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1. RESUMEN

La levansacarasa SacB de Baciffus subtifiis, es una fructosiltransferasa [FTF)
unidominic que destaca en este tipo de enzimas por su estabilidad v sus propiedades
cineticas. Cataliza |a transferencia de residuos fructosilo a partir de sacarosa para |a
sintesis de levana {(polimero de fructosa) y fructésidos que tienen una amplia
demanda en el mercado. Sin embargo, su eficiencia para efectuar reacciones de
transfructosilacion esta limitada porgue también hidroliza el sustrato, por la que
gliminar su actividad hidrolitica seria deseable, Una subfamilia de FTF 's multidominio
del génerg Leuconostoc sp estudiada en nuestro labgratorio, posee dominios N- y C-
terminal con identidad a glucosiltransferasas {GTF "5}, y se caracteriza pgr mantener
una alta tasa de transferencia para la sintesis de polimerc. Ensayos realizados en
nuestra grupo de trabajo indican que el dominie C-terminal influye sobre su alta
eficiencia para la transfructosilacion, especificamente el fragmento denominado
“regidn de transicién”. En este trabajo se exploro la posibilidad de disminuir la
actividad hidrolitica de la levansacarasa SacB de 8. subtitis por medio de la fusién de
un dominie C-terminal, ya sea de las FTF s multidominio v de sus regiones de
transicion, o de una GTF. Los resultados dermuestran que mientras SacB transfiere al
polimero el 50% del sustrato a altas concentraciones de sacarosa, las quimeras de
SacB a las que se fusiond el C-terminal completo de FTF s multidominio transfieran
un promedio del 85% vy mantienen una munima tasa de hidrdlisis a bajas
concentraciones de sustrate. Asi mismo, las versiones quiméricas de SacB gue
poseen Unicamente la regidn de transicion alcanzan la misma eficiencia gue las
versiones con el C-terminal completo, lo que pone de manifiesto que esta region es
suficiente para favorecer la actividad transferasa. Por otra parte, por medio de la

evaluacion biaguimica de las quimeras, se demostré que la fusion de estos dominios



no afecta la estabilidad de SacB ni altera su capacidad de transferencia a otros
aceptores. Es de llamar la atenciéon que una evaluacion del comportamiento cinético
lleva a la conclusion de que al adicionar las regiones de transicion a SacB, se
aumenta la velocidad especifica de transferencia, lo que sugiere que el efecto de este
dominio es por un ajuste estructural que favorece la afinidad hacia la molécula de
polimero y con ello un aumento en la tasa de transferencia. Por otro lado, no se logro
el mismo efecto con la fusion del C-terminal de la GTF, a pesar de la homologia
estructural que comparten con los dominios C-terminal de las FTF multidominio,
demostrando que el efecto sobre la actividad transferasa va mas alld de la
estructura, aunque hasta el momento se desconoce la explicacion. Se obtuvieron
quimeras de SacB que con la fusién de un fragmento del C-terminal de FTF's
multidominio son capaces de utilizar de forma eficiente la sacarosa para la sintesis
de polimero y fructésidos sin perder su alta estabilidad y su capacidad de

transferencia a otros aceptores.



2. INTRODUCCION

Los productos fructosilados como las fructanas, fructooligosacéaridos vy
fructésidos son productos de un alto valor agregado y tienen un gran interés en la
industria farmacéutica y alimenticia, asi como en el area médica y nutricional.

Las enzimas bacterianas que sintetizan estos productos son llamadas
fructosiltransferasas y catalizan la transferencia de residuos fructosilo de una
molécula de sacarosa o rafinosa a una molécula aceptora. Sin embargo la actividad
transferasa esta limitada por la reaccion de hidroélisis de sustrato, que es otra de las
actividades que llevan a cabo las FTF’s, cuando el agua compite como aceptor con
otras sustancias del medio, disminuyen los rendimientos de la sintesis de fructésidos.
Dentro de las FTF's se distinguen dos tipos de enzimas: las levansacarasas y las
inulosacarasas. Las levansacarasas catalizan la sintesis de fructanas en las que cada
mondmero de fructosa esta unido mediante enlaces B-2,6 y llegan a contener
ramificaciones por medio de enlaces B-2,1. El polimero derivado es conocido como
levana y tiene diversas aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica y
cosmética.

La inulosacarasa, el otro tipo de FTF ‘s cataliza la sintesis del polimero inulina, que a
diferencia de la levana tiene enlaces B-2,1 en la cadena principal y ramificaciones -
2,6. Este polimero y sus fructooligosacaridos se utilizan principalmente como
nutracéuticos.

La estructura general de las FTF s consiste en un dominio catalitico en forma de B-
propela de cinco hojas que en algunas enzimas de bacterias gram positivas contiene
una region C-terminal de anclaje a pared celular denominado LPXTG (Rathsam vy
Jagues 1998). Una subfamilia de FTF's del género Leuconostoc sp, reportada por
nuestro grupo de trabajo, posee regiones que flanquean al dominio catalitico con

identidad a dominios N- y C-terminal de GTF's (enzimas que transfieren el residuo



glucosilo de la sacarosa). Cuatro miembros conforman esta subfamilia de quimeras
naturales: la inulosacarasa IslA de L. citreum CW28 (Olivares et al. 2003), la
levansacarasa LevS de L. mesenteroides B512F (Morales et al. 2006) y las
levansacarasas LevC y LevL de L. mesenteroides ssp mesenteroides ATCC 8293
(Olvera-Carranza et al. 2007). A diferencia de las FTF's convencionales, éstas
quimeras resultan mas especificas para la sintesis de polimero y la transferencia al
agua (hidrolisis) se ve reducida. Estudios realizados sobre versiones truncadas de la
inulosacarasa IsIA.(deI Moral et al. 2008) revelaron que estos dominios le confieren
estabilidad y mayor capacidad de transfructosilacion ya que estas dos propiedades
se vieron afectadas al eliminar el C-terminal, particularmente la regién de transicion.
Se ha propuesto, que la regidn de transicion podria interactuar con el dominio
catalitico favoreciendo la formacion de una via larga que dificulta la accesibilidad de
la molécula de agua al sitio activo donde se ubica el residuo fructosilo, lo que
disminuye su transferencia al agua y favorece la transferencia hacia el polimero (del
Moral et al. 2008).

Si bien, las FTF 's multidominio de Leuconostoc sp son menos hidroliticas y por tanto
mas eficientes en la reaccion de transfructosilacion, existen FTF s unidomio que son
capaces de transferir la fructosa con mayor facilidad a otros aceptores y son mas
robustas que las FTF's multidominio. Un claro ejemplo es la levansacarasa SacB de
B. subtilis que es considerada una enzima versatil dadas sus caracteristicas de alta
estabilidad, solubilidad y moléculas aceptoras a las que es capaz de fructosilar. Sin
embargo, al igual que el resto de las FTF's unidominio, los rendimientos en la
sintesis de sus productos se afectan por la alta actividad hidrolitica. Por tanto,
resulta interesante explorar la hipétesis de aprovechar la estructura robusta de SacB
y la especificidad que confieren los dominios de las FTF's de Leuconostoc sp y

combinar ambos en una sola estructura.



3. ANTECEDENTES

34 FRUCTANAS

Las fructanas son homopolisacaridos hidrosolubles de B-D-fructofuranosa

sintetizados a partir de sacarosa. Cuando en la cadena principal cada mondémero
estd unido por enlaces B-2,1 la fructana es llamada inulina, si se encuentran unidos
por entaces (-2,6 se le denomina levana (figural). La inulina puade estar ramificada
mediante enlaces B-2,6 v la levana por enlaces B-2,1. Dependiendo de la enzima
praductora las fructanas pueden alcanzar diversos gradaes de polimerizacion y pueden
o no estar ramificadas. Si el grado de polimerizacion es menor de 10 unidades, las
fructanas son llamadas fructooligosacaridos ¢ FOS.
Las fructanas son sintetizadas de forma natural por plantas como los cereales,
agaves, pastos vy plantas ornamentales, por hongos principalmente del génerg
Aspergiffus, asi como por una gran diversidad de bacterias tanto gram positivas
como grarm negativas. Las funciones que cubren estps polimeros en plantas vy
hongos san coma reserva de carbohidrates y proteccidén contra la desecacién vy estrés
a bajas temperaturas {Vijn ¥y Smeeckens 1999},
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Figura 1. Representacidn de fa astructura de |3 snuhna (A} ¥ levana [B)



Las fructanas de origen vegetal son mezelas con diferentes grados de polimerizacién,
pero son usualmente de bajo pese molecular (<300 unidades). Las producidas por
bacterias son generalmente polimergs de alto peso malecular ¥ con mayor frecuencia
de tipo levana (2x10* a S0x10°Da),

En general, las fructanas son homopolimeres naturales en los que (05 anillos furano
de la fructosa tienen una mavyor flexibilidad que les anillos pirane gue se encuentran
en la mayoria de los polisacaridos de reserva. Las unignes B-2,6 de las maoléculas de
levana scon flexibles y tienden a girar hacia la izquierda mientras que los de inulina
hacia la derecha. Son polimeros amaorfos v microcristalinos.

La solubilidad de las fructanas en agua fria es variable, pero en general son muy
solubles en agua caliente e insolubles en alcohol etilice absoluto. Peseen una glucosa
al inicio de la cadena cuando la sacarnsa actua como iniciador, Son susceptibles a la
hidgrolisis por acidos y por hidrolasas especificas producidas de hongos. Su pese
molecular ¥ su viscosidad dependen del nirmero de unidades en la cadena principal,
v de las ramificaciones que a su vez varian segun el tipo de enzima que las
producen. Generalmente su viscosidad en soluciones acuosas incrementa cuando
varias sales estdn presentes, pero decrece drasticamente cen la temperatura (Han.
19403,

Los FOS de inuline tienen un sabor dulce, mientras que las frutanas de cadena farga
ya sea de inulina o levana forman emulsiones con una textura similar a la que

forman las grasas y poseen un sabor neutro (Vijn ¥y Smeekens, 1999).

3.1.1 Usos y aplicaciones

La inulina ¥ los FQS son ingredientes de los denominados alimentos funcionales v son
considerados como nutracéuticos, Ambos resisten la degradacidon en el tracto
digestivo v posteriormente zon fermentados en el celen provacando  una
estirmulacidn selectiva de bacterias hencgficas como las bifidebacterias, por lo que se
les clasifice como prebidticos. El hecho de gque no sean totalmente digeribles también
las hace interesantes desde al punto de vista dietético, por lo gue los FOS son
utilizados como sustituto de azucar v la inulina se emplea como sustituto de grasa
{mayeonesas “light" y quesas "bajos en calerias"), ademas de gque mejora la

sensacion al paladar de algunos productos lacteos fermentados, postres como



gelatinas vy helados, productos horneados como galletas y pasteles y fdrmulas de
alimento para infantes {Roberfroid. 2000).

La levana por su parte, es ampliamente utilizada en la industria alimenticia vy
farmacéutica por sus caracteristicas quimicas y estructurales. €n la industria lechera
se adiciona en productos coma yogurts, crema y pastres derivados de la leche va
que pueden actuar como texturizantes y estabilizantes que incrementan |a viscosldad
y la capacidad de retencién del agua. De esta forma brindan firmeza y crermosidad al
producto final {Duboc y Mollet 2001},

En el area clinica, algunos estudios revelaron que la levana es un buen agente
antitumoral, ya que activa la liberacién de citotoxinas inhibidoras del crecimienta
celular fLifely. 1988), Ademas, se ha reportado que la administracion de levana a
ratas ejerce efectos que contrarrestan Ja obesidad vy disminuye los niveles de lipidos,
puasto que inhibe la lipogénasis v estimula la lipdlisis (Kang &t a/. 2006). Se ha
demaostrade la capacidad de les levanas de alto peso molecular como agente
hipocolesteroiémico (Yamamoto et af. 1999). Kim y colaboradores {2005) realizaron
un estudio con la levana producida por Zymomoenas mobilis en el qua determinaron
que ésta ejerce una accion anti-inflamatoria una vez que la piel esta irritada, ademas
de que favorece la proliferacién celular aplicaindola sobre la piel, por lo que sugieren
fque podria ser utilizado como un agente cosmeético. Industrialmente la levana se ha
propuesto €n la elaboracién de gomas, sustituto de plasma en sangre; vy por las
caracteristicas reocldogicas que proporciona a soluciones acucsas ayuda en las
formulaciones como agente encapsulante y como portador de sabores y fragancias
{Han 1990).



3.2 FRUCTOSILTRANSFERASAS

Las fructanas son sintetizadas por enzimas llamadas fructosiltransferasas
{FTF s} (E.C. 2.4,1.} gue catalizan la transferencia de residuns fructosilo de una
melécula donadora a una molécula aceptora. Utilizan principalmente a la sacarosa
camo molécula donadora ya que posee un grupo fructosilo no sustituido unido a un
grupe aldesil, aunque también puede utllizar a la rafinosa (Dedender R. 1966,
Tieking M. et &/ 2005., Qzimek L, et af. 2006), La energia almacenada en &l enlace
glicosidico de la sacarosa permite |a transferencia eficiente de un residuo D-fructosilo
para fa formacién del producto por lo que no requiere de cofactores ni compuestos
fosfordados de alta energia para la reaccidn {Chambert v Gonzy-Tréboul 1976).
Cormo moléculas acepteras pueden actuar aquellas que posean un grupo hidroxilo
coma alcoholes, monosacarides, sacarosa, rafinosa, fructana y agua.

Se pueden llevar a cabo tres reacciones diferentes dependiendo de la molécula

aceplora:

1} Hidrdlisis del sustrato, cuande el agua es usada cormo aceptor {actividad
hidrolasa). En el caso de la sacarosa se libera glucosa y fructosa al medio de
reacclan.

2) Reaccion de transfructosilacion cuando |a sacarosa, los FOS o las cadenas de
fructana actdan como aceptor {actividad transferasa). Dependiendo de la
enzima se producen fructooligosacarides o un polimero de fructosa {fructana}
de distintos grados de polimerizacion.

3} Sintesis de fructdsidos, cuando la transfructosilacién ocurre hacia moléculas
adicionadas al medip de reaccidén y que pueden actuar como aceptor
fructosilo, tales como monosacarides, aligosacarides y alcoholes coma el
metanol o glicerol {Dedonder R. 1966, Tanaka T. et af 1981., Tieking M. at
af. 2005., Waldherr F. et af. 2008).

La figura 2 esquematiza [as reacciones llevadas a cahbo por las FTF's, donde se
gjemplifica también la reaccién de aceptor con la maltosa,
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Figura 2. Reacciones catalzadas por fas fructosiltransferasas {adaptado de esguema de Martinez-Fleites
at al Z005)

En el reinc wvegetal, las fructanas estan presentes en alrededor de un 15% de
plantas, y su sintesis es llevada a cabo por la accién concertada de varias enzimas.
El primer paso de la sintesis inveolucra la formacidn del trisacarido 1-kestosa por
medio de la transferencia de un residuo de fructosa a la sacarosa realizado poer la
enzima 1-55T7 (sacarosa:sacarosa l-fructosiliransferasa). En el segundo paso, la
enzima 1-FFT intercambia residuos fructosilo de Ffructana a fructana v asi, se

sintetizan fructanas de diversos grados de polimerizacion gue llegan a ser de hasta



200 unidades. Otra enzima como la 6-55T da a las fructanas de origen vegetal una
estructura heterpgénea, sintetizando oligofructanas con enlaces B-2,6 (6-kestosa)
{Duchateau et al. 1995]

Las fructanas bacterianas requieren sclamente de una FTF s para su sintesis y se
dividen en inulosacarasas y |evansacarasas, que sinktetizan inulina y levana
respectivemente. Existe una gran variedad de bacterias que producen FTF's can
actividad levansacarasa. Entre las gram positivas se ha repertade a Baciffus subtilis,
E. circufans, B. armylofiguefaciens y B. megaterium ademas de Lactobaciffus reuters,
L. sanfranciscensis y L. panis, Leuconostoc mesenteroides v algunas especies de
Streptococcus. Entre las gram negativas reportadas destacan Zymomonas mobilis,
Erwinia herbicola v E. amylavora, Pseudomonas syringae py. gfycinea, P pv.
phaseolicola, Rahnella aquatilis vy Gluronacefobacter diazotrophicus. La funcidn
fisioldgica de la levana en estos microorganismoes esta principalmente asociada a la
de adhesion a su nicha, lo que para algunas especies es un factor de patogenicidad
gue facilita la infeccién e invasidn, Los exopollsacaridos de Streptococcus, entre (os
que se encuentran glucanas y 13 levanas, estdn implicados en la formacion de placa
dentobacteriana, donde los polimeros de glucesa y fructosa participan en la adhesidn
de |las bacterias a la superficie del diente {Rozen et af. 2001}); Erwinia amylovera,
gue es un fitopatégeno, activa genes de infeccidn gue exprasan levansacarasas, las
que le confieren virulencia ya que favorecen la invasién {Zhao et af. 2005}.

& diferencia de las |evansacarasas, la actividad inulosacarasa no es frecuente en
hacterias. De hecho la inulina v los FOS son en su mayoria producidos por enzimas
de plantas v algunas especies de hongos. Entre las bacterias reportadas como
productoras de inulasacarasas estan Streptococcus mutans {Shiroza y Karanitzu,
1988}, Lactabacifius reuteri {(Van Geel. et a&f. 1999, Van Hijum et & 2002},
Levconostoc citreurmn {Qlivares et al. 2003}, Baciffus sp. (Wada et af. 2003) vy
Lactobaciflus jonsonii {Anwar ef 3. 2008},
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33 ESTRUCTURA DE LAS FRUCTOSILTRANSFERASAS

Las fructosiltransferasas bacterianas estan clasificadas dentro de la familia 68

de las glicosilhidrolasas {GH&8), en esta familia se incluye a las invertasas de
Zytnomonas maobilis v Bacitus sp. (http://afmb.cars-mrs.frfcazy/families.html). Las
proteinas que estédn consideradas dentro de las glicosilhidrolasas, comprenden una
gran diversidad de plegarnientps y sustratos especificos; en su catalisis participan
residuos acidos que actian como donadeores de protones y nucledfilos o bases en
general; la ruptura de los enlaces glucosidicas tiene una estereoquimica tal gue se
retiene |a configuracion anomérica {Pons et al. 2004).
En general es posible dividir a las FTF's en dos grandes grupos: unidominio y
multideminio v su estructura primaria depende del tipo de microorganismo que las
producen, Las FTF s de hacterias gram negativas tienen un peso molecular que varia
entre 45 y 65kDa, estan constituidas por un solo dominio catalitice de 500 a 800
aminodcidos (aa). En contraste, las FTF s de microorganismos gram positives
alcanzan pesas meleculares de hasta 170kDa ya que su estructura primaria esta
distribuida en tres regiones bien definidas que incluyen al dominio catalitico. Una
excepcitn son las FTF's producidas por el género Bacifius y algunas de
Streptococeus, ya que, al igual que las gram negativas, solo poseen un dominio
{Figura 3).

REGION WARIABLE CHOMIMTG CATALITICO DOMINEID C-TERMINAL

3z 1582 592 LFETG 796

Figura 3. Representacidn esquematica de |a estructura genaral de las fructosiltransferasas bacterianas.
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La estructura primaria de las bacterias gram positivas consta de:

3.3.1 Region amino terminal

Contiene el péptido sefial {~35aa) que transporta a la enzima hacia la superficie
celular para ser translocada al exterior de la célula una vez que ha sido procesada.
Le sigue una secuencia altamente variable de 100 a 200aa cuya funcidn se
desconoce. Andlisis de secuencia primaria revelan que la levansacarasa de
Lactobacilius sanfranciscensis posee 7 alemeantos de repeticion
{DMNATSGSTKQESSIAN) que poseen identidad con otras proteinas de secrecion o que
estan localizadas en la superficie celular {Tieking et af. 2005).

31.32.2 Dominio catalitico

Este deminio se encuentra conservado £h las FTF s y consta de aproximadamente
500aa. La estructura cristalografica de las levansacarasas SacB de 8. subtillis y LsdA
de G. diazotrophicus fue determinada a upa resolucién de 1.5 y 2.5 A
respectivamente. Las  estructuras  revelan que comparten un  plegamiento
cgnservado, el cual tiene una estructura tipo p-propela de S heojas que adopta una
topologia en "W de 4 hebras @-antiparalelas y que posee una cavided central en
forma de embudo en cuyo centro se encuentran los residuos cataliticos (figura 4)
{Meng v Flterer 2003; Martinez-Fleites et af. 2005).

Derivado de la estructura cristalografica se sabe que las cince secuencias motivo
mayormente conservadas en Ja familia 68GH (VWD, EWSG, RDP, DEIER y TYS)
forman parte de la cavidad central ¥ solo DEIER pertenece a un asa o “loop”. Dentro
de estos cineo motivos destacan tres residucs acidos invariables que en la
levansacarasa de B. subhilis s0n. |os residuos cataliticos AspB6 en el motive YWD y
G342 en el motivo DEIER. El Asp247 que se encuentra en &l motive RDP participa
estabilizando al residuo fructosile {Meng y Fliterer 2003),
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Figura 4. Modelo tridimensional de 1z estructura f-propela de 5 hwyjas que adoptan la levansacarasa Sacl
de B. subbifis (A} y la levansacarasa LsdA de 5. darpraphicus (b), tambidn ce muestran bbs residuos

catalicos con su correspondiente nomenclatura,

A partir de la estructura tridimensional de 12 levansacarasa SacB de A. subbillls en
complejo con la sacargsa fue posible identificar los arminodcidos que dirigen al
posicionamients correcto del sustrato donador. El Asp247 y &! TrpB5 resultan clave
para & acomodo de 1a melécula de fructosa que se posiciona en el sub-sitip -1
{nomenclatura de Davies 1297). El residuo glucosile ge posiciona en el sub-sitie +1 y
es coordinado por la Arg360, Glu340 v la Arg246 principalmente (figura 5) (Meng v
Fiterer 2003).

Figura 5. Distanclas y contactos enire la I#vansacarasa de
B. subtils y la sacarosa. En reruadre los aminodcidos
cataliticos. Las Ilneas en color magenta comtinuas v
purtaadas indican puentes de hidrégens, en cireulos estdn
sus distanclas. Los nimeros -1 y +1 ndican el sub-=shio de
la cavidad catalitica.
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Meng y Fiterer publicaron posteriormente la estructura tridimensional de ia
levansacarasa de B. subtilis en complejo can el sustrato rafinosa [o-Gal{t-6) a-Ghu1-
2)B-Fru}, de esta forma fue posible dilucidar la participacién concertada de los
aminoacidos involucrados en la union al sustrato acepteor. Se confirmd que el residuo
sacarosa (Fru-Glu} se ubica en lps sub-sitios -1 ¥ +1 y hace comtacto con los
aminoacidos va mencionados, por su parte el residuo galartosilo se posiciona en el
sub-sitic +2 2 través de puentes de hidrégeno con el solvente e indirectamente con
otros aminoacidos (Asn242, Tyr237, Ala 116 y Arg245) (Figura 6) {Meng y Fiterer
2008).

AsES
Le 1082 i% Tr a3

= 9 .l'. et - Figura 6. Distancas y contactos enre la
\_;ﬂ‘ua,g: Azsp;-‘::. S 8 o R g O34 levansacarass de B subtilis ¥ la rafinosa, Los pusntes
o ® de hidrageno estdn indicados por lineas verdes
- punteadas, los reskiuos que Interaccionan por medio
Trphs ™ @ de fuerzas de van der Wagls o hidrofobicas se
N esquematizan como pelnes rojos doblados. Las
ki 4 esferas azules representan moléculas de agua. Los
&rg;“é? Mn:f numergs -1, +1 y +2 indican el sub-sitic en 3

" e cavidad catalitica.

Se observd, que las cadenas laterales de los aminodcidos gue conforman el sitio
activo interaccignan con algunc de ios tres sub-sitios de forma independiente,
excepto la Arg360 v el Glu342 que participan en al menos dos sub-sitios. En efecto,
estos dos amincacidas junto con la Asn242 intervienen en una red de interacciones
que posicionan correctamente al sustrate aceptor ¥ donader (Figura 6}. La estructura
tambign muestra que 13 Arg360, cuya funcidn estd relaciorada con el proceso de
transfructasilacion, actia como un *ancia” alternando entre dos tipos de rotameros
que contribuyen a la union de la mgalétula denadora o aceptora. Dicha Mexibilidad
permite al aceptor acomodarse en distintas orientaciones con respecto al residun
fructosilo. Para los autores ésto permite inferir que la afinidad de unién al sustrato
aceptor queda supeditada 2 la facilidad con que esta "ancla” acemode al sustrato en
una posicién productiva para la transfructacilacion (Meng v Fiterer 2008}.
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3.3.2.1 Sltio de unidn a calcio

Las FTF s de bacterias gram positivas poseen una fuerte dependencia del ion calcio
para su actividad, Su papel funcional se ha demostrado utilizando varias enzimas del
género Streptococcus, Lactobaciftus v Leuconostoe mediante |a incorporacién de Ca*™?
¥ subsecuente extraccidn con EDTA {Jaques 1984; Song y Jagues 1999; Morales et
al. 2006; Waldherr ef 2. 2008; Anwar st al. 2008; del Moral et a/. 2008). La
estructura tridimensional revela que en la levansacarasa de B, subtilis, el Asp339
presante en el motivo DEIER coordina directamente a un i6n Ca*® (Meng y Futerer
2003Y; la mutacidn del correspondiente residuo en las FTF de Lactobaciius retteri
perrnitic observar que el i6n tiene una influencia importante en [a estructura de la
enzima actuando sobre el plegamiento de la proteina, proporciondndole mayor
estabilidad, lo que redunda en una mayer capacidad catalitica de la enzima {Ozimek
et al. 2005). Por otro lado, el alineamiento de la secuencia de los mlembros de la
familia GHES revela que los residucs involucrados en la unidn a Ca*® estan ausentes
en las proteinas de bacterias gram negativas (Czimek ef a/. 2005). La estructura
cristalografica de la levansacarasa de G. diazotrophicus indica la formacidn de un
puente disulfuro gue aparentemente ejerce un efecto similar al del sitic de unidn a
calcio en |a estabilidad de |2 enzima (Martinez-Fleites et al. 2005).

3.3.3 Region carboxilo-terminal

Las FTF's asociadas a la superficie celular como las del género Lactobaciflus vy |a
levansacarasa de Streptococcus safivarius poseen una region C-terminal de
aproximadamente 100 aa que presenta secusncias repetidas tipe LPXTG (figura 3),
seguidas de una region altamente hidrofébica que finallza en un tallo de tres
amingacides cargados positivamente (Rathsam et af. 1993; van Hijum et af. 2002;
Tieking eof al. 2005, Anwar et al. 2008; Waldherr et af. 2008). La participacin
directa de esta regidén en el anclaje a la pared celular ha sido demastrada en la
levansacarasa de Streptococcus safivarius, va que las versignes truncadas en el C-
terrinal pierden su capacidad de asociarse a las células {Rathsam v Jaques 1998). El
motive LPXTG ha sido estudiado ampliamente en otras proteinas rno relacionadas a
FTF 's de especies tales como Actinamyces, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacilius,
Listeria, Streptococcus y Staphylococcus. Se sabe gue la asociacidn a la superficie
calular es por medio de la unién covalente al péptido glicano de |la pared celular
{Mavarre ¥ Schneewind 1999},
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3.4 MECANISMO DE REACCION

Estudios realizados en |as levansacarasas de B, subtifis, 5. salivarius v G.
diazotrophicus sobre el mecanismo de reaccién, indican gue dste se ajusta a un
modelo cindtico tipe Ping-Pong Bi Bi {Figura 7). La reaccion completa se lleva a cabo
en dos pasos mediante un mecanismo de doble desplazamiento ¢ue implica la
farmacion ¥ subsecuente hidrdlisis de un intermediaric covalente enzirma-fructosile
{Chambert R, et 2/, 1974, Hernandez et /. 1995, Song ¥ Jacques 19533, De acuerdo
con dicho mecanismo la enzima forma un compleip enzima-sustrato {ES) gque
postericrmente da lugar a un intermediarioc covalente enzima-fructosilo {EF).
Finalmente el residus fructosilo es transferide a la molécula aceptora, aumentando el

grado de palimerizacidn cuando la maolécula aceptora €s una cadena de levana.

S G L'il'lll Li_n‘”
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Figura 7. Modelo del mecanisma Ping-Pong Bi Bi {Motacidn de Cleland) propuesto para (a ievansacarasa,

E: enzima; S: sacarosa; : glucosa; F; residuo froctosike; LinY: levana ¢on "n® residuos de fruckosa.

Basados en los requerimientos estructurales para la catalisis v la geometria del sitio
active, es posible describir lo que ocurre durante el mecanismo, En [os primeros
pasos de la reaccidn, el sustrato donador ({sacarosa) se une a los sub-sitios -1 y +1
del sitio activo. El grupe B-carboxilo del AspB6 realiza un atague nucleofilico sobre el
carbann 2 de la fructosa v forma un intermediario covalente enzima-fructosilo (EF) &
través de un enlace glucosilo-éster en el sub-sitio -1. Subsecuentemente el Glu342
protona al arupo glucosilo saliente que entonces es libherado de| sub-sitic +1 de la
enzima (Figura 8a). La reaccidn anterior da Jugar a la unién a de la fructosa con la
proteina, invirtiendo la configuracidén. Tomando en cuenta gue las levansacarasas
catalizan 18 reaccidn de transfructosilacién con retencien de la configuracion, ecurre
entonces un mecanisrme de doble desplazamiento, en el que hay una segunda

inversion de la configuracion de la fructosa al liberarse del complejo EF (Figura Sb).
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Eh el segundo paso de la reaccion del mecanisrmo de doble despiazamiento, el
sustrato aceptor se une ahora al sub-sitio +1 a través de |la coordinacién principal
con la Arg360 y al sub-sitto +2 por una coordinacion secundaria con la Asn242, de
esta manera el grupe dcido desprotonade del Glu342 sustrae un protén del carbono
anomerico del aceptor, lo que da lugar & un anion altamente reactivo que realiza un
ataque nucleofilico sobre el enlace éster del complejo EF para que finalmente el
residuo fructosilo unide a la enzlma sea transferido a3l aceptor v se alargue la cadena
{{Figuras 8c y 8d). Por otro lado, cuande ocurre solamente Ja hidrélisis del sustrato
donador {sacarosa o rafinosa) la molécula de agua, reacciona con el intermediario
enzima-fructosile liberando a la fructosa {Chambert et 2f 1974; Meng y Fiterer 2003
vy 2008,

Intermadiario
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Figura B. Modelo del mecanisme de doble desplazamients propuesto para las FTF s {Adaptade de articulo
de Homann &t 3/ 2007).
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Datos cinéticos vy estructurales realizados en la levansacarasa de B, subtilis v 2.
mobifis permiten identificar a los aminodcidos que han  sido sefalades como los
residuos cataliticos que participan en la ruptura del enlace glicosidico de la sacarosa
ya que su alteracidn disminuye drasticamente la actividad (Meng y Flterer 2008;
Yanase et af 2002).

Por atra parte, se ha relacionade el papel de la Arg360 de B. subtilis {His296 Z.
mebifis} con la capacidad de transfructosilacion ya que su mutacion disminuye
drasticamente |a capacidad de transfructosilacién pero no la actividad de hidrdlisis.
Se ha sugerido que este residuo actua como un sitio de unidn y reconocimiento para
el sustrato aceptor ya que la fuerte carga positiva de la cadena lateral de la Arg360
(His296 Z. mobilis) obliga al sustrato a posicionarse en una orientacion productiva
hacia los aminodcidos cataliticos, originando asi la transfructosilacién {Chambert vy
Petit-Glatron 1991; Yanase et af. 2002; Lin et a/ 2008).

Una vez que ha ocurride la transfructosilacién la elongacion de la cadena podria

acurrir por medio de tres mecanismos diferentes;

a, Crecimiento procesivo de una cadena: Los residuos de fructosa son
agregados sucesivarnente a la misma cadena de polimero que permanece
asociada a la enzima, hasta que concluye la sintesis.

b. Crecimiento no procesive miltiple: El residuo fructosilo se une al azar a
cualguier molécula de polimero aceptora, liberandola al medio después de
cada adigién.

€. Crecimiento multirepetitive: Los residuas fructosilo se agregan en grupos

de mas de uno a la molécula aceptora,

Ozimek vy colaberadores (2006} proponen que |la levansacarasa de [actobaciflus
reuteri que sintetiza nicamente polimero lleva a cabo la sintesis a través de un
mecanismo  procesivo. Por sy parte, la inuiesacarasa de L. rewteri utiliza unm
mecanismo ho-procesivo ya que sintetiza mayormente fructooligosacarides. El autor
plantea, que esta diferencia pude deberse a que las FTF s que utilizan mecanismos
procesivos poseen una mayor afinidad por las cadenas de polimera que las FTF's
que utilizan mecanismos ng procesives, lo que permite a la enzima agregar
sucesivamente los monomeros de fructosa a la misma cadena asaciada a la misma

&nzima.
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En diversos trabajos se ha propuesto gue la funcion del sub-sitic +2 es 13 de orientar
al aceptor en una posicion dptima que le permita una transfructosiiacién mediante un
mecanismo procesivo {polimerizacion) (Ozimek et af 2006; Hamann et af 2007}, Esta
hipdtesis es apayada por 'os trabajos realizados por Homann en los que la alteracion
de la Asn252 en la levansacarasa de Bacilfus megaterium (Asn242 en B. subtilis),
produce una mutante que pierde la capacidad de sintetizar polimers y solamente
produce oligosacaridos, de igual forma la enzima mantiene su Ku y su kear intactas.
Homann ademas realizé un andlisis tridimensional superpaniendo los sub-sitios +2
de una levansacarasa que sdlo sintetiza polimero (SacB de B. subtilis) v el de una
levansacarasa que rayormente sintetiza fructooligosacéridos {LsdA de G,
diazotrophicus), el cual reveld que la Asn306 de LsdA (Asn2d4Z en SacB) se
encuentra en una posicion que afecta el espacic estérico del sub-sitio +2, lo que
disminuye la afinidad por la cadena de polimero v poadria dar lugar a un mecanismo
no-procesivo de sintesis de fructooligosacarides (Homann af af. 2007).

3.4.1 Hidrblisis vs Transferencia

Dada la competencia entre la molécula de agua vy la molécula aceptora, la eficiencia
de la actividad transferasa stempre esta limitada por 13 reaccién de hidrdlisis, aungue
se sabe que altas concentraciones de sustrato faverecen la transfroctosilacidn, Una
alta afinidad de unién del aceptor podria disminuir este efectn, sin embarga, la
geometria del sitio active indica una interaccidn débil con el aceptor en los sub-sitios
+1 y +2 {Meng y Fiterer 2008). Segun Meng y Flterer esto explica porqué se
requiere de altas concentraciones de sustrato para gue ocurra la transferencia de

manera eficiente {>250mM}.

Diversos trabajos se han enfocada en aumentar la eficiencia de la transfructosilacien
modificando las condiclones de reaccién, Se sabe que el uso de altas concentraciones
de sacarcsa o la adicién de fructana al medio de reaccion mejora [a disponibilidad de
las meléculas aceptoras, lo que disminuye la actividad de hidrolisis (Tanaka et al.
1979; Euzenat et al. 1997; Song and lagues 19959; Ammar et af, 2002). De igual
forma, es posible modular el rendimiento a través de la temperatura, ya que la
actividad transferasa se ve favorecida a bajas temperaturas (Jang 1992, Euzenat &t
al. 1997; Ammar, 2002). Por otro lado, la sintesis en presencia de solventes

orgénicos aumentan el rendirmiento de produccion de polimers ya que disminuye la
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actividad de agua en el sistema (Castillo and Lépez-Munguia 2004). Asi mismo se ha
legrade mejorar la eficlencia de sintesis de levana a través de la inmovilizacién en
hidroxiapatita de la levansacarasa de B. subtilfis o en magnretita de |a levansacarasa
de Zymamonas mobilis, aungue no fue posible recuperar el total de la actividad con
respecto a la enzima libre {Chambert and Petit 1993; lang et &/ 2001}. Por atro
lado, Jang y colaboradores (2001} inmaovilizaron a la levansacarasa de Z. mobifis en
células compietas de £ cofi, con el fin de medificar el microambiente del
biocatalizador. Una vez que la enzima fue exportada a periplasma la pared celular
fee permesbilizada con toluenc para exponer 3 la enzima, Los autores lograron
mejorar la actividad transferasa de un 24 a un 50% con respecte a la enzima libre.
5in embargo, la mayor concentracion de enzima fue encentrada en cuerpos de

inclusion,
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3.5 FRUCTOSILTRANSFERASAS DE Leuconostoc sp.

El grupo de biocatdlisis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM reportd la
existencia de una nueva subfamilia de FTF's provenientes del género Leuconostoc
(Figura 9). Su dominio catalitico esta flanqueado por regiones con identidad a
dominios N-terminal y C-terminal de GTF’s, que son enzimas que transfieren los
residuos glucosilo de la sacarosa. La conclusién es que se trata de quimeras

naturales que combinan caracteristicas estructurales de FTF's y GTF 's.

REGION VARIABLE DOMINIO C-TERMINAL

DOMINIO CATALITICO

IslA

Region de
transicién

734 940

80% de identidad con ASR 1490

LevS § R L L

32 211 Region de| 1011
transicion

642 770
1°
24 178 633 761 1015

LevL | e

32 174 620 787 1002

Figura 9. Esquema de la estructura primaria de las FTF 's de Leuconostoc sp.

3.5.1 Inulosacarasa de Leuconostoc citreum CW28 (IslA)

En 2003, fue aislada del pozol (una bebida fermentada maya) una inulosacarasa de
165KDa asociada a pared celular de Leuconostoc citreum CW28 (IslA) (figura 9), el
peso molecular mas alto reportado hasta esa fecha para FTF“s (Olivares et al. 2003).
De forma interesante su dominio N-terminal presenta una homologia del 40% con la
region variable de una GTF, la alternansacarsa (ASR) de L. mesenteroides NRRL B-

1355. Ademas, el dominio N-terminal cuenta con 10 secuencias repetidas de 12aa
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{KDSKVATSDELA) (Olvera et al. 2007) y su dominio catalitico corresponde a FTF’s
conocidas. Su largo dominio C-terminal presenta una alta simititud con el C-terminal
de la ASE, los primeros 206aa son llamados “region de transicidn” ya gue sclo posee
una identidad del 25% con ASR mientras que los 550aa restantes comparten el 0%
de la secuencia del C-terminal de ASR. Se ba demostrado que en IslA este dominio
juega un papel importante en el andaje a pared celular, ya que en su ausencia la
enzima no tiene la capacidad de asociarse a las células de L. citreum. Dicha
propiedad se atribuye a que posee un 26% de identidad con la regién de unidn a
pared celular de l& amidasa Ami de Listeria monocytogenes que contiene 8 mdadulos
GW {del Moral et af 2008).

3.5.2 Levansacarasas de Leuconostoc rmesenteroidas

Moraies vy cols. (2006) reportaron el aislamiento de un segundoe gen de estas
caracteristicas en Leuconostoc mesenteroides B512F, con 3033 pb que codifican para
una proteina de 1022 aminoacidos corraspondiente a una levansacarasa de Un peso
molecular de 111 kDa (lLevS) (figura 9). La estructura primaria de la proteina
presenta un patron similar a la inulosacarasa IslA en el que su daminic N-terminal
incluye una regidén variable gque tiene un 25% de identidad con una GTF de
Leuconostoc mesenteroides. El dominio catalitico tiene identidad con las FTF s de las
especies de [euconostoc, Lactobacilius v Streptococcus, Por otro lado, el dominig C-
terminal es similar al dominip C-terminal de GTF's de algunas especies de
Streptococcus y Leuconostoc. Este dominlo posee una regién de transicién de 128 aa
seguida por tres secuencias repetidas de 90 amincdcidos cuya funcion no ha side
estudiada,

Basados en el andlisis de la secuencia de levs, el grupo de trabajo logrd aislar dos
levansacarasas {LevC y Levl} de la cepa de [euconestoc mesenteroides ssp.
mesenteroides ATCC 8293 con las mismas caracteristicas quimeéricas. LevC vy Levl
presentan una disposicidn de dominios adicionales que flanquean a su dominia
catalitico {figura 9). La region N-terminal especificamente de Lev( presenta una
serie de 10 secuencias repetidas de 13 aminoacidos similares al motive "T" de
GTF 's. Por otro \ade el dominio C-terminal de ambas enzimas es idéntico al de LevS
(MMvera et af. 2007,
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3.5.3 Relacién de la estructura-funcidén de las FTF ™ s quiméricas

Una caracteristica particular de las FTF s quiméricas de Leuconostoc sp. es su alta
eficiencia para Ja sintesis de polimers adn a bajas concentraciones de sustrato
{<250mM sacarosa) (Olivares ef al. 2003; Morales et al. 2006; Qlvera et af. 2007).
Esto contrasta con las FTF's hasta entonces descritas gue presentan vha alta
actividad hidrolitica. Estudies realizados con el fin de analizar si los dominios
adicionales de las quimeras estan relacionados con esta habilidad, lievaron a la
canstruccidn de tres versiones truncadas en los dominios N y C-terminal de la
inulosacarasa IslA (Qlivares et gf. 2003; del Moral et af. 2008} {figura 10}.

H-terminal Dipminig Catalitico Reglin de  C-terminal region
i e transicion
Islh
1 209 I.D 73d a0 1451
T NN 7 /A 102 kDa

R w77/ //// /1717, 50 koa

Flgura 10. Esquemsa da las verslones troncadas de la inulosacarasa IslA de L. citreum COW2E disefadas v

caracterizadas por Dal Moral (2008).

En la versidn 1slAZ se elimind la seccion del C-terminal que posee un 80% de
idertidad con ASR, mientras que en la versién IsiAZ se elimind la “"regidn de
transicion” dejando sdlo el dominio catalitico con la reqidn N-terminal. En ia tercera
version truncada (IslA4) Unicamente se mantuve & dominio catalitico, tal v como se
presenta en las FTF s de bacterias gram negativas. Los ensayos revelaron que todas
las formas truncadas retienen la capacidad para producir inuling, lo que demuestra
que las regiones eliminadas no influyen en ia especificidad (tipo de enlace) ni en la
habilidad para sintetizar polimero. Sin embargo, se observo que la capacidad de
transferir fructosa al polimero disminuyd, en beneficio de la transferencia al agua,
disminuyendo también la afinidad (KM) hacia el sustrato. Estos cambios se observan
al eliminar el dominio C-terminal, pero particularmente cuando se elimina la “region

de transicion” {IslA3) (tabia 1), le que indica que la adquisicidn del dominio C-
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terminal resulta en una mejora en la eficiencia para la sintesis del polimero y que la

“region de transicién” es clave para dicho cambio,

Tabla 1. Fropiedades cinéticas v bioquimecas de |3 inulosacarasa 15lA de L, cdreprn CW2E v Sus vorginnas
truncadas {del Moral st al. 2008}

Version T Vida Bidrolisis/ K kcat kcat/ KM
truncada optima media transferencia (mM} s (M5}
(°c) 35°C (%)
{min)

Isla 35 = 40,60 a8 25 0.65%
Islhz 35 407 38752 24 Z2B.19 1.17
IslAa3 30 346 51739 - - =
Islhad 30 128 7030 142 105 0.73

Por otra parte, se demostrd que el recorte de la enzima por sus extremos N v C-
terminal (IslA4), acurre en detrimento en la estabilidad a la temperatura {tabla 1), lo
que deja claro el efecto que estos dominics tienen en la estabilidad de la proteina, En
este sentido, se estudid la influencia de los dominios sobre la estructura de la
proteina por medio de ensayos de plegamiento. Tanto la enzima compieta como las
versiones truncadas fueron sometidas a diferentes concentraciones de EDTA para
eliminar el Ca™? y favorecer el desplegamlentc de la enzima. Se observd que las
formas truncadas IslAZ e IslA4, se inactivan modificando su estructura terciaria
cuando es eliminado el Ca?*, contrario a lo que sucede con la enzima completa (IslA)
¥ la truncada del C-terminal {lslA2) ya que en allas no se observa un cambio
significativo en la estructura terciaria. Esto senala que los dominios adiciohales le
confieren rigidez a la estructura de la enzima, generando una mayor estabilidad a
pesar de la ausencia de calcio. Posiblemente estos dominies interactian con la B-
propela generando una nueva conformacidn que favorece un  mecanismo de
transglicosilacion. Los autores proponen gue la “regidn de transicién” podria
interactuar con el dominio catalitico favoreciendo la formacian de una via larga gue
dificulta |a accesibilidad de la molécula de agua al sitio activo, lo gue disminuye la
hidrdlisis del sustrato y aumenta la transferencia hacia el polimero {del Moral et al.
20083,

Dadas las caracteristicas estructurales y de alta eficiencia en los otros miembros de
la sub-familia de FTF s de feuconostoc sp. {Levs, Levl ¥ Levl), no se descarta una
funcién similar de los dominios adicionales en las FTF s sefialadas, aungue no se han

reslizado estudios para demastrario.
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3.6 GENERACION DE NUEVAS FUNCIONES POR LA COMBINACION DE
DOMINIOS

Segun la base de datos “Structural Classification of Proteins” (SCOP}, los
dominios son unidades evolutivas independientes que pueden por si mismos tener
una funcién o contribuir a la funcién de una proteina multidominio. El acoplamienta
de dominios se origina durante el proceso de evolucion por la insercidn, eliminacion o
intercambio de genes (Vogel et 3/. 2004). Esta combinacldn properciona una cadena
de funclones que puede actuar ya sea de forma Independiente, en conjunto o
conferir el marco estructural para la evolucion de funciones completarmente nuevas.
De esta forma, un dominic adicional sirve para expandir, alterar o modular la
funcionalidad ¢de una proteina {Bashton y Cothia 2007).

La exploracion de este campo ha llevade a diversos grupes de trabajo a utilizar el
modelo evolutive de acoplamiento de dominlos para generar protéinas €on nuevas y
mejores propiedades, a través de la fusidn de dominios funcionales. & continuacion

se mencionan algunos ejemplos.

Las p-glucosidasas, catalizan la hidrdlisis de alquil y aril-B-glucdsidos asi como
glicdsido que sélo tienen residuos de carbohidrato come ta celobiosa {oligosacaridal.
La regidn C-terminal de estas anzimas es clave para su actividad, Fueron construidas
enzimas quimeras con actividad B-glucosidasa de Ceflvibrio gifvus a través de la
sustitucion de segmentos homdlogos de la regién C-terminal de una B-glucosidasa de
Agrobacterium tumefaciens termopestable. Gracias a esta quimera, se logro modificar
la actividad optima y aumentar la estabilidad al pH v la temperatura. Asi mismo se
observd un aumento del 40% en la actividad de la enzima (Singb ¥ Hayashi 1995},
De forma similar, fue sustituido un fragmento del C-terminal de una B-glucosidasa de
Termotoga maritima altamente termoastable con actividad transglicosilasa por
regiones del C-terminal de la B-glucosidasa de £, gifvus, las quimeras majoraron dos
veces la capacidad de transglicesilacion, lo que permitid a los autores sugerir que los
residuos clave en la actividad de transferencla se encontraban en este segmento
(Goyal et af 2002).

La fusidn de enzimas con actividades simultdneas permite el uso integral de
sustratos para ser mejor aprevechados., Un clare ejemplo es la creacion de una
proteina bi-funcional a partir de la fusion de una fi-amilasa {BA} de Clostridium
thermosuifurogenes ¢on uUna trealosa sintetasa (TS) de Thermus termophifus. Las
proteinas quedaran enlazadas por medic de una reqidn “linker” de 10 aa para
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permitir un |ibre plegamiento. La proteina recombinante cataliza reacciones
secuenciales en las que el almidén es hidrolizade para formar maltosa vy ésta a su
vez es convertida a trealesa (utilizade ampliamente como crioprotectar). La
astabilidad y la eficiencia catalitica de la quimera resultaron mayores a las obtenidas
cuando ambas enzimas se aplicaron conjuntamente. Ademas lograron minimizar &l
porcentaje de hidrolisis de maltosa {reaccidn secundaria de BAY ya que el efecto de
proximidad de sustratos por la cercania de sitios activos permitid la entrada
inmediata de [a maltosa al sitio active de la TS, De esta manera, los autores lograron
obtener una enzima hibrido con una alta eficiencia para sintetizar trealosa a partir de
almidon {(Wang 2007},

Es claro que la fusian de dominios &5 una herramienta Otih para mejorar y expandir
las propiedades enzimaticas, estabilidad y funcionalidad de una proteina y que esta
estrategia puede ser aprovechada para |as FTF ‘5. La creacion de una FTF altamente
estable, con altos rendimientos de produccidn y con una actividad versatil hacia la
sintesis de productos puede llegar a ser concebida por medio de la fusion de
dominigs. A pesar de gue las fructosiltransferasas multidominic del geénerg
Leuconostoc sp. tienen una alta eficiencia hacia la transferencia al polimero, ng son
capaces de transferic el residuo fructosilo a otras moléculas acepteoras (Olivares
2002) y poseen una baja estabilidad. Casc contrario, |2 levansacarasa SacB de 8.
subtilis de un so0lo dominio, posee una actividad versatil ya que ademas de sintetizar
polimers wtiliza a xilosa y maltosa como moléculas aceptoras {Ortiz-Soto 2008) v
posee una alta estabilidad. Sin embargo, €l rendimiento de la sintesis de sus
productos se ve afectado por |a alta tasa de hidrélisis del sustrate. De lo anterior
resulta interesante combinar las caracteristicas de la levansacarasa SacB y la alta
aficiencia de transfructosilacidén que el C-terminal de las fructosiitransferasas
multidominio pudieran conferirle, con €l fin aitima de producir una enzima altamente
eficiente para la transferencia, estable ¥ con la capacidad de transfructosilar diversos
aceptares.

Por otro lado, dado que estos dominios poseen hamologia estructural con las
glucasiltransferasas, resulta interesante explorar si es posible modificar la capacidad
de transferencia de una FTF unidominio con un C-terminal que comparta identidad
con las fructosiltrasferasas multidominio. Finalmente las construcciones en las gue 1a
fusién se lleve a cabe con el C-terminal de las FTF s multideminio que no ha sido
estudladas (Levs, Lev( y Levl) probablements nos permitiria obtener evidencias

scbre su papel funcignal,
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4. HIPOTESIS

Ez pasible modificar la actividad y especificidad de una fructosiltransferasa
unidominio par medio de la fusidn de dominios C-terminal de las FTF "5 multidominic

o 5TF 's de Leuconostoc sp.

5. OBJETIVO

Estudiar el afectn sobre la especificidad v actividad de |a levansacarasa SacB de
B. subtifis al fusionar los dominios C-terminal de FTE s de feuconostoc sp. ¥ Sus

regiones de transicion, asi como &l C-terminal de una GTF,

5.1 Objetivos particulares

s Construccidn de quimeras de SacB, clonacidn y expresion en £, cofi.

» Purificacion de las quimeras recombinantes,

= Determinar las propiedades bioguimicas y las constantes cinéticas de las

guirneras purificadas.

= Determinar la especificidad de reaccién (hidrdlisis ftransferencia} de las

quimeras.

+ Determinar la capacidad de las quimeras para realizar la transferencia del

residuo fructosiloe hacia otres aceptores,
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas y vectores

Se utilizé como cepa hospedera a Escherichia coli TOP 10 con el genatipo: F mcrA
A{mirr-hsoRMS-merBC) ®8OIacZAMIS AlacX74 recAl deaR araD139 Afara-leu)}7697
gai gak rpst (StrR) endAl nupG (Invitrogen).

El gen de la |evansacarasa sac8 de Baciffus subtifis se encuantra insertado en el
vector de expresion pET-22b{+) inducible por [PTG. La cepa E. coli BLZL{EF omp T
hsdS(ry me) dem®  Tet' gal AMDE3) endA Hie [argl ileY leuW Cam']) fue

transformada con el vector.

Los genes de la dextransacarasa DsrP de Lewconostoc mesenteroides IBT-PQ, la
levansacarasa Levl de Levconostoc mesenteroides ATCC 8293 y la inulosacarasa
IslA de (feuconostoc citreurn CW28 se encuentran insertados en el vector de
expresion TOPQ/pBad {aral). Para la propagacion de los vectores se utilizd la cepa
TOP10.

6.2 Condiciones y medios de cultiva,

Para aislamiento en medio sslide se utilizé el agar Luria Bertani (tabla 2) a 379C. La
recuperacién de las células después de la transformacian se llevd a cabo en medio
liquido SQC (tabla 3} a una temperatura de 37°C por una hora, Para el crecimiento
celular v la expresién de los genes se utilizd el medie YT2X (tabla 4); las células
fueron propagadas a 37°C con una agitacion de 250rpm hasta alcanzar una densidad
dptica (DOenoom) de 0.5 unidades. Postericrmente se adiciond 0.020% de arabingsa
como inductar y las celulas se incubaron a 19°9C con una agitacidon de 180 rpm

durante 4 horas.

Tabla 2. Medic sdlido Luria Bertani {LE&) para el aslamiento de £, cedf transformadas.

Reactive Concemtracidn {g/t)
Bactatriptona 10
Exlracto de favadura g
MNaCl 10
Ampiciiina” 200 pgtml
Anar 15

“antrbtico de acoerdo al gea de reslstencio del pAsmido inseriadt para oo presion selestiva
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Tabla 3. Medwe 50C para B recuperacidn de células £ cof después dal tratamiento térmico para

transformarlas.

Reackivg Concentracicn (/L)

Triptora 20
Extracte de levadura 5
Malt 0.5

For 2.5 mM

Mgl 10 mM

MaSo, 10 mM

Giucosa 20 mM

Tabla 4. Medio YTE% para la producgidn de enzimas recombinantes en E. ¢ali TOP 10,

Reachivo Caoncentracrdn {g/)
Bactolripbons o
Extracto de fevadura 10
NalT 3
Amgiciina” 200 pgiml

=Anbbiitico de acuerda 3l gen de resistencia del plismida ingertado para una gresHin selectiva

6.3 Preparacion de células para ensayos de contacto

Las interacciones ¥ estudios de anclaje a pared celular se llevaron a cabo en las
cepas de {. mesenteraides IBT-PQ. Las células se propagaron en el medlo para L.
mesentaroides (LM) (tabla 5} a 302 C v un pH de 7 con una agitacion de 200 rpm,
hasta alcanzar una DQgaonm de 7 unidades y/o un pH de 5.0, Para evitar la expresién
de glicosiltransferasas se utilizé xiloss como fuente de carbana en la cepa [BT-PQ y
glucosa para la cepa CW28.

Tabkla 5. Compesicion del medio de Levconastor mesenteraides (LM

Reaclivo Concentracidn {g/L)

Nalt (.01
Extracto de fevadura 20
KPPy 20
Mgs0y . FHO 0.2

Cacl, . 2H:0 0.02
Fahlly . AHD 001
Masoy . AHLO 0,01
Xilosa 0 Glucosa gﬂ
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6.4 CONSTRUCCION DE LAS QUIMERAS
6.4.1 Amplificacién y fusién de los genes

6.4.1.1 PCR PRIMARIA.

Mediante la técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se amplificaron los
fragmentos sach, c-isfa, tn-isia, c-levc, tn-leve y ¢ dsrp. Cormo templados se utilizaron
los plasmidos mencionados anterigrrmente y como oligonucledtidos las secuencias
erflistadas en |a tabla 5. Para la amplificacion se utilizdé la enzima Expand High
Fidelity (ROCHE). Los productes de PCR fueron purificados en cada etapa utilizando
el kit "High Pure PCR Product Purification” (ROCHE Cat. No. 1 732 668) siguiendo las

instrucciones del proveedor,

Tabla 6. Cligonucléatidos utilizadas para ls amplificacidn y fusién de los genes.

Lugar de Secuencia del aligo Complementa con Eitio de
aineamiento restriccign
sach
Direcio cat gee atg gag aag coa tat asg gaa aca tac ggc wan Meol: ccatgg
Reverso ata gt cat coe it gt aac kgt t2a g toe g 5'C-Dsrp -—
Reverso 72 ace dac taa ttc t ot aac kgl taa g toc tty 5 CLevs -
Raversa 3 ate atc tor oca bttt git aac tgt taa g koo thg S CHslA T IslA ===
C-IsiA
Directo aca git aac aaz tgy goa gat gat cac tot ata g 3 sach wura
Reverso ccg cte gag agc tg cea age acg it atc aat = “holictc gag
Tr-IsiA
Diracto aca git mac aaa tog g9a gat gat cac ket aka g 3 'sacB ---
Reverso £og che gag age alf taa ate gog taa aaa get e ®hol:cte gag
C-Levl
Dirgcts aca gl aac aaa gaa tta git ggt aca aaa got act 3 'sach -
Reverso toe atc gag k¢ acg taa gta ata tgt goc ate a -—- Ehaol:ctc gag
Tn-Levl
Lhrects aca git aac apx gaa tta yit ggl aca aaa got act 3 'sacB =
Reverso coo cte gag ate ogt tac atc ttg taa gta ace Xho I:cte gag
C-Dsrp
Siracto aca gtt aac aaa gog atg aca Lat tat kot aca agt 3 'sack -—
Reverso €Cg gt gag gek Lt agt cag ofs toc aga ae wam Xho 1:41¢ gag

Las reacciones se llevaron @ cabe con 100uM de dNTP s, 20pM de cada uno de los
cligonucledtidos y 0.75mM de Mg®*. Para evaluar las mejores condiciones de
temperatura de alineamiento de los oligonucieotidos, se realizdo una PCR bajo
gradientes de temperatura de 54, 56, 58, 60, 62 y B49C, Las reacciones se



realizaron en un termociclador Touchgene Gradient (TECHNE). Las condiciones de ia
reaccion de PCR se especifican en la tabla 7.

Tabla ?. Condiciones de los oelgs en la reaccidn de PCR para la amplificacidn de [us genes a fusionar.

CONDICIONES DE LOS CICLOS DE AMPLIFICACION
ETAPA No. DE TEMPERATURA TIEMPO
CICLOS
Desnaturalizaciin 1 ogor 5 min
Desnaturalizacidn acor 45 seg
{apertura) 15
alinearmianto 58°C 45 seg
extansian 7200 A
extension flnal 1 729C 10min

&: Tiempa dependiente del tamadno del Tragmentoa amphficar,

6.4.1.2 PCR SECUNDARIA.

Fara lograr las fusiones: sach-c-isla sach-tn-isla sach-c-feve, sach-tn-leve y sach-
c-dsrp, los oligonucledtidos disefiados para la amplificacién de cada fragmento {PCR
primaria) centienen en un extremo la secuencia complementaria al fragmento con el
que se van a fusionar. Los productos de la PCR primaria acidan como mega
oligonucledtidos de secuencias complementarias entre si. Estos productos purificados
se utilizaron ¢omo templados en una PCR secundaria para fusionar las cadenas
duranke la etapa de alineamienta {figura 11}.

Las mejores condiciornes de fusidn se determinarcn por medio de un gradiente
escalonado de temperatura de alineamiento, una buena fusién es lograda utilizando
una relacién equimolar de los fragmentos a fusionar, Se utilizé la polimerasa Expand
y n& se utilizaron oligonucledtides extras para la reaccion. Las condiciones de

reaccidn se muestran en la tahla 8.

Tabla 8. Condiciones de los cickis en la reaccién de PCR para la amplificacion de los genes a fusionar,

CONDICIONES DE LOS CICLOS DE AMPLIFICACION
ETAPA No. DE TEMPERATURA TIEMPO
CICLOS '
Desnaturalizaclén 1 L o 5 min
Desnaturalizacion aLac 45 seg
{._apEl'tl:IrEl] 25
alinearniento 580¢C 45 seg
extensiin 7200 O
extenslén final i T2uC Smin

&: Tiempo depandiente del tamanc gef fragmento a amplifizer.
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6.4.1.3 PCR DE REAMPLIFICACION

Con el fin de asegurar una amplificacion completa de las quimeras, se realizd una
tercera reaccidn con los productes de fusion purlficados vy utilizando  fos
oligonucléctidos de los extremos 5'y 37 de cada construccion. Las condiciones
utilizadas fueren las mismas que en la PCR primaria.

GEN 2 PCR PRIMARTIA GEM 2
: COMPLEMENTA GEH &
E .| primar 12 primsEr 1

% primar - -MPLEMENTA GEN.2 ' primer =B
i 117] i 1d
E * E
PCR SECUNDARIA B
Extenslén de oligo
._-‘
"'“-H-..__“_ il cish
S IS AE RN RPN RNy B

(EERER PR E SR AR Y N Er

FUSION DE CADENAS COMPFLEMENTARIAS

| Amplificar con Expand
T

E B
Y TIRLILII T , ............
T T T L L L e .
] i
i REAMPLIFICACION
]
I - B
3T R P T T O S — e
B RS RN AP R A F SO A T armnrend s e A
g | ]

i PRODUCTD DE PCR QUIMEAA
E g 1 'E pene ?
o —

Flgura 1%. Esquema de la sstrategia para la fusldn de los genes. Adaptado de Current Protocols in
Malecular Biology.
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6.5 CLONACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

6.5.1 Vector de expresién

Los genes fusionados se insertaron en e vector pBAD fTOPO" Thio Fusion
Expresssion kit (Invitrogen), Este vector presenta un gen de resistencia a ampicilina
Util para la seleccion de colonias positivas y un promotor de arabinosa que promueve
la transcripcion del gen clonades. Asi rmismo al ser transcrito el insarta, se fusiona una
etiqueta de 6 histidinas &n el extremo 3 'lo que facilita su purificacion por columnas
de afinidad,

6.5.2 Transformacion

La cepa E. cofi TOP 10 electrocompetente fue transformada por electroporacion y

recuperada en medio liquide SQC a 37°C y 250rpm durante 1 hara,

Para la seleccidn de transformantes positivas se aislaron colonias en placas de agar

LB / ampicilina a 370C después de 12 horas de incubacidn.

6.5.3 Secuenciacién del inserto

Las secuenciacidn de insertos se realizdé en un secuenciador automatico Applied
Biosystem 3100 en la Unidad de Secuenciacidon de DMNA  del Instituto de
Biotecnologia de la UMAM, Las secuencias fueron analizadas por BLAST de la pagina
de la “"National Center For Biotechrology Information”
{http:/fwww.nebi.nlm_nih.gov/BLAST/Blast).

6.6 EXPRESION HETEROLOGA DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

6.5.1 Expresion

La expresion de las proteinas se llevd a cabo en un litro de ¢aldo ¥T2X suplementado
con ampicilina (200 pgfmi} utilizando una concentracién de arabinosa de 0,02%. Las
células se cosecharon por centrifugacion y se lavaron con amortiguador de fosfatos
50mM de pH 5.0, Las proteinas recombinantes se obtuvieron por medio de prensado

celular (French press) en un valumen de 10mL.
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6.6.2 Cuantificacién de proteina

La determinacidn de proteina se realizé por el método de Bradford utilizando el kit
Bio-Rad “protein assay” CA 94547 y el método de Lowry (Bradford MM 1974}, Se

utilizd como patrén albumina sérica bovina (fraccien V, SIGMA),

5.6.3 Analisis de las proteinas recombinantes

Las proteinas presentes tanto en la fraccion soluble como insoluble del cultivo celular
fueron separadas por eleciroforesis en geles de poliacrilamida bajo condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando una camara Migthy small IT con 15 mA
para la rigracion,

Coma gel concentradaor se utilizd acrilamida al 4% con pH 6.4 y como gel separador

acrilamida al 10% con pH 8.8.

§.6.4 Tincion con azul de Coomassle para visualizaclén de proteina

Salucidn tefiidora (acido acético 10%, metanol 30% vy azul de Coomassie al

I I o e R e 30minutos
Solucitn destefidora I (metanol al 50%, acido acético al 10%) ............. 20min {x2)
Solucién destefiidora 11 {metanol al 5%, dcldo acético al 1%) ... indefinido

6.6.4.1 Geles de Actividad in situ.

Después de la migracién de las proteinas por electroforasis se dio a los geles un
tratarmiento de 32 lavados de 20 minutos con una solucion amortiguadora Tween
{amortiguador de fosfatos 50mMm pH 6.5 + Tween 80 al 2% + CacCl; 1mM) gue
actua lavando el 5D5 y permitiendo asi que la proteina se renaturalice adguiriendo
su conformacion activa. Posteriormente 10z geles se incubaron con sacaresa al 10%,

El tiempo de incubacion se establecit hasta la visuallzacion de pelimero.
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6.7 ANALISIS DE LA FUNCION DE LOS C-TERMINAL

6.7.1 Ensayos de anclaje a células

Para demostrar que el C-terminal de DsrP y al C-terminal de IglA tienen y conservan
la funcion de unirse a células, se realizaron ensayos de contacto con las células de £
mesenteroides 1BT-PQ con la quimera SacB-C.DsrP y con las células de L. citreum
CW28 con las quirneras SacB-Tn-IslA y SacB-C IslA.

Las células fueron obtenidas a partic de cultivos de 500mL en medlo LM, con xilasa ©
glucosa cormo fuente de carbono, para evitar que la sacarosa induzca |2 produccién
de glicosiltransferasas gque interfieran con el analisis. Las células se casecharan por
centrifugacion y se lavaron 3 veces con 3 volumenes de solucion amartiguadora de
fosfatas 50 mM pH 6. El contacto se llevé a cahbo utilizando el extracto de las

quimeias obtenido por prensade y 5acB como control.

En un imL de solucidn amortiguadora de fosfatos S0mM pH & se pusieron en
contacko los extractos de las quimeras con las células IBT-PQ o CW28. Se utilizd una
relacion de proteina 1:1 {2.5mg/2.5ma) para el casc de los contactos con IBT-PQ v
en el caso de las células CW28 se utilizo una relacidn 1:2 {Smg/7.5mg). La mezcla se
incubé por 12 horas a 20%C, Pasteriormente se centrifugd a 12000rpm 3 minutos v [a
pastilla celular se lavo vigorosamente 6 veces con 5 volumenss de solucidn

amortiguadora de fasfatos 50 mM pH 6.

Con el fin de comparar la fuerza idnica necesaria para despegar la guimera SacB-
C-DerP vy la levansacarasa SacB de las células IBT-PQ se realizd un analisis con un
gradiente escalonado de MNaCl. Después del contacto con los extractes de cada
enzima, se tomaron muestras para lavaras con diferentes concentraciones de NaCl
(0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 M). Los lavados se realizaron por agitacion durante 10
minutos, Las células fueron centrifugadas v se recuperd el sobrenadante. Por Gltime,
las células se lavaron 3 veces con una solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM pH
G
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6.7.2 Purificacién de las quimeras a partir de cuerpos inclusién

Después de la expresién heterdloga v el rompimiento celular, La fraccion inseluble
fue obtenida y lavada 3 veces con solucion amortiguadora de fosfatos S0mM. La
purificacién de las guimeras a partir de los cuerpos de inclusion se llevé a cabo
utilizando el kit de purificacién “BugBuster” Protein Extraction Reagent’™ (Novagen
70584-4) v siguiendo las instrucciones del proveedor. Los cuerpes de inclusidn
fueron recuperados en seoiucidon amortiguadora de fosfatos 50mM. Una wvez
purificados los cuerpos de inclusidn fueron resuspendidos suavemente en 10
volimenes de uma solucidén de Cloruro de Guanidina 6M (GdnHCI} a pH 6.5.
Posteriormente las muestras fuercn dializadas subsecuentemernite en GdnHCl 3M y
2M. Los Ultimos dos pases fueron dializados en GdnaHCl 1 y 0.5M suplementado con
arginina 200mM vy CaCl,imM, La dialisis se realizdé a 4°C con agitacion y con 5

volumenes de solucidn dializante. La muestra final fue centrifugada 2 10,000rpm.,

6.7.3 Programas de reconocimiento de familia y estructura terciarias

En el andlisis bioinformatico y estructural de las FTF 's y quimeras se emplearon los
siguientes programas:

http./fpfam.janelia.org/

http:f fwww.expasy.chftools/

HHpred: http:/ftoolkit.tuebingen.mpg.defhhpred.

AD-PSSM: http://www.sbg.bic.ic.ac.uk/~3dpssm/

6.8 ANALISIS DE ACTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD

5.8.1 Determinaciones cinéticas

Con el objetive de evaluar las propiedades cinéticas de las quimeras expresadas y la
levansacarasa SacB nativa, se realizaron reacciones a 379C con  diferentes
concentraciones de sacaresa en solucién amortiguadora de fosfatos SO mM pH 6 v 1
mM de CalCl;. Las velocidades iniciales de reaccion se midieron mediante a liberacin
de azucares reductores y por la medicidn en HPLLC de fructosa, glucosa y sacarpsa
residual. La concentracion de glucosa libre es resultado de la actividad total, v es

una medida del consumg de sacarosa. La concentracién de fructosa libre corresponde
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a la reaccidn de hidrdlisis, por lo gque |z diferencia entre las cencentraciones de
glucosa y fructosa indican la concentracion de fructosa que es transferida al
polimerg, lo que nos da la reaccidn de transferencia en cualquier momente de la

reaccion, en resumen:

[GLUCOSA] = [SACAROSA CONSUMIDA] @ ACTIVIDAD TOTAL
[FRUCTOSA] = [SACAROSA HIDROLIZADA] o HIDROLISIS
[GLUCOSA - FRUCTOSA] = (FRUCTOSA TRANSFERIDA] & TRANSFERENCIA

Las constantes cinéticas se obtuvieron mediante rearesidn lineal empleando el

métado de Lineweaver-Burk.

6.8.2 Determinacion de la relacion hidrdlisis/ transferencia

Se analizd |a especificidad enzimatica hacia la hidrdlisis y transferencia del sustrato
por medic de ensayos en los gue se utilizaron diferentes concentraciones de sacarosa
{12, 5, 2.5, 1, 0.8, 0.7, 0.5 y 0.3%) a 37°C en una solucion amortiguadora de
fosfatos 50 mM a pH 6 v 0.5 U/mL. Las mediclones se |levaran a ¢cabao en |a etapa de
velocidad inicial ¥ cuando el 100% de sacarosa fue consumida. En el ensayo se

utilizé a SacB coma control,

Para la determinacion, se midieron las concentraciones de fructosa v glucosa en &l
medio de reaccion. Para valores de glucosa vy fructosa libres medidos en un

determinado tiempo podemes concluir que:

Actividad Total = Glucosa libre/ft
% Transferencia = (GLU-FRU)/GLUY* 100

% Hidralisls = 100 - % Transferencia

6.8.3 Estudios de las reacciones de aceptor

Para evaluar la capacidad de la enzima para transferir el residuo fructosilo hacia
aceptores se utilizd a la xilosa y maltosa como molécula modelo. Las reacciones se
realizaren en una solucién amortiguadara de fosfatos 50 mM a pH 6.0 con 120 g/L de
sacarosa y 120 g/L de xilosa o maltosa a 37°C con 0.5 U/mL durante 21 horas.
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6.83.4 Determinacion de la actividad enzimatica por azicares raductores

El ensayo de la actividad global de las levansacarasas quiméricas se realizé midiendo
la veloadad de consumo de sacargsa, por medio de los azucares reductores
liberados. Una unidad de actividad es igual a una pmol de equivalentes de glucosa
liberados en un minute, La reaccidn se realizé en presencla de sacarosa 3l 12% a
379C en una solucidn amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH 6. El poder reductor se
determing por el método del dcido 3,5- dinitrosalisilico (DNMNS).

6.8.5 Determinacion de la actividad enzimatica por HPLC

La cuantificacién de los productos de reaccidn fructosa vy glucosa libre y sacarosa
residual fue [levada a cabo en un equipe de cromatografia de liquideos de alta presion
{HPLC) de Waters con un detector de IR 410 (Diferential refractorneter). Se utilizé
una columna aminada para determinacién de carbohidratos (4.6 x 250mm) a 35°C.

Coma fase mavil se utilizé acetonitrilo:agua en relacion 8§0: 20.

6.8.6 Ensayos de estabilidad a la temperatura

El estudio de la estakilidad a la temperatura se llevéd a cabo en presencia de 120 g/l
de sacarosa en una solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM y CaCil; 1 mM @ una
temperatura de 50°C. Para la reaccion se utilizaron los extractos de SacB y sus
guimeras. Los ensayos se realizaron can 10 unidades totales de actividad para cada
extracto ¥ ajustando a un volurnen final de 250 pL con extracto de un cultive de
E.cafi libre de expresion, Se midio la actividad residual a diferentes intervalos de
biempao.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Disefio de las quimeras

Con el fin de determinar si es posible madificar la  eficiencia de
transfructosilacion de la levansacarasa SacB de B. subfilis, fueron disenadas diversas
quimeras con los dominios C-terminal de FTF ‘s de fLeuconostoc sp. Se construyd
también una quimera con el C-terminal de DsrP, una GTF con alto grado de identidad
vy homologia con el C-terminal de las FTF '35 de Leuconostos sp. Ep |a figura 12 se

esquematizan las cinco quimeras construidas para este trabajo.

CATALITICO DE Sace Lt |
SacB-C-IslA v . e
1 439 1194
CATALITICO DE SacB | Lovende |
SacB-Tn-IslA
1 439 645

DOMINLIO C-TERMINAL DE Levl

“ragidn de
ansicién”

SacB-C-Lev( CATALITICO DE SacB

439 L1y 835
CATALITICO DE SacB "ragién de

transicién”

1

SacB-Tn-LevC

1 438 587

CATALITICO DE Sach DAMINID C-TERMINAL DE DarP

sace-c-osre R R .

439 &80 781

Figura 12. Esquerna de la quimeras generadas a partir del dominia catalitico de Ia levansacarasa SacB y

la fuslén de los C-terminal de las FTF s de Lewoenostos s¢ v 2l C-terminal de DsrP, una GTF,
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7.1.1 Quimeras SacB-C-IslA y SacB-Tn-IslA

Nos propusimos fusionar el {-terminal de la inulesacarasa IslA, la primera FTF
multidomin aislada vy models de estudio para definir el papel que juggan los dominios
adicionales en la funcién de la proteina, Los ensayos realizados con versiones
truncadas de la enzima IslA indican que el dominio C-terminal estd involucrado,
entre ofras funciones, en la eficiencia de la transfructosilacion, especificaments su
“regidn de transicion” {del Moral et af. 2008). Por tal razdn se decidid construlr dos
guimeras utilizando la “regidn de transicién™ {SacB-Tnlsld) y el C-terminal completo
de Isla {SacB-C-IslA) (figura 12).

Con el fin de conocer €l plegamiento del dominic C-terminal y su regidn de
transicién una vez fusionados a SacB, nos dimos a la tarea de buscar estructuras
homélogas con diversos programas. El dominia C-terminal de 1slA es homdlogo a las
mbdulas GW de unidén a acidos lipoteicdicos de la internaiina [nIB y armidasa Ami de
Listeria monpcytogenes (longquiéres et alf. 1999); la estructura de estos mddulos
asemejan un barril abierte de 5 hojas beta. Un alineamiento clustal W indica que el
C-terminal complete de IslA posee 9 madulos GW (figura 12), eguivalente a Ami que
tiene 8 {(Braun et.al. 1597). Los dos primeros médulos GW de IslA corresponden a la
“regidn de transicién” definida por Olivares (2003}, aungque el primer GW no esta
bien definido. Los 7 motivos GW restantes son equivalentes al C-terminal de la
alternansacarasa ASR, la GTF que comparte un 80% de identidad en este dominio
con IslA. Segln la estructura cristalografica de la internalina InlB cada madule s¢
pliega de forma independiente {Marino M. ef. al. 2002), lo que sugiere que la fusion
del dominic catalitico de SacB al dominio C-terminal de IslA y su “region de
transicién® no afectara el plegamiento de las proteinas una vez fusionadas. De hecho
&l dominio C-terminal de ISlA ha sido expresado de forma independiente y conserva

gu funcianalidad y plegamiento {del Moral et af. 2008).

40



7.1,2 Quilmeras SacB-C:Levl y SacB-Tn-Lev(

Otro  dominio seleccionado, fue el C-terminal de las levansacarasas de L,
mesenteroides (LevS, Lev( y LevL), va que se propong posee una influencia sobre |2
transfructasilacién similar al del C-terminal de IslA. Por tal maotivo se construyeron
dos quimeras mas, fusionando el dominic catalitico de SacB  con la “region de
transicidn” de LevC (SacB- TnLev() v el C-terminal completo {SacB-C-LevC) (figura
12).

El andlisis con BLAST revela que la regién de transicion de las levansacarasas
multidominio Levs, LevC v LevlL de L. mesenteroides posee en promedio 126aa que
en LevC abarca del amincacido 633 al 759. Su dominio C-terrninal comparte del 30%
de identidad con dominios C-terminal de GTF s {Morales ef af. 2007, Olvera et al.
2007). Fue posible definir ademas, que tienen 83% de identidad con el dominio CW
de la lisozima M1 {1,4-beta-N-acetylmuramidase) de L. mesentercides ssp
mesentercides ATCC 8293,

El motiva CW (ngWikdn.gnWYYfdsdGkm) contiene residuos aromaticos conservados
¥ glicinas {mayusculas) distribuidos de farma repetitiva en tandem que son
encantradas en proteinas asociadas a células cormeo las toxinas de Clostridium v
Streptococcus sp (http:ffpfam.janclia.org/family?entry=PF01473), El analisis de
recanecimienta de familias {http: /fpfam.janelia.orgf) indica que el C-terminal de las
levansacarasas multidominio contiene al menos B motives CW a lo largeo de su
secuencia y se observéd gue |a regidn de transicion contiene dos. Al lgual gue los
modulos GW, cada madulo CW se pliega de forma independiente {Fernandez Tarneo
et al. 2001). Es posible que en este caso, la fusion tampoco altere el plegamiento de

las proteinas independientes,
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7.1.2 Quimeras SacB-DsrP

Finglmente, el parecido estructural del dominio C-terminal de [as FTF's de
Leuconestoc sp con dominios C-terminal de otras GTF s hace suponer gue (3 fusion
de un dominio de GTF podria también llegar a influir en la especificidad de reaccion
de SacB. Para estudiar este efacto, se eligid el dominio C-terminal de la
dextransacarasa DsrP de la cepa L. mesenferoides IBT-PQ. Este dominio en
particular comparte cerca de un 25% de identidad en secuencia con los dominios C-
terminal de las levansacarasas mulbideminio de L. mesenteroides (Levs, Levl vy
LevlL} v estas a su wez comparten una identidad similar con otros C-terminal de
GTF s del género Levconastoc v Streptococcus (Morales-Arrieta ef ai, 2008), Estos
antecedentes, asi como la dispenibilidad de {a cepa en el grupo de trabajo llevd a
elegir este deminia para fusionario a la levansacarasa SacB de B. subtilis (SacB-
C-DsrP) (Fgura 12). Por ofro lado, el analisis estructural hecho por Olvera en 2007,
revela que la region C-terminal de DsyP es un dominio constituido por S5 motivos CW
involucrados en el anclaje de la enzima DsrP a |2 pared celular de L. mesenteroides
IBT-PQ, posiblemente por la interaccién con los acidos teicoices, Los 5 motivos
forman una astructura “solenoide” capaz de mantener su funcionalidad cuando es
expresado de forma independiente, lo que sugiere que la fusidon con SacB puede

realizarse de manera que ne afectard el plegamiento de los dominios independientes.

Ctro aspecto tomado en cuepta para todas las construcciones s que en un sistema
de proteinas multidominio es requerida una regién entre dominios {regidn de
“linker”} para permitir el plegamiento independiente de ias proteinas, sobre todo si
se trata de proteinas con dominios aledanos a sitios actives (Han et af. 2007). Por
esta razon se dejd la secuencia “linker” original de cada dominio C-terminal, la cual

fue definida por la delimitacion de dominios.
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7.2 Construccion, clonacion y expresién de las quimeras de SacB

Con el objetivo de construir las cinco guimeras disefiadas, se utilizd la técnica
de fusidn por megaprimer para unir el gen correspondiente al dominio cataiiticol de
sach con los diferentes C-terminales y las regiones de transicion seleccionadas, En la
tabla 9 se muestran los nombres y caracteristicas moleculares de las quimeras
construidas: SacB-C IslA; SacB-Tn-islA; SacB-C-Levl; SacB-TnilewC v SacB-C.DsrP.
Sus secuencias y tamafio corresponden a lgs genes esperados, Todas las

construcciones se clonaren en el vector TOPO pBad/Thio.

Las cinco quimeras fueron expresadas en £ cofi TOP 10 utilizando arabinosa como
inductor. Una vez cbtenido el extracto enzimatico se cbservg el perfil de expresion
proteica tanto en la fraccién soluble como insoluble. Las proteinas fueron
identificadas mediante geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie y geles de
actividad in situy (figura 13). Las gquimeras recombinantes resultaron activas vy
capaces de sintetizar polimerg, lo que cumple con las expectativas del proyecto y
concuerda con los reportes previos en el sentida de que los dominios extras no
afectan la capacidad de! dominio catalitico para producir polimere {QOlivares et s/

2003; del Maoral et &l 2008).

M1 2 3 4 L} 5
150kDa

o '
gokDa e —

SOKDa e

Flgura 13. Geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie {A} y zimogramas de actividad in site {B) de
1) SacB {50kDa) 2] SacB-C- 1504 (150k0a}. 3) SacB-Tn-IslA (BokDa), 4)5acB-C-LevC (100kDa). 5} Sack-
Tn-LevC (65kDa) v 6) Sach-C.DsrP (85kDa)
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Los niveles de actividad producida se reportan en |a tabla 5. Se observé gue todas
las quimeras recombinantes tuvieron el pestc molecular esperado, excepta la
construcridén de SacB con el dominio C-terminal de GTF {SacB-C-DsrP), va que
resultd en una quimera krurcada en el extremeo carboxilo-terminal que posee 3 Y2

mddulos CW de los 5 que contiene el C-terminal completo de DsrP {figura 12).

Tabla 9. Tamafio, peso molecular vy actividad de la Frecoién Soluble de SacB y de sus quimeras
construldas.

PESO ACTIVIDAD ACTIVIDAD
PROTEINA TAMARG  TAMANO L |ECULAR FCC.SOLUBLE FCC. SOLUBLE
i il (kDa) {UAmL) (i gomor)
SacB 1317 439 50 800 & 100 24.24
SacB-C-IsiA 3582 1194 150 50 + 10 2.5
SacB-Tn.IstA 1935 645 80 175 & 20 9.56
SacB-Crleve 2514 838 100 150 & 50 8.55
SacB-Tm-Leve 1701 567 65 200 + 50 10.67

SacB-C-DsrP 2040 080 85 55 £ 10 2.84

Para demostrar que el C-terminal de Dsrf es funcional, se demostré que a pesar de
estar truncado confiere a la quimera la funcicnalidad de adherirse z la pared celular
de células de Leuconostoc [ET-PQ por medio de interacclones no idnicas (ver anexo),
esto indica que conserva su funcionalidad y por lo mismo, mantiene su plegamiento.
De hecho, se sabe gue cada motive CW se plisga de forma independiente
{Fernandez-Torneo et &l 2001). Derivade de estos ensayos, resulta interesante
investigar el tamafic minimo necesario de los dominios CW de DsrP para un anclado

eficiente a |la pared celular, ya que podria construirse un nuavg dominio de unién a

carbohidrakas,
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Por otro lado, fue posible observar una gran cantidad de proteina en forma de
cuerpos de inclusion, sobre todo en las construcciones en las que |a fusion se hizo
con los C-terminal completos. Al parecer, la fusion de los C-terminales influye sobre
este fendmeno va que 5acB es una enzima altamente seluble. Es probable que la
gran cantidad de aminoacidos hidrofdbicos que poseen los dominios C-terminal de
Isla, LevC v DsrP favorezean la insolubilidad de las quimeras durante la sintesis y las
dirijan hacia la formacion de cuerpos de inclusién. Asi mismo, mediante geles de
actividad "in situ” se observé un perfil proteolitico en todas construcciones sobre
todo en las quimeras de SacB con el C-terminal completo de IslA v GTF {figura 13B-2
¥y @), a pesar de utilizar inhibidores de proteasas. Dado gue SacB no es susceptible a
protedlisis {figura 138-1) es posible que a partir de los dominios fusionados se estén
generando formas proteolizadas de las gquimeras ya que se sabe gue [8s regiones
entre metivos GW son susceptibles a proteasas {Marino M. st al. 2002). Por otro
lade, se han reportade fendémencs de protedlisis en Isla, LevC y DsrP, aungue no se
ha determinado si el evento es autoproteclitico o un procese exdqgend, Tambien se
ha especulado sobre 1a presencia de sitios especificos de corte presentes en las

dextransacarasas (Mellade 2008),
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7.3 Determinacion de la termoestabilidad

Con el propasito de evaluar el efecto de la fusion de los deminios C-terminal y
sus regiones de transicion en la estabilidad de la levansacarasa SacB, se realizaron
analisis de termoestabilidad a 50°C utilizandeo las proteinas en extracto y tomando
coma control a SacB. Los valores obtemidos del tiempo de vida media de SacB y para
cada quimera se muestran en la tabla 10. Fue posible observar que SacB posee un
tiernpo de vida media de 72.& minutes v que las quimeras SacB-Tn-Is|A y SacB-
Tr-LevC mantienen una termoestabilidad similar a SacB, por lo que se concluye gue
la fusién de estos fragmentos no afectd la estabilidad de SacB. Por otro lado, la
fusion del dominio C-terminal de IslA genera una quimera con un tiempo de vida
media 10 minutos mayor que SacB, aungue las fusiones del C-terminal de LevC v de
DsrP lo disminuyen 10 minutos. Estas datos indican que la fusién de las regiones de
transicion no tiene influencia sobre la estabilidad de SacB, mientras que los dominios

C-terminal completos de IslA v LevC modifican la estabilidad en un + 149,

Tabla 10. Tiermpo de vida media de Sach v sus quirmeras,

E . 50°C
ENZIIMA 2
{min)
SacB 72.6+3.53
Sach-C.-IsiA B0.9%1.42
SacB-Tn-IslA 71.2+5 56
SacB-C-Levl 63.5+3.33

SacB-TmLevC 73.222 73

SacB-C-DsrP 52.5+2 00

Las resultados antericres concuerdan con lo reportade por del Moral en 2008, ya que
propane que, ni el dominio C-terminal, ni su regién de transicién otorgan estabilidad

térmica al dominio catalitico de Isl4, para que esto ocurra debe existir un sinergismao
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entre la regidon de transicién y el dominio N-terminal que flanquean al dominio
catalitico de IslA, la falta de este efecto disminuye 85% la estabilidad de la enzima.
Ademads, la fusién de dominios no siempre promueve la estabilidad de SacB, va que
se ha visto que la incorporacién de dos motivos SLH (motivos de unidn a pared
celular de gram positivas), configren a Sach |a capacidad de anclarse a pared celular,
pers no ofrecen un cambio en su estabilidad (Mesnage ef &/ 1299). Por otro lado, =l
hecho de que no se pierda la astabilidad es importante ya que al generar proteinas
guimeras se corre el riesgo de originar proteinas poco estables e incluso con perdida

ern su capacidad de plegamiento {Goval et af. 2002).
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7.4 Efecto de los dominios sobre la eficiencia de la reaccién de

transferencia

Los antecedentes de este trabajo revelan gue los dominios C-terminal de las
FTF s multidominio de leuconostoc sp. v mas especificamente su regidon de
transicion, confieren una mayor especificidad para la sintesis de polimero gue la
observada en FTF s unidominio {del Moral et 4/, 2008). Con el objetivo de cbservar
los cambios en la especificidad que los dominios C-terrninal y sus regiones de
transicion puedan conferirle a2 la levansacarasa SacB, se llevaron a caboe ensayos
para determinar los niveles de hidrdlisis v transferencia en la reaccidn con sacarosa
de las guimearas SacB-C-IslA, SacB-Tn-Isld, SacB-C-lev(, SacB-Tn-levC y SacB-
C-DsrP. Las mediciones se llevarcn a cabo a pH 6 y 37°C, que son los pardmeatros
aptimos de SacB, utilizando sacarosa como unico sustrato aceptor y donador

{sintesis de polimero)

Frimeramente, fue determinada la maxima tasa de ‘fransferencia a altas
concentracionses de sacarasa, con el proposite de definir el efecto de cada fusion y
eventualmente definir aquellas gue justificaran una caracterizacion mas fina. Los
datos indican que tal v como repgrta Ortiz-Soto (2008), la levansacarasa SacB
transfiere un maximo del 552 del sustrato al polimero {figura 14). Las quimeras de
SacB con el C-terminal completo de IslA (SacB-CIslA) ¥ su regidn de transicion
{SacB-Tn-IslA) alcanzan una tasa de transferencia del 85 y 76% respectivamente,
mientras que las quimeras con el C-terminal completo de LevC (SacB-C-Levl) ¥ su
region de transicion (SacB-Tn-LevC) logran casi un 90% de transferencia (figura 14},
en todos los casos en detrimento de la hidrélisis del sustrato.

Asi mismo, es posible notar que ne existe una marcada diferencia entre la eficiencia
de transfructosilacion alcanzada con la fusién de los C-terminal de I51A vy LevC vy sus

regiones de fransicidn. Esto concuerda con lo reportado en las versionas truncadas

45



de IslA, ya que se demuestra que la presencia de la regldn de transicion es clave en
la eficientia de la enzima para realizar la reaccion de transferencia {del Moral et af
2008). Es posible concluir que los dos dominios GW gue conforman la regidon de
transicién de IslA son suficientes para mejorar cuantitativamente la eficiencia de
transferencia con respecto a SacB, aunque sigue habiendo una Influencia, aunque
menor, de los 7 dominios GW restantes, Por otro lado, aungue no se tengan
antecedentes del pape! funcional de las regiones adiclonales de |as levansacarasas
multidominio de L. mesenteroides, con estos resultados se pueds sugerir que su

region de transicion seria suficiente para aumentar a tasas de transferencia.
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Figura 14. Relacidn hidrélisis/transfarencia en |3 reaccién de SacB y sus quimeras con sacargsa. Se
muestra el porcentaje de conversitn de sacarcsa referente al porcentage transferido {color securg) ¥ el
porcentaje de sustrato hidrolizade [colar claro). 12% de sacarnsa, pH €, 37°C, 0.5u/mL y ~100% de

conversian,

Se analizé también 1a tasa de transferencia de la quimera que posee el dominio C-
terminal de GTF {SacB-C-Dsrf), para estudiar si a pesar de ubicarse dentro de otra
familia de enzimas el parecido estructural le daria alguna funcionalidad sobre la

actividad transferasa. Como se puede observar en la figura 14, a pesar de la
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hornologia que guarda con el C-terminal de las FTF s multideminio, la quimera SacB-
C-Dsrf mantiene una tasa de transferencia similar a SacB (52%), lo gue indica gue la
fusidén no es capaz de inducir un cambio en la especificidad de la enzima. Estos datos
sugieren, que dicha estructura no esta relacionada con la influencia sobre la actividad
transferasa, y que no podria generalizarse el que la fusion de cualguier C-terminal u
otro dominio ejerza una influencia similar scbre la eficiencia de |la transferencia como
las regiones de transicidn estudiadas en este trabajo. De hecho, se ha reportado la
fusidn de un dominio C-terminal parecido al de la levansacarasa de 5. mutans con ¢l
dominio catalitico de SacB, y su caracterizacion indica que cambia el tamaio del
polirmera pero ho aumenta la tasa de transfructosilacion {Chambert ef &/, 1993). De
igual forma la fusidn de un deminio de unién a quitina a la levansacarasa de
Zymomonas rmobifis aumenta Unicamente el 10% de su actividad {ransferasa una

vez unido a auiting {(Chiang et al. 2008},

Comp se describe anteriormente 7 de los maotivos GW del C-terminal de IslA son
equivalentes 3 los motivos GW de la alternansacarasa ASR (una GTF asociada a
celulas) ¥ se ha demostrado que estos motivos participan en el anclaje a pared
celular. Por otre lado, el dominic C-terrninal de BsrP posee un plegamiento tipo
solenoide (Olvera et &, 2007} v el anadlisis de homalogia indica que es posible gue &l
daminic C-terminal de LevC posea una estructura similar. Cabe mencionar gue es
precisamente en la regidn de transicion donde |z identidad no es tan conservada,
tanto &n el C-terminal de IslA como en ef de Lev, Estas diferencias pueden ser clave
para comprender la interaccidn de las regiones de transicion con el dominio

catalitico.
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7.5 Estudio del efecto de la concentracidn de sustrato sobre la actividad

transfarasa.

Dados Ios resultados obtenldos se descartd @ quimera SacB-C.DsrP vy
caracterizamos a las gquimeras SacB-C-IslA, SacB-Tn-IslA, SacB-C.levC vy SacB-
Tn-LevC., Se realizaron ensayos para evaluar su capacidad de transfructesilacién
utilizande diferentes concentraciones de sacarosa ya que se sabe gue la actividad
transferasa depende de la concentracion de sustrato. Los ensayos se realizaron a pH
6 y 37°C, que son los parametros optimas de SacB, nuevamente utilizandc sacarosa
como Unice sustrata donador v aceptor (sintesis de polimero)

En la figura 15 se rmuestra el perfil de conversion de sustrato de SacB y de las
quimeras seleccionadas. Comao se esperaba, la aclividad transferasa tanto de SacB
como de las variantes construidas, es favorecida al aumentar la concentracion de
satarosa, mientras que la actividad de hidrdlisis ocurre predominantements a bajas
concentraciongs de sustrato. Sin embargo, todas las quimeras mantienen una alta
tasa de transfructosilacion {60-70%) atn con concentraciones de sustrato tan bajas
coma 20 mM, lo que difiere de SacB, que a la misma condicidén hidroliza el 80% de
sustrato. De hecho, se ha reportade que la levansacarasa SacB es preferentemente
hidrolitica a cancentraciones de sustrato menores de 200 mM (Dedonder 1965; Meng
and Flterer 2008), Existen reportes de FTF ‘s con una eficiencla de hasta 95% de
transferencia al polimers, como es el caso de las FTF s de Lactebacilius reuteri vy L,
fohnsonii. Tales rendimientos son alcanzados a 800 mM de sacarosa y se convierten
en hidroliticas a ~85 mM de sustrato (Ozimek et al. 2006; Anwar et al. 2008). En el
case de las quimeras generadas en este trabajo, no se requiere la utilizacion de altas
concentraciones de sacarcsa para el Hptimo aprovechamiento del sustrato.

Asi mismo, se observa nuevamente gue el perfil de transferencia es el mismo tanto

para las quimeras gue poseen Unicamente la region de transicidn (SacB-TnIslA ¥
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SacB-Tn-Lew(C) como para las gue tienen el C-terminal completo (SacB-C-IslA vy
SacB-C-LevC. Hemos obtenido quimeras de SacB que con un fragmento minimo
{"regitn de transicion™) poseen una alta eficiencia para la sintesis de polimero ¥y

mantienen la estabilidad que prasenta SacB.
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Figura 15. Efecto de [a concentracidon de sacarosa sobre la reaccion de transferencia de (&) SacB, (®)
SacB-C-Isld, (%) SacB-Tn-IslA, (&) SacB-C-LevC y (M) SacB-Tn-LewC, Se midid la cantidad de fructosa
libre y transfenda al final de cada reaccion (0LSU/mL, 37°C v pH 6 ~100% de canversidn].

La estrategia de adicion de dominigs ha sido utilizada para aumentar la especificidad
de transglucosilacian en otras glucosilhidrolasas, tal es el caso de una B-glucasidasa
de Termotoga maritirma en |3 que fue sustituide un fragmento de su C-terminal por
regiones del C-terminal de |a B-glucosidasa de C. gifvus, las quimeras mejoraran dos
veces la capacidad de transglicosilacién, lo que permitié a los auteres definir que los

residuos clave en la actividad de transferencia se encontreban en el segmento

fusionado {Goyal et al. 2002).
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Existen reportes de enzimas de la familia de las glicosilhidrolasas gque poseen
madulgs denominados de unién a carbohidratos (CBM por sus siglas en inglés), estos
modulos son dominios aledafos al sitio active gue altérnan residuos aromaticos
altamente conservados (Notenboom et af. 2001; Alberte et al. 2004). Dichas
gominios son conocidos por mediar una interaccion hidrofdbica con el sustrato-sitio
active, lo que permite la integracidon de puentes de hidrogeno requeridos para la
union del sustrato de tal forma que mejora la orientacidn con el sitio activo ¥ por lo
tante la catdlisis (Guan ef af. 2003}, Por medio de mutacion sitio dirigida, se ha
demostrado el papel de algunos residuos hidrofébicos que juegan un papel clave en
esta interaccion, como es €l caso del CBM de la endoinulinasa de Arthrobacter (Kim
et al. 2005). Asi mismo, se han generado diversas quimeras fusionando los modulos
y CBM a glicosilhidrolasas gque no poseen estos modulos v se han obtenido asi
enzimas con mejores capacidades cataliticas {Kim et al. 2005, Mamo et af. 2007,
Wang et al. 2007). Tal es el caso de una cicloinuilooligosacarido-fructanotransferasa
{CFTasa) en la que se demostré que su mddulo CBM confiere mayor especificidad
para la ciclotransferencia {Kim y Choi 2001) habiéndase demostrado que el médulo
se une con inulina v levana (Lee ef af. 2004).

Un alineamiento clustal W muestra que las regiones de transicion tanto de IslA como
de LevC poseen los residucs aromaticos conservados que se han reportado en los
CBM s (figura 186) (Kim et af. 2005). Es posible que una influencia similar a los
CBM s sobre el sustrato-sitio active ocurra con las regiones de transicion de IsIA v
LevC, sin embargo, se requiere realizar mas ensayos para aclarar dicha interaccidn.
De forma interesante no fue posible localizar les residuos aromaticos conservadaos an
el C-terminal de ASR vy DsrP (GTF s}, de hecho, la eliminacion del C-terminal
completo de la ASR no causa ningln efecto sobre el rendimiento de la reaccion de

transferencia sobre |la alternansacarasa (Joucla ot al. 2006},

53



TniglhA
TnlLevr
INOT ZBM

TnlslA
TnLewd
IHLS CTEM

Tnl=lh
TnlreyC
IHYY OBM

Tr:lslh
TnLew?
TN CBM

WEOCCHSTVELLALNTEDA T LTNROKNIN T SEOWSN I DG YGY P IVINIKOVLLTEY L8GI 60
—————————— ELVGTEATSELTH-——===——=—— - oo — - -~ - ME IGHVENK DYVHNE 75

T e~ BTIGTRIALESYPSTE 8
3 u

LS PDSLEKNAPGRHQGART TGS TSQYNTER VS AIRE YT ROLNTIW Y LYRLAGNAFWIEGS 120

(L wd R  E E e TSy YLFERGYRLEGVOTYANSYY

EQPYDALTES S e mmmm e IIYORTHDRAGFO I ATRTYGE]
SLVTVIPMTOITFRNARTVEDSDMY LDAPQGETHAKY Y S SNS VDAY Y IVEGEVKDANGT 1B0
——————————————— YEAVIHEIHODN -— ——TGKEY T PG - =—-MRCAVRACE--QFAYHEY 101

—————————————— CRRTYE = ———— === e - - R PWLEP-—- - LYEWVETA-- ~AVVDGD B2

THWHLIKLHNOCKILNINENSLATISESRDLHAKA 211
BYEEG--NDETYYRR-—GEASGYLOQINTD-~- 128
AGOLRLHLODAAGPEVASVATPTESRFTRAA 113

Figura 186, Alineamiento clustal W de 1as regiones de trangicién de [sla, Levl y & CBM de la endoinwlinasa

e Arthrobacter {No. acceso AJ131562). En nearitas y sombreado los residugs aromatices implicados an la

interaccion del susirabo-solvents,
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7.6 Efecto de los dominios sobre la reaccién de transferencia a otros
aceptores

Una de las caractensticas gue destaca de la levansacarasa SacB es su
capacidad de transferir el residuc fructasilo g otras moléculas aceptoras, por o que
resuita interesante estudiar si la fusién de los dominios proparciona mayor eficiencia
para realizar esta reaccion. Con este propdsite se realizaron reaccionas ubilizando
xilosa ¥ maltosa come maléculas aceptoras y sacarcsa como sustrato donador. Cabe
mencianar que la sacarosa también actia como aceptor, por lo que en la reaccion
compiten la transferencia al aceptor con lg sintesis de polimera, manteniéndose

también la reaccién de hidrolisis.

Los resultados obtenidos indican gue la levansacarasa SacB utiliza un 60% del
sustrato para transferirlo a xilosa y un 20% para sintetizar polimero, por lo que el
20% restante es hidrolizado. Por otro lado, en presencia de maltosa la conversidn de
sustratc hacia maltdsido es de un 40%, mientras que un 25% del sustrato es usade
para la sintesis de polimero y un 35% hidrolizado (figura 17 A y B). Los datos
anterigres indican gue la xilosa es mejor aceptor del residuo fructosilo que la maitosa
v €l polimerc, lo que coincide con lo reportado por Ortiz-Sote (2008). La
especificidad de reaccién tante de xilosa como de maltosa en las quimeras SacB-
Tri-IslA, SacB-Tn-Levl, SacB-C-IslA v SacB-C.levl, es similar a SacB (figura 17 A v
17B), aunado al heche de que sigue siendo mejor aceptor la molécula de xilosa. Sin
embargsc, es posible chservar ligeros cambios en el rendimiento de transferendia, va
gue el porcentaje de hidrdlisis de sustrato tanto en presencia de xilosa come de
maltosa se reduce hasta un 15% para todas las quimeras, cambio que se debe al
aumento en el porcentaje de transferencia tante a polimero como a fructdsido. La

mayor diferencia la observamos en presencia de maltosa ya que en todas las
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quimeras se obtiene un rendimiente un 10% mas alto en la transferencia hacia el

maltdsido que con SacB (figura 178},
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Figura L?. Especificidad de Ta reactidn de transfructosilacion en presancia de xlosa (A} y maltesa (B da
la | |gvansacarasa SacB y las guimeras SacB-C-Tsks, SacB-TnelslA, SacB-Clevl y SacB-Tn-LewC.
Transterencia al aceptor {grls), transferencia al polimero {(nhegra), hidrdlisis [blarco], (.50 /mL, 37°C y pH
&3,

Es posible gque no percibamos un cambio en la transferencia a xilosa o maltosa por la
competencia que existe por el sitio activo entre el polimera y las moléculas aceptoras
(xilosa y maltosa). En este sentido, seria deseable evaluar al efecto que se produce
al construir las guimeras en una enzima en la que se eliminara la actividad de
sintesis de polimera. Ortiz-Soto et al. (2008) reportan tres mutantes de SacB que
perdieron la capacidad de sintetizar polimerp par la sustitucion de aminoacidos
aledanos al sitic activo (R433A, R360S y ¥429N), En particular, la mutante R4334
presenta una alta tasa de hidrolisis en presencia de sacarosa sin sintetizar polimero,
aungue cuando es agregada xilosa al medio de reaccidn ta proteina transfiere el 50%

del sustrato al xildsido. De ferma similar, las mutantes R360S5 y Y423N son
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altamente hidraliticas, no sintetizan polimerc v transfieren un 35% del sustrato a
®ilosa, Otra ventaja que presenta @ mutante R433A es que su estabilidad y sus
parametros cinéticos no se modifican tan drasticamente como sucede con R360S v
Y429N, Resulta entonces muy atractivo estudiar si por medio de la construccion de
quimeras con las rutantes R433A, R3605 vy Y429N, es posible aumentar solo la
capacidad de transferencia @ moléculas aceptoras coma xilosa y maltosa, ya gue no

presentarian competencia con la transferencia al polimero.

57



7.7 Estudio cinético da la reaccion de transfarencia a hidrilisis

7.7.1 Purificacion de las quimeras SacB-Tn-IslA v SacB-Tn-LevC

Para la caracterizacién cinética fue necesario purificar a las enzimas SacB-
Tn-IslA v SacB-Tn-LevC. Las quimeras producidas de forma heterdloga poseen una
etiqueta de histidina en el extremo C-terminal gue facilita su purificacién. Sin
embarge, a pesar de |os esfuerzos no fue posible purificar ninguna de las 5 quimeras
por afinidad. Es posible qua la protedlisis del C-terminal escinda la etigueta de
histidina o gque durante su proceso de plegamiento la etiqueta no queda expuesta,
Como alternativa decidimos purificar v replegar los cuerpos de inclusion de SacB-
Trn-Islad ¥y SacB-Tn-Lev( utilizando clorure de guanidinio como agente caotropico vy
dialisis secuencial para plegar lentamente las proteinas. Fue posible recuperar asi las
enzimas activas y puras obteniendo hasta 1.127mg y 0.78mg de SacB-Tn-Isla v

SacB-Tn-Lev( respectivamente (figura 18}.

‘R

Figura 18. Geles SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie de las quimeras porificadas. 1) SacB-

Th-Law (65kDa), 2) SacB-Tn-IslA (80kDa), 3) Sack {50kDa), M} marcador de peso.
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7.7.2 Ensayos cinéticos

Hasta la fecha ne se ha descrito el mecanismo mediante el cual los daminios
adlcionales de Ja inulosacarasa IslA influyen sobre su dominio catalitico para
aumentar la actividad transferasa. Se cree que esta influencia obedece a que estos
dominios generan un accesa complejo que limita el paso de las moléculas de agua vy
con ello reducen la actividad hidrolitica (Olivares et a/. 2003, del Moral et al. 2008},
La evaluacidn cingtica de las reacciones independlentes {bhidrélisis y transferenciaj
puede generar evidencias sobre esta interrogante, Con el objetive de evaluar la
influencia de las regiones de transiclon de IslA v LevC en la catalisis de SacB, fueron
comparadas 1as propiedades cingticas de las quimeras SacB-Tn-IslA vy SacB-Tn-LevC.
Cabe mencianar que estos ensayos e realizaron (nicamente con estas dos quimeras
va gue se demostrdé que la regidén de transicién es suficiente para mejorar la

transfructosilacién. Los pardmetros cingticos abtenidos se enlistan en la tabla 11.

La evaluacién indica que el comportamiento cinético de la levansacarasa SacB
v las guimeras SacB-Tn-IslA v SacB-Tn-Levl se ajusta a un modelo Michaelis-
Menten. Los parametros calculados mediante regresion  lineal utilizando [a
representaclén de Lineweaver-Burk muestran que para SacB, la velocidad especifica
{KexH} v afinidad para la reaccién de hidrolisis (Kms) es de 33,35 v 11.6mM
respectivamente, mientras que para las quimeras SacB-Tn-IslA vy SacB-Tn-LevC son
muy parecidos {ver tabla 11). Lo anterior indica gque la fusidn de las regiones de
transicion rmantiene intacta la velocidad especifica de hidrdlisis {(kcatw) v la afinidad
hacia la molecula de agua (Kwmw), ¥ por lo tanto no cambia el comportamiento
hidrolitico de SacB. Es decir que la reaccion de hidrélisis que realiza SacB se lleva a
cabo indistintamente con SacB-Tn IslA v SacB-TrLev, Este resuitado es de suma
impartancia, pues pone de manifiesto el hecho de que la fusidn no modifica el acceso
de agua a! sitio catzlitico de la enzima.
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En concordancia, se pugde ohservar gque mientras la velocidad especifice de
transferencia (kcatT) de SacB es de 4845, en las guimeras SacB-Tn-IslA y SacB-
Tr:LevC resulta de 115,65 v 238.3s57). Lo anterior revela que la adicién de las
regiones de transicion influye sobire el rendimiento de la transfrugtosilacion como
consecuencia de un incremento en la velocidad especifica de transferencia, de tal
forma gue supera la actividad hidrolitica. En la tabla 11 se pueden comparar los
nimeros de recambio {kifky} de donde se concluye que por cada mol que hidroliza
SacB 1.45% moles son transferidas, mientras que SacB-Tn-IslA y SacB-Tn-LevC
transfiere 3.24 v 6.54 moles por cada mol que hidrolizan. Este hecho explica la alta

eficiencia de la transferencia hacia el polimero de las guimeras.

Tabla 11. Farametras cinéticos de |a levansacarasa SacB y sus quimeras SacB-TnIslA y SacB-Tin-LevC,

SocB (WT)  11.6  38.3 33.3  48.4 387  1.26 1.45

SacB-TreIstA 3.7 72.6 35.6 115.6 2.7 1.5% 3.24
sacB-TolevC 139 102.5 36.4 238.3 2.6 2.33 6.54

LUn ajuste estructural que confiera a la enzima una mejor afinidad por la malécula
acepiora, puede explicar que aumente |a velocidad de transfructosilacién. Tal ¥y como
lo muestra la estructura cristalografica de SacB en presencia de rafinosa (Meng vy
Fiterer 2008), la geometria del sitio active de SacB indica una interaccion débil con
el aceptor en los sub-sitios +1 y +2, Sequn Meng y Flterer estu explica la mayor
transferencia que se observa al aumentar la concentracion de sustrato {>250mM). El

analisis de los dates cinéticos nos revela que es posible que esto ocurra en las
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quimeras que poseen la regidn de transicion (SacB-TnIslA ¥ SacB-Tn-Levl, ya que
s5uU velocidad especifica de transferencla aurnenta 2.3 y 5 veces con respecto a SacB.
Con base en estos resultados, se sugiere gue las regicnes de transicidn influyen
scbre la conformaclon dal sitle active, permitiendo un ajuste estructural @ favor de la

molécuta aceptora {polimera} ¥ con ello un aumento &n la tasa de transferencia.
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8. CONCLUSIONES

Se logré mejorar la eficiencia de transfructosiiacidn de SacB mediante una estrategia
de adicidn de dominios, siendo este el primer ejemplo reportadc para
fructosiltransferasas., Dos de las guimeras disefadas con un fragmento del C-
terminal de IslA v LevC, confieren una alta eficiencia hacia la produccion de levana y
ademas mantiene la alta estabilidad gque tiene SacB y lz capacidad de producir

fructosidos por medio de la transferencia a otros aceptores,

Loz resultades permiten sugeric gue el C-terminal de las lgvansacarasa de L.
mesenteroides  (LevS, LevlC y LevL) juega un papel funcional similar ai del C-
terminal de lz inulosacarasa IslA; los ensayos demuestran que al igual que IslA la
region de transicidn de este dominic es suficiente para favorecer [a

transfructosilacion hacia el polimero,

A pesar de que el C-terminal de las FTF's multidominio de Leuconostoc ssp
comparten homologia estructural con GTF ‘s, |a fusion de la levansacarasa SacB al C-
terminal de la dextransacarasa DsrP no modifica la eficiencia hacia la transferencia
del palimero. Se sugiere, que dicha homologia tiene que ver con estructuras capaces
de anclarse a la pared celular. Posiblermente la estructura de las regiones de
transicién obedece a un disefio que la evolucidn ha mejorado para optimizar la

eficiencia de las FTF '3 de Leuconostoc sp.

Los datos cinéticos indican gue la alta eficiencia de transfructasilacion se debe a un
aumento en la velocidad especifica de la transferencia, o que podria deberse a un
ajuste estructural que maodifica la reaccidn a favor de la transferencia, a traves de

una rmavyar afinidad por el polimero aceptor.
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9. ANEXOS

9.1.1 Ensayos de anclaje a células

9.1.2 Ensayos realizados con la quimera SacB-C-DsrP

Los extractos de la enzima SacB-C.DsrP se pusieron en contacte con las células de L.
mesentercides IBT-PQ por 12 horas. Las células fueron lavadas vigorosamente para
eliminar las proteinas no unidas. Para este ensayo se utilizdé a SacB como control.
Los resultados revelaron que tanto SacB como la quimera SacB-C-DsrP se unen a las
células (Figura 19). Una posible explicacion al fendmens anterior es gue la
levansacarasa SacB interacciona electrostaticamente con los grupos fosfato de los
acidos teicoicos de la pared celular de células gram positivas {Chambeart ¥ Pelit-
Glatron 1993} mientras que el C-terminal de DsrP interacciona con los acidos

lipoteicoicos ¥ se sugiere una interaccion hidrofobica {QOlvera-Carranza y cols. 2007),

1 2 3 4 2A 3A 4A 2 3 4 2A 3A 4A

B5kDa
=
S50kCa SOk
— | i -
A B

Figura 12. Geles SDE-PAGE tedidos con azul de Coomassie v de actividad /e sty de los ensayos de
contacto de las células IBT-PQ con las enzima SacB-C-OseP (A) v SacB (B), Tincidn Coomassie de 1)
Marcador de peso molgcular. 2) Células IBT-PG. 3) Extracte de la enzima lbre. 4) Células IBT-PQ
después del contacta con ls enzima. Actividad in situ de: 2A) Células IBT-PD; JIA) Extracto de la enzima;

4A]) Célglas IBT-PQ después del coptacts con la anzirna.
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9.1.3 Ensayos de desorcitn de la quimera SacB-C-DsrP y SacB ancladas a fa

pared celular

Para establecer el efecto del dominio C-terminzl de DsrP en la unidn a las células
independientemente de SacB, se realizaron ensayos de desorcion de las enzimas una
vez unidas a las células, utilizandg un gradiente escalonado de NaCl (0.3, 0.6, 0.9,
1.2, 1.5M} con el objetivo de someter a las células a una fuerza idnica gue elimine la

interaccion de SacB.

A, B

Figura 20. Gelez de actividad i sitr SO5-PAGE. A) Ensaye de despagadg da la enzima SacB unida a
cdlulas. B} Ensayo de despegado de la enpzima SacB-C-DsrP unida a células. 1. Extracto de la enzima
libre, 2. Células IBT-F( . Células IBT-Pg después de contacto ¢on la enzima y lavadas con: 3, 0.3M de
MaCl; 4. 0.6M de NaCl;, 8. 0.9M de Nacl; 6. 1.2M de NaCl; 7. 1.5M de Nall,

Los ensayos realizados demostraron que el C-terminal fusionade conserva su
funcionalidad = pesar de estar truncadeo. Se encontrd que con 0.9M de Nagl Sach se
despega compistamente de las células, mientras que la quimera SacB-C-DsrP no se
lava con ninguna de las concentraciones probadas (figura 20). Lo anterior indica que
la presencia del dominio C-DsrP ejerce una interaccidn diferente con la superficie
celular que no se elimina aumentando la fuerza idnica, El resultado tambign permite
inferir que C-DsrP asta bien plegado y tiene la funcionalidad de unirse a la pared

celular,
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9.1.4 Ensayos realizados con la quimera Sac8-C.DsrP

En al presante ensayao se realizé para definir si el dominio C-IslA fusionade a SacB
rmantiene su funcion de adhesién a la pared ceiular, como una medida indirecta de
estabiecer su optimo plegamiento va que se ha demostrado gue el C-terminal de IslA

&8 quien le ¢onfiere la capacidad de asociarse a la pared celular {del Moral ef. af

2008},

Los ensayos se lNevaren a cabo con las célvlas de feuconostoc citreum CW28
cultivadas en glucosa para evitar la expresion de la inulosacarasa {Qlivares et. al,
2002%, Los extractos de [as enzimas SacB-CWIslA y SacB-Tn-IslA se pusieron en
contacte con las ceélulas CW28 por 12 horas, Las células fueron lavadas
vigorosarnente para eliminar las proteinas no unidas. Para este ensayoe se utilizd
también a SacB como control.

El andlisis de los resultados muestra que tante la levansacarasa silvestre Sach como
las quimeras SacB-C-IslA vy SacB-Tn-[slA se adhirieron & las ¢élulas CW2Z8 (Figura
21), por lo que con este experimento no es posible determinar si el C-terminal

interviene en 2 interaccidén con la superficie celular.

M 1 2 3 4 1 o 3

4
' is0kba
—

- T 2

aof¥

Figura 21. Ensayos de contacto de las quimeras, Geles SDS-PAGE tefidos con sazul de Coomassiz de
SacB-Tn-IslA (A] y de SacB-C-Isla (Ch Geles SDS-PAGE de actividad in sity de SacB-TneIslA (B} y SacB-
CoIsiA (D). 1) Colulas W28 antes dal contacto. 23} Extracto de [a guimera antes del contacto. 3} Extracto
de I3 quimera despuds del contactg, 4} Calutas CW28 después del contacto nue muestra en un circulo ia

presencia de fa quimera.
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Con el objetiva de definir la influencia de unidn de Tr-Isia v de C-IslA, se realizé un
analisis de eficiencia de pegadc de las guimeras y el control SacB a traves de
medicionss de actividad en las calulas antes y despueés de los contactos. Los
resiltadas demuestran que las celulas CW2B enfrentadas a las quimeras ¥ a SacB
presentan actlvidad después del contacto (tabla 12). 5in embargo la eficiencia de
pegado a las células fue 4 veces mavor en la quimera que tiene el C-terminal con
respecto a SacB silvestre. Por otro lado la eficiencia de pegada de la quimera con la
region de transicién es similar a la de |a levansacarasa SacB, lo que sugiere una
interaccidn menos eficiente. Estos resultados demuestran que el C-terminal es
totaimente funcional v que lz regidn de transicién aparentemente no tiene una

influencia tan eficiente como al dominio completa,

Tatla 12, Actividad especifica de las celulas CW28 después del contacto con los extractos de SacB-C-Isla,
SacB-Tn-IslA v Sach,

UfmEg de céhulas
SacB-C-IslA 147 + (.2
SacB-TnlslA 042202
SacB 0.5610.3

66



10. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12,

13.

Anwar MA, Kralj 5, van der Maarel M1, Dijkhuizen L. The probiotic Lactobacifus
Johnsonid MCC 533 produces high-melecular-mass Inulin from sucrose by using an
inulosucrase enzyme, Appl Environ Microbiol. 2008, 74(11):3426-33,

Alberto F, Bignon C, Sulzenbacher G, Henrissat B, Czjzek M. The three-dimensignal
structure of Invertase ({beta-fructosidase) from Thermotogs maritima reveals a
birnodular arrangement and an evolutionary relationship between rétaining and
inverting giycosidases, 1 Biol Chem. 2004, 279(18):18503-10.

Bashton M, Chothia C. The generation af new protein functions by the combination of
domains. Strugture. 2007 15(1):65-99.

Bradford MM, A rapid and sensitive method for gquantification of microgram guantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 1976, 72:248-
254.

Braun L., Dramsi 5., Dehoux P., Bierne H. Lindahl 5. ang] Cossart P. InlB: an invasion
protein of Listeria monocyvtogenes with a novel type of surface agscciation. Molecular
Microbiology, 1997, 25(2):285-204,

Castiio E. and Ldpez-Munguia. Synthesis of levan in water-miscible organic soivents.
Journal of Bigtechnology. 2004, 114:209-217.

Chambert R. and Gonzy-Treboul G, Characterization of a Stabilized Fructosyl-enzyme
Camplex and Identification of an Aspartyl Residue as the Binding Site of the Fructosy!
Group. Eur, 1. Biochem, 1976, 71: 493-508

Chambert R. and Gonzy-Trebou! G. Levansucrase of Baciffus subeiis. Kinetic and
Thermodynamic Aspacts of Transfructosylation Processes. Eur. 1. Biochem. 1976,
62:55-64

Chambert R., Gonzy-Tréboul G. and Cedonder R. Kinetics studies of levansucrase of
Bacilius subtiifs. Eur. 1, Biochem. 1974, 41:285-200,

Chambert R. and Petit-Glatron M. Immobilisation of levansucrase on  caicium
phasphate gel strongly increase its palymerase activity. Carbohydrate Research, 1993.
244:129-136.

Chambert R. and Petit-Glatron M, Polymerase and hydrolase activitles of Bacilfus
subtilis ¢an be separstely modulated by site-directed mutagenesis. Biochemical
Jeurnal, 1991, 279, 35-41,

Chambert R., Rain-Guion M. Ch. and Petit-Glatron M.F. Readthrough of the Bacillus
subtilfis stop codon produces an extended enzyme displaying a higher polymerase
activity. Biochimica st Biophysica Acta. 1992, 1137:145-153

Chiang CJ, Wang JY, Chen PT, Chao YP. Enhanced Jevan production using
chitin-binding demain fused levansucrase immobilized on chitin beads. Appi
Microbiol Bigtechnol, 2009, 82(3):445-51.

&7



14,

1%,

14,

17.

18,

19.

24,

21.

22,

23.

24,

T

26.

27,

28.

Davies G., Wilson K. and Henrissat B. Nomenclature for sugar-binding subsites in
glycosy| hydrolases, Bipchemical Journal Letters, 1937, 321:557-559,

Del Moral-ventura 5.T., Olvera-Carranza C., Pérex-Morales R., Rodriguez-Alegria M.E.
and Lépez-Munguia A. Functional rofe of the additlonal domains of inutosucrase ([s|A)
from Leucanostac cifrewm CW2EB, BMC Biochemistry, 2008, 9.6

Dedonder, Raymond., Levansucrase from Bacillus subtifis. Methods in Enzymology.
1865, 8; H0J-506.

Duboc P., Mollet Beat. Applications of excpolysaccharides in the dalry industry.
International Dairy Journal. 2001, 11:759-768.

Duchateauw N, Bartlik K, Simmen U, Wiemken &, Bancal P. Sucrose:Fruckan 6-
Fructosyltransferase, a Key Enzyme for Diverting Carbon from Sucrose to Frugctan in
Barley Leaves, Plant Physial, 1995 107(4]:1249-1255,

Euzenat O., Guibert &. and Combes D. Production of fructe-oligosaccharides by
levansucrase from Bacifius subtiffis C4. Process Biochemistry. 1997, 32(3):237-243,

Fernandez-Torneg ., Lopez R., Garcia E., Glménez-Gallego G., Remero A, A novel
solencid fald in the cell wall anchering domain of the pneumococcal virulence factor
LytA. Nature letters. 2001, 8f12):1020-1024,

Goyal K., Kim B.)., Kim 1.0, Kim Y-K. Kitacka M. and Hayashi K, Ephancement of
transglycosylation activity by construction of chimeras betwen mesophillc and
thermophilic f-glucosidasa. Arch. Biochem. Bioph. 2002. 407:125-134.

Guan L, Hu ¥, Kaback HR. Aromatic stacking in the sugar binding site of the lactose
permease. Biochermistry, 2003, 42(6):1377-82.

Han Jung-Hean, Batey 5., Nickson A, Teichman 5., Clarke 1. The folding and evolution
of multidemain preteins. Nature Reviews, Molecular Cell Biolegy. 2007, 8:319-330,

Han ¥.W. Advances in Applied Microbiology: Microbial Levan. 1990. 35:171-194

Hernandez L., Arrieta 1., Menendez C., Vazquez K., Coego A., Suarez ¥., Selman G.,
Petit-Glatron M. and Chambert K. Isoclation and enzymic properties of levansucrase
secreted by Acatabacter diazotrophicus SRT4, a bacterium associated with sugar cane.
Bichem. 1. 1995, 309: 113-118,

Homann A., Biediendieck R., Gétze S., Jabn D. and Seibel 1. Insigthts intoe polymer
versus oligesaccharide synthesis: mutagenesls and mechanistic studies of a novel
levansucrase from Bacifus megaterivm, Biochemical Journal, 2007, 407: 189-198.

Jagques MN.A. Cakium dependence of the cell associated fuctosyltransferases of
Streptococcus safivarius. Carbohydr. Res. 1984, 127:349-355,

Jang K-H., Song K.-B., Park B-3., Kim CH., Chung B., Choue R., Lee K.5., Lee Ch.,
Chum U., Rhee 5. Lewan production by use of the recombinant levansucrase

&8



29,

34.

31

32.

33.

34,

L

36.

37.

38.

34,

tnmaobillzed on titanium-activated magnetite, Process Blochemistry. 2001, 37; 335-
343

Jang K-H., Song K.-B., Kim CH,, Chung B., Kang 5., Chun U., Choue E, and Rhea 5,
Comparison pf characteristics of levan produced by different preparations of
levansucrase from Zymarmonas moebilfs, Biotechnology Lettars. 2001, 23:339-344

lanquiéres R., Bierne H., Fiedler F., Gounon P, and Cossart P. Interaction between the
protein InlE of Listeria monocytogenss and lipoteichoic acid: @ novel mechanism of
protein asseciation at the surface of Gram-positive bacteria. Molecular Microbiclogy.
1999, 34(51:902-514

Joucla G., Rizzut 5., Monsan P., Remaud-Simeon M. Construction of a fully active
truncated alternansucrase partially deleted of its carboxy-terminal domain, FEBS
Letters. 2006, 380:763-768.

Kang Soon Ah, Kyunghee Hong, Ki-Hye Jang, Yun-Young Kim, Ryowon Choue,
Yoongho Lim,T. Altered mRNA expression of hepatic lipogenle enzyme and PPARO in
rats fed dietary levan from Zymomanas mobifis. Journal of Mutdtional Biochermistry.
2006, 17(6}:4159-26.

Kirm HY, Chal ¥), Molecular characterization of coycloinulogligosaccharide
fructanotransferase from Baciius macerans. Appl Envirgn Microbiol. 2001, 67{2):995-
1000.

Kim K.H., Chung C.B., ¥Kim Y.H., Kim K.5., Han C.5. and Kim C.H. Cosmeceutical
propertles of levan produced by Zymomonas mobilis. 1. Cosmet, Sci. 2005,
56(6):395-406

Kim KY, Rhee S, Kim SI. Role of the N-terminal domain of endeoinulinase from
Arthirobacter sp. 537 in regulation of enzyme catalysis. ) Biocherm, 2005, 138{1):37-
33

Lee JH, Kim KM, Chol Y). Identification and characterization of a novel inulin binding
medule (IBM) from the CFTase of Bacilus macerans CFCL. FEMS Microbiol Lett. 2004,
234{1}:105-10.

Lifely, R. Polisaccharides antigens as vaccines against bacterlal pathogens. Biomadical
and Bictechnolegical advances in industrial polysaccharides. Gordon and Breach
Science Publishers. 1988, 133-143,

Lin 5.%., Chen M., LI G., ¥Yan ¥.L., Yu H.Y., Zhan Y.H., Peng Z.X., Wang J. and Lin M.
Amino acid substitution of His296 alter the catalytic properties of Zymomaonas mobifis
10232 levansucrase. Acta Biochimica Polonica. 2008, 55(1):201-206.

Mamo &, Hatti-Kaul R, Mattiasson B. Fusion of carbohydrate binding modules fram

Thermotoga negpolitana with a family 10 xylanase from Bacifus halodurans 57.
Extremophiles. 2007, 11{1):169-77.

69



40,

41.

42,

43.

44,

45.

45,

47,

48,

49,

=0.

51.

tarine M., Banerjee M., longuiéres R., Cossart P. and Gosh P. GW domains of the
Listeria monacytogenes invaszion protein InlB are SH3-like and mediate binding to host
ligands. EMBO Journal. 2002, 21:5623-5634,

Martinez-Fleites C; Qrtiz-Lombardia T.,Pons, M., Tarbourigch E.J., Taylor 1., Arrieta L.,
Hernandez and Davies 5.1, Crystal structure of levansucrase from the gram-negative
bacterium Giuconaobacter digzotrpphicus. Biochem. ], 2005, 390:19-27.

Meng G. and Fiiterer K. Structural framework of fructosy| transfar in Bacifus subfifis
levansucrase Mat, Struct. Biol. 2003, 11:935-0941,

Meng G. and Fikerer K. Conor substrate recagnition in the raffinose-bound E3424
mutant of fructosyltransferase Bacifus subtilis levansucrase. BMC Structural Biology.
Marzo 2008, 8 116

Mesnage 5., Tosi-Couturs B, and Fouet &, Production and cell surface anchering of
functional fusions between the SLH motifs of the Sachius anthracis S-layer proteins
and the Baciffus subtiitis levansucrase, 1999, Mol. Microl. 31(3):927-936.

Monsan P., Bozonnet 5., Albenne ., Gilles Joucla, René-Marc Willemont, Magali
Remaud-Siméan. Homoapolysaccharides fram lactic acid bacteria. International Dairy
Journal, 2001, 11:675-685

Morales-Arrieta 5. Rodriguez M.E, Segovia L. Lopez-Munguia and Olvera-Carranza C.
Identification and functional characterization of levS, a gene enconding for a
levansucrase fram Leuconostor mesenberoides NRREL B-512F. Gene. 2006, 376{13:59-
&7

Mavarre W.W. and Schneewind O. Surface proteins of gram-positive bacteria and
mechanisms of their targeting to the cell wall envelope. Microbiol Mal Biel Rev. 1999,
£3{1):174-229.

MNotenboom ¥, Boraston AB, Kllburn DG, Rose DR, Crystal structures of the family 9
carbohydrate-binding module from Thermotega maritima xylanase 104 in native and
ligand-baund forms, Biochemistry. 2001, 40(21):6248-56.

Olivares-Illana V., Lipez-Munguia 4, and Olvera C. Molecular Characterization of
Inulgsucrase  from  Levconostos  cftrewm:  a fructosyltransferase  within 2
Glucesyltransferase. 1. Bacteriol. 2003. 185: 3606-3612,

Olivares-Hliana V., Wacher-Rodarte ., Le Borgne S. and Lépez-Munguia A,
Caracterlzation of a cell-association inulosucrase from a novel source: A Leuconastoc
citreurn strain isglated from Pozol, a fermented corn beverage of Mayan grigin. 1. Ind.
Micro. Bictech. 2002, 28:112-117,

Olvera C, Centenc-Leija 5, Lopez-Munguia A. Structural and functional features of

fructansucrases present in Lewcornostor mesenteraides ATCC 82493, Antonie Van
Leauwenhoek. 2007 92{1):11-20.

70



2.

S

54,

55,

Sg,

a7,

58,

=9,

60,

ol.

a2,

a3

Clvera-Carranza €., Fernandes-Wazquez J.L., Ledezma-Candancza L. and Lopez-
Munguia A. Rele of the C-terminal region of dextransucrase from Leuconostoc
mesenteraides IBT-PQ in cell anchoring. Microblolegy, 2007, 153:3994-4002,

Ortiz Soto Ma. Elena; Olivares [liana and Lépez-Munguia. Biochemical Properties of
inulgsucrase from Levconestoc oftrewmt CW28 Used for Inulin Synthesis. Biocatalysis
and Biotransformation. 2004, 22 {4):275-281

Ortiz-Sote M., Rivera M, Rudifio-Pifiera E., Olvera-Carranza €., Lopez-Munguia A.
Selected Mutations in Baciltus subbitis Levansucrase Semi-Conserved Regions Affecting
Its Biochemical Properties. Pretein Englneering, Design and Selection. 2008.
21{10}:589-595

Dzimek K., G..W. Euverink, M.1.E.C. van der Maarel, L, Dljkhuizen 2005. Mutaticnal
analysis of the role of calcium ions in the Lactobaciflus reuteri strain 121
fructosyltransferase (levansucrase and inulosucrase) enzymes. FEBS Letters. 2005.
579:1124-1128,

Qzimek K., Kralj 3., van der Maare[ and Dijkhuizen. The levansucrase and inulosucrase
enzyme of [actobacilfus reuteri 121 catalyse processive and non-processive
transalycosylation reaction, Microbiclogy. 2006, 152:1187-1196,

Pons T., Naumoff D., Martinez-Fleites C. and Hernandez L. Three acidic residues are at
the active site of a B-propeller architecture in giycoside hydrglase families 32, 43, 62,
and 68. PROTEINS : Structure, Function, and Bicinformatics, 2004, 54:424-4332.

Rathsam €., Giffard P. M, and Jacques N A, The Cell-Bound Fructosyltransferase of
Streptococcus  salivarivs: the Carbowyl Terminus Specifies Attachment in a
Streplococcus gordonii Model System. Journal of Bactertology. 1993, 175{14):4520-
4527,

Rathsam €. and Jacques N.A, Role of C-terminal Domains in Surfec Attachment of the
Fructesyltransferases of Streptococecus safivarius ATCC 25975, lournal of Bactericlogy.
1995, 180(23):6400-6403.

Roberfroid, M. B. Prebiotics and probictics: are they functional foeds? am 1 Clin Nutr.
2000, 71:16825-16875.

Rozen, R; Bachrach, G; Bronshteyn, M; Gedalia, I; Steinberg, D. The role of fructans
on dental biofilm formation by Streptococcus sobrinus, Streptococcus muotans,
Streprococcus gordanil and Actinomyces viscosus. FEMS Microbiol Lett. 2001,
195:205-210

Shiroza, T. and Karamitsu, Sequence analysls of the Skreptococcus mutans
fructosyltransferase gene and Aanking regions. 1. Bactericlogy,. 1988, 170 810-816.

Singh A, and Havashi K. Construction of chimeric B-glucesidases with improved
enzymatic properties. 1 Biol Chem. 1995, 270(373:21928-33,

71



B,

&3,

i,

67,

BE.

G4,

0.

il

72,

73

74

7o

76,

Song D. D. and Jlagues M. A, Purification and enzymic properties of the
fructosyltransferase of Strepltococcus salivarius ATCL 25975, Biochem, ], 1999,
341:285-291.

Tanaka T., Yamamoto 5., @i 5., Yamamoto T. Structures of heterogligosaccharides
synthesized by levansucrase. 1. Biochem. 1581, 90{2):521-526,

Tanake T, Qi 5, Yamamato T. Synthesis of levan by levansucrase, Some
factors affecting the rate of synthesis and degree of polymerization of levan. ]
Biocharm. 1979, B5{1):287-93.

Tieking M., Ehrmann M.A., Yogel R.F. and Ganzle M.G. Molecular and functional
characterization of a  levansucrase from the sourdough isolate Lactohacifius
sanfranciscensis TMW 1.3592, Appl Microbiol Biokechnal, 2005, 66:655-663.

Van Geel-Schutten, G. H., Faber, E. J; Smit, E; Bonting, K; Smith, M.R; Ten Brnnk, B;
Kamerling, 1. P; ¥liegenthart, 1. F. G; y Dijkhuizen, L. Biochemical and structural
characterization of the glucan and fructan exopolysaccharides synthesized by the
Lactobaciius reuter wild-type strain and by mutant strains. Applied and Environmental
Mlcrgbiglogy, 1999, 65:3008-3014.

Van Hijum., Van Geel-Schutten,G.H., RahaouiH., Van Cer Maarel,M.).E.C. and
Oijkhuizen,L. Characterization of a Mowel Fructosyltransferase from Lactobaciifus
reuteri that Synthesizes High-Malecular-Welght Inulin and Inulin
Oligosaccharides Appl. Environ, Microblel, 2002, 63:4390-4398

Van Hijum,S.A., Szalowska,E., van der Maarel,M.J. and Dijkhuizen,L. Biochemical and
malecular characterization of a |evansucrase from Lactobacilius reuteri, Microbiology,
2004, 150:621-530

Vijn I, armd Smeekens 5. Fructan: More than a reserve carbohydrate?. Flant
Physialegy, 1999, 120: 351-359,

Vogel €., Bashton M., Kerrison M. D., Cheotia C., Teichmann S. A. Structure, function
and evolution of multidomain proteins. Current Opinion in Structural Blolegy, 2004,
14.7208-216.

Wada, T; Ghguchi, M. v Iwai, ¥. A novel enzyme of Baciffus zp. 217C-11 that produces
Inulin from sucrose. Biosci Bictechnol Biocherm. 2003, 67:1327-1334.

Waldherr F., Meissner D., Yogel R. Genetic and functional characterization of
Lactobaciftus panis levansucrase. Arch. Microbiol. 2008. 190{4):497:505.

Wang 1.H., Tsat M.T., Lee <. C. and Shaw 1.F. Construction of a Recombinant
Thermostable B-Amylase-Trehalose Synthase Bifunctional Enzyme for Facilitating The
Conversion of Starch to Trehalose. ). Agric. Food Chem. 2007, 55:1256-1263

Wang JH, Tsai MY, Chen 11, Lee GC, Shaw JF. Rote of the C-terminal domain of

Thermus thermophifus trehalose synthase in the thermophilicity, thermostability, and
efficient production of trehalose. 1 Agric Fogd Chem, 2007, 55{9:3435-43.

72



77.

FE.

79,

Yamamaotoe Y, Takahashi ¥, Kawano M, lizuka M, Matsomote T, Saeki 5, Yamaguchi. [n
vitro digestibility and fermentability of levan and its hypocholesterolemic effects in
rats. J Mutr Biochern. 1999, 10:13-B.

¥anase H., Maeda M., Hagrwara E., Yagi H., Taniguchi K. and Okamoto K, Identification
of functicnally impartant amine acid residues in Zymomonas mobilis levansucrase. 1
Biocham. 2002, 132{4):565-572,

Zhao. Y., Blumer 5. E., and Sundin G, W, Identfication of Erwinia amyiovora Genes

Induced during Infection of Immature Pear Tissue. Jaurnal of Bacteriology. 2005,
go8s-8103

73



	Portada
	Índice de Contenido
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Antecedentes
	4. Hipótesis   5. Objetivo   
	6. Materiales y Métodos
	7. Resultados y Discusión
	8. Conclusiones
	9. Anexos
	10. Bibliografía

