacion
resultaria en un incremento en la accesibilidad de la maltosa observandose un
aumento en la velocidad de reaccion. En este sentido, la enzima procesada
incrementaria también la susceptibilidad a Ia inhibicion por sustrata yva que el
sitio activo no estaria limitado por la difusion de la sacarosa. De la misma
manera et facil acceso de moléculas responsables de lerminar el crecimiento de

los polimeros (tales como fructosa v sacarosa segun la propuesta de Tanriseven
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y Robyt en 1992), resultaria en la sintesis de polimeros de menor peso
molecular.

En anaiisis estructurales del gen de L. mesenteroides B-512F, se ha observado
que la eliminacién de 83 aminoacidos por el extremo carboxilo terminal ocasiona
aproximadamente 70% de pérdida de actividad (Monchais y col., 1998). En el
presente trabajo se determind que el corte proteolitico elimina alrededor de 164
aminoacidos y ocasiona la pérdida de aproximadamente 10% de actividad.
Aungue ambas deleciones tienen efectos sobre el porcentaje de estimulacion de
la actividad por presencia de aceptores y mantienen constante la Km, parecen
ser procesocs diferentes, existiendo {a posibilidad de que en la protedlisis se
elimine un péptido por el extremo amino terminal que corresponderia al dominio
variable de la DS. Sin embargo, este resultado se comprobara hasta que se
pueda purificar la DS para ser secuenciada.

L. mesenteroides produce proteasas de alto peso molecular, que se transforman
a formas de manor pesa molecutar {30 kDa). El peso molecular de estas
enzimas y/o el tipo de asociacion dificulta |a separacién de ambas actividades.
Existen diferencias en las propiedades de la DS reportadas en la literatura
(Kobayashi y Matsuda 1980) y es muy probable que estas diferencias sean &l
resultado de la accion de proteasas sobre la DS durante los procesos de
produccidn, purificacidn y almacenamiento, como fue mostrado aqui para 1as dos

formas de la DS de L mesenterocides B-512FMC.
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VIL.7 Conclusiones

El procesamiento proteolitico limitado de la DS, que resulta en la pérdida de
aproximadamente 18 kDa, produce cambios en las propiedades cinéticas de la
enzima como son: disminucion de 67% de la Ki por exceso de sustrato y
aumento de 33% en el fator de estimulacion de la actividad por presencia de
maltosa,

El peso molecular de las dexiranas sintetizadas es modificado, ia eliminacion de

un fragmento de 18 kDa ocasiona la sintesis de polimeros de menor peso

maolecular.

VL8 Perspectivas

Actualmente se intenta separar liberar a la DS de la actividad proteolitica, para
poder enviar a secuenciar €t extremo amino terminat de la DS,

Se propone realizar un estudio més profundo utilizando herramientas de Biclogia
Molecular para identificar los péptidos eliminados en el proceso proteolitico vy
dilucidar su funcién. Ademas es necesario analizar otras formas enzimaticas
para evaluar los cambios en las propiedades con respecto al precursor de 173
kDa.

Por otro lado se determinaran las variables que intervienen en el praceso de

estimulacién por presencia de dextrana.
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Anexo 2.

Effect of proteolytic processing on the properties of Leuconostoc mesenteroides
B-512FMC dextransucrase forms.
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Effect of proteolytic processing on the properties of Leuconostoc mesenteroides B-512FMC
dextransucrase forms.

Summary

A 155 kDa enzymatic form of dextransucrase from Leucorostoc mesenterodes B-512FMC, was
praduced through a limited proteolyt:c processing from a 173 kDa precursor. Although the lower
molecular mass dextransucrase conserves 90% of its original enzymatic activity, some kinetic
properties were modified. The cleaved dextransucrase form was more sensitive to substrate
hibition since its Ki felt from 1.8 to 0.6 mM. Although no changes 1n structure were found, the
rheological behavior of the dextran produced under the same reaction conditions was modified.
Most important, the rate of the reaction catalyzed by the low molecular mass dextransucrase was
nlore sensitive to stimulation by maltose than with the 173 XDa precursor. We conctuded that the
cleavage of approximately 18 kDa results in a slightly different enzyme. As this is an endogenous

protease in Lenconostoc mesenteroides, this modification explain the observed differences in the

behavior of dextransucrases.

Introduction

Dextransucrase (EC 2.4.1.5) 15 mainly produced by Leuconostoc mesenteroldes and oral
Strepiocorcus speeies. 1t catalyzes the synthesis of dextran, a hugh molecular mass D-glucose
polymer, using sucrose as substrate. Glucosidic bond synthesis oceurs without the mediation of
aucleotide activated sugars and cofactors are not required. In addition when efficient aceeptors,
like maltose, are mctuded tn the Teaction medivm, the enzyme catalyzes the synthesis of low
molecular mass oligosaccharides [16].

Dextransucrase (DS) from the industrial strain, L. mesenteroides NRRL B-512F has been the
subject of intensive research N is an inducible enzyme that catalyzes the synthesis of a soluble

dextoan with more than 95% af E-6) bond [ 17, The enzyme from this stean is recovered tghtly



bound to the polymer. Kim and Robyt [5], obtained the strain B-512FMC a constitutive DS
producing mutant of L. mesenterordes that can be cultivated in the absence of sucrose, thus
allowing the production of a dextran-free DS.

The biochemical and kinetic properties of dextransucrase have not been completely described and
at least two mechanims of enzyme reaction have been proposed {17,19]. Interestingly, DS forms
with molecular mrasses ranging from 1835 to 64 kDa have been reported [19] We have recently
demonstrated that several molecular masses of the DS from L. mesenteroides strains NRRL B-
512F and B-512FMC, resulted from proteolytic processing of a 173 kDa form. The proportion of
the various forms appearing depends on the level of proteolytic activity, the storage conditions
and the storage time [20]. Although some comparative studies have been performed among the
catalytic efficiency [2,4,14,15] and dextran structure [4] of the common 173 and 155 kDa forms
from Srreptococcus and L. mesenteroides, their conclusion is that both forms have the same
catalytic behavior, However, properties that are more specific were no compared. The goal of the
present work 1s 1o further the companson of the propertics of the 173 and 155 kDa monomeric

forms of the L. mesenteroides B-512FMC dextransucrase.

Matcerials and Methods

Bacterial strain and culture conditions

L. mesenteroides B-312FMC was kindly provided by Dr. John F. Robyt. The strain was cultured
for DS production as already deseribed [5].

The culture supernatant was cancentrated 10 fold by ultrafiltration with an ultrafiltration system
(Amicon, Beverly, MAY}, cquipped with an HPIGO-20, 100 kDa cut off hollow fiber cartridge. The
135 kDa DS form was obtained by proteelytic processing with the endogenous protease activity.
The ultiafiltrate was incubated at 27°C and pI 5 2, the incubation time was depended on the

amount of protease aelivity found on each preparabon The mummum reqguired time for maximum



transformation was 135 days. The progress of the dextransucrase digestion was monitored by
electrophoresis [12].

Dextransucrase assay

Dextransucrase activity was determined following the initial rate of fructose release from sucrose
with a glucose/fructose kit (Boehringer Mannheim Germany). Reactions were performed at 30°C
in 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.2, 0.3 mM CaCl, and 3 mM sodium azide. One enzyme
activity unit () was defined as the amount of enzyme that catalyzed the formation of 1 umol of
fructose per minute under the above mentioned conditions.

Dextran and oligosaccharide synthesis

Dextran was synthesized at 30°C, pH 5.2 with 1 U/mi of the enzyme and 100 g/l sucrose. Polymer
was recovered by ethanol precipitation, dialyzed against water and lyophilized.

For the oligosaccharide synthesis, maltose was used as acceptor Reactions were carried out at
30°C in 50 mM sodium acetate buffer, pH 5.2, 0.3 mM CaCl, and 3 mM sodium azide, 50 g/}
sucrose and 25 or 10 ¢/1 of maltose equivalent to a ratio suerose to maitose concentration ratio of
2 or 5. Oligosaccharides were analyzed by high-performance hquid chromatography (HPLC), in 2
Waters mstrument equipped with a refraction index detector, using a C18 column and ultrapure
watcer as eluant at a flow rate of 0.7 myyman.

Dextran characterization.

Polymer structure was analyzed by proton and C Nuclear Magnetic Resonance (NMR),

Polymer motecular mass was determined by hugh performance liquid chromatography in 2 Waters
instrument equipped with a refraction index detector using a Ultrahydrogel Lingar column
{(Waters) and 100 mM NaNQ, as ¢kuant at a [low rate of 0 6 ml/min. The column has a
fractionation range of 1X10" to 5X10° kDa,

For the dextran rheological characterization, dexiran was resuspended 1n water to obtain 20 g/l as

a hinal concentration. Steady shear measurements were made using a Rheomat 120 rheemeter



{Contraves, Switzerland) with the cone and plate geometry (R=5 cm, §:22°). All measurements

were carried out as already described [24].

Results

Evolution of dextransucrase proteolysis

In Figure | the evolution of dextransucrase molecular mass forms (A) and activity (B) when
stored for 60 days at pH 5.2 and 27°C, 15 shown. Under these conditions, a single 155 kDa DS
form is obtained by proteolitic cleavage and only 10% of the activity was lost.

Catalytic properties for dextran synthesis

Kinetic studies were performed with both forms of DS. Optimal reaction pH and kinetic
parameters Km and maximum specific activity as well as the substrate inhibition constants {Ki)
were determiined and are compared in Table 1. From these results, it may be concluded that
although no significant differences between optimal pH, Km and specific activity of the two DS
forms were found, they differ in their substrate inhibition constants,

Oligosaccharide synthesis

As far as the oligosaccharide synthesis earrred out in the presence of maltose is concerned, no
changes were observed in the yield and preduet profile obtained under similar reaction
conditions. A higher activating cffect measured 2s an increase in the initial fructose release rate,
was observed with the low meolecular mass dextransucrase, as shown in Table 2

Dextran propertics

The NMR spectra of dextran synthesized by both DS forms were similar, indicating no
differences in polymer structure (data not shown). Nevertheless, as differences were noticed in
both systems during the reaction, particularly mixing and gel formation behaviors, the molecular
mass of the resulting dextran was analyzed. The polymers produced with the two DS forms were

resobved into two fractons by HPLC, One of the fracuons had a molecular mass of around 2500



kDa, (LDx), while the second one eluted with the void volume (HDx). The relatve amount of
both fractions, calculated by the areas of the peaks on the elution profiles, were different. This is
represented by the HDx to LDx area ratio {Ayp,/Aip,)- While the low molecular mass DS
produced similar amounts of both fractions (Ayp/ALp=1.3), the 173 kDa form produced a higher
amount of the high malecular mass dextran fraction (Ayup /Ay p= L -8). Int order 1o confirm results,
a rheological analysis of both products was carried cut. Although both polymers behave mn
solution as non-Newtoman fluids, they had different rheological properties and a decrease in
viscosity was observed in the dextran produced by the low molecular mass DS, as shown in

Figure 2 [24].

Discussion

There are many reports 1n the literature concerning changes in molecular mass of DS obtained
from both Streprococeus and Lenconostoc strains. [2-4,6-10,14,15,20,21,25). Reports of a 155
kDa protem are common [2-4,7,14,15,25], and it has been suggested that this is a single product
of Limited proteolysis of DS retaining enzymatic activity {20].

In the present work, the 155 ¥Da form was obtained by an incubation process defined in1erms of
the protease content of the DS preparation. Dunng this process, only 10% of the original activity
was lost. The processed enzyme, had a very similar behavior than 1ts precursor 1n terms of kinetic
and physicochemical propertics such as optimal reaction pH, affimity for sucrose (Km), specific
a{.:twity as well as product chemical structure and acceptor products in the presence of maltose.
Although not shown, ne changes were neither observed in the amount of sucrose hydrolyzed by
the enzyme (between 4-5%). Tlowever, we have found that the low molecuiar mass was wmote
senstble to excess substrate inhibition, as shown by the lower inhibition constant (K1),
FFurthermore, the procuct dextran had a lower molecular mass as inferred by its rheologneal

behavior



Although various hypothesis have been advanced to explain sucrose inhibition [11,23] as well as
the effect of acceptors {maltose) on the mitial reaction rate [1,13,18,22}, none of them have been
demonstrated. Nevertheless these hypothesis, both phenomena are related to the existence of
specific sites on the enzyme structure, The proteolytic processing of DS eliminates an
approximately 18 kDa peptide. If this peptide hinders the accessibility of reactants to the enzyme
domains, then the result of its elimination could increase the accessibility of the maltose,
increasing the reaction rate. In the same logic, the processed enzyme would increase its
susceptibility to substrate inhibition, as the active site will no longer be limited by sucrose
diffusion. Also, the accessibility of molecules responsible to end the dextrans chains elongation
process (such as fructose or sucrose as proposed by Tariseven and Robyt), would resuilt 1n lower
molecular mass products. In conclusion, some of the properties observed mn the 173 kDa form, are
the result of a process limited by substrate ditfusion within the protein.

In a structural analysis with the gene from L. mesenteroides B-512F, it has been observed that the
climination of 83 aminoacids from de carboxy terminal region produced 70% reduction of
enzyme activity [16], while 1n our empirical process only 10% 1s lost. Although both processes
seem to bave an effect on the stmalation of activity and no change in the sucrose affinity, the
probability of a deletion from the amine terminal region is most probable, as there is no function
associated to this variable domain.

L mesenterpudes produces high molecular mass proteases, their transformation into low
molecular mass forms (30 kDa) is favored by processing or storage condinons [20]. The
moiccular mass and/or association with the DS, make difficult the separation of both activitics.
There are differences in D8 properties reported in literature 1t s therelore probable that these
differences may result form changes in molecular mass during production, purification and

stotage, as shown here for the twe 18 Jorms from L mesenterowdes B-512FMC,
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TABLE 1

Catalytic properties of two different molecular mass forms of dextransucrase from L.
mesenteroides B-512FMC

Dextransucrase Km Specific activity Ki Optimal
form {mM)* {umol/mmn/mg protein)’ {(mM) pH at 30°C
155 kDa 34+] 14134 0.6£0.02 45-57
173 kDa 20408 156x2 1.850.05 4.5-5.7

*pH 5.2 and 30°C



TABLE 2

Effect of maltose concentration on the final reaction rate of two forms of dextransucrase
from L. mesenteroides obtained by proteolysis.

Enzymatic Sucrose {g/1) Maltose (g/1)  Initial reaction rate Stimulation
form (wmol fructose/min/ml} factor
155kDa 50 0 1.240.080 1
50 10 1.9+ 0.030 1.6
50 25 2.4 +0.001
173 kDa 50 0 1.2¢0.12 1
50 10 1.620.01 1.3
50 25 1.8+0.13 1.5

Reactions were carried out at pH 5.2 and 30°C, in both cases using 1.2 U/ml of each
dextransucrase form as measurcd with sucrose as the single substrate,



Figure legend

Figure 1. Effect of proteolytic activity upon the L. mesenteroides B-512FMC dextransucrase. A.
Molecular mass was determined by SDS-PAGE. A DS ultrafiltrate was incubated at pH 5.2 and
27°C for 60 days. Lane 1: 60 days of incubation; lane 2: 30 day of incubation; lane 3: Intial time;

lane 4: Molecular mass standards B. Evolution of DS activity during incubation

Figure 2. Rheological behavoir anatysis of dextran (24 g/1) obtained in a Rheomat 120 rtheometer

{Contraves, Switzerland). Dextrans were synthesized from two dextransucrase forms: 173 kDa ©

and 135kDa Y.
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