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ABREVIATURAS

CBM Dominios de Union a Carbohidratos (Carbohydrate Binding Modules)
SBD Dominios de Union al almidén (Starch Binding Domain)

CFS Sitio de unién en la zona céncava (Concave Face Site)

VLS Sitio de unién en la zona variable (Variable Loop Site)

AFM Microscopia de fuerza atdomica (Atomic Force Microscopy)

ITC Calorimetria de Titulacion Isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry)
AGE Electroforesis de Afinidad (Affinity Gel Electrophoresis)

CD Dicroismo circular (Circular Dichroism)

RMSD Raiz de desviacion cuadratica media (Root Mean Square Deviation)



RESUMEN

Los méddulos de uniéon a carbohidratos (CBM, por sus siglas en inglés) unen
carbohidratos a través de interacciones CH-n, enlaces de puente de hidréogeno e
interacciones hidrofébicas. Se ha establecido que los aminoacidos aromaticos son
mediadores de la interaccion de dominios de unién al almidén (SBD, por sus siglas
en inglés) con el sustrato. Sin embargo, mutaciones puntuales en el sitio de union
de un CBM26 del dominio de unidon al almidén de la a-amilasa de Lactobacillus
amylovorus (LaCBMZ26), mostraron que un residuo no aromatico conservado
también es esencial en la funcién de reconocimiento del almidén, ya que la mutacion
de la glutamina 68 por leucina (Q68L) elimina la union al almidén y a la B-
ciclodextrina, incluso en presencia de aminoacidos aromaticos necesarios para la
unién del ligando. El andlisis de la estructura secundaria de las proteinas mutadas
indica que no hay cambios a nivel de estructura secundaria con respecto al dominio
silvestre. Por otro lado, mutaciones combinatorias de cinco residuos del sitio de
union (Y18, Y20, Q68, E74 y F77) provocaron la pérdida de la funcién, lo cual podria
estar asociado a cambios a nivel de estructura secundaria. Es probable que las
mutaciones en el LaCBM26 sean incompatibles con el plegamiento de estas
proteinas, lo que sugiere que el dominio LaCBM26 tiene poca tolerancia al cambio

por lo tanto su evolucion puede ser limitada.



ABSTRACT

The carbohydrate-binding modules (CBM) bind carbohydrates through CH-n
interactions, hydrogen bond interactions and hydrophobic interactions. It has been
established that aromatic amino acids are mediators of the interaction of starch
binding domains (SBD) with the substrate. However, point mutations in the binding
site of a CBM26 of the starch binding domain of the a-amylase of Lactobacillus
amylovorus (LaCBM26), showed that a conserved non-aromatic residue is essential
in the recognition function of the starch, since the mutation of Glutamine 68 by
leucine (Q68L) eliminates binding to starch and B-cyclodextrin, even in the presence
of aromatic amino acids necessary for ligand binding. Analysis of the secondary
structure of the mutated proteins indicates that there are no changes at the
secondary structure level with respect to the wild-type domain. Otherwise,
combinatorial mutations of five residues of the binding site (Y18, Y20, Q68, E74 and
F77) caused the loss of function, which could be associated with changes at the
secondary structure level. It is likely that mutations in LaCBM26 are incompatible
with the folding of these proteins, suggesting that the LaCBM26 domain has little

tolerance to change and therefore its evolution may be limited.



1. Introduccién

Los CBMs son dominios no cataliticos, ampliamente distribuidos en bacterias,
arqueas Yy eucariotas. Aunque pueden presentarse como dominios aislados,
normalmente forman parte de enzimas multimodulares como glucosiltransferasas y
glucésido-hidrolasas, donde su principal funcidon es permitir su interaccién con
sustratos insolubles, como celulosa, xilano y almiddn. Estos dominios han sido
clasificados en 88 familias con base en su similitud en secuencia de aminoacidos,
de los cuales quince (CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41, CBM45,
CBM48, CBM53, CBM58, CBM68, CBM69, CBM74, CBM82 y CBMS83) se

distinguen por su capacidad para reconocer principalmente almidon y/o

maltooligosacaridos (Carbohydrate Active Enzymes database: http://www.cazy.org/;
Lombard et al., 2014).

Estos dominios de union al almidén (SDBs) se han encontrado en enzimas como
las amilasas ya sea de forma aislada o formando tdndems, lo cual mejora de forma
importante su afinidad por el sustrato al tener un efecto cooperativo (Boraston et al.,
2006; Guillén et al., 2007). También se ha asociado la presencia de CBMs en
tandems para diversificar la capacidad de reconocer otros sustratos (Motherway et
al., 2008) e incluso contribuir e incrementar la degradacion de los granulos de
almidon insolubles (Valk et al., 2016, 2015).

Como ejemplo de amilasas bacterianas que tienen SBDs en tandems con mas de
tres CBMs, se encuntran las a-amilasas de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
manihotivorans y Lactobacillus amylovorus, que presentan cuatro o cinco dominios

de la familia CBM26 idénticos en tandem (Giraud and Cuny, 1997). Este arreglo tan
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particular no se ha observado en a-amilasas de otros microorganismos u
organismos eucariontes, lo que resulta de interés ya que aun no se conoce la
importancia biolégica de la presencia de este arreglo en tandems, mas alla del
incremento de la afinidad al almidén insoluble (Guillén et al., 2007).

Cada médulo CBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus (LaCBM26), conformado
por cinco repeticiones idénticas en tandem, es capaz de unir almidén insoluble,
amilopectina, amilosa, pululano y glucégeno. Por estudios de mutagénesis dirigida
se sabe que para la union al almidén son importantes tres residuos aromaticos, Y18,
Y20y W32; de los cuales el W32 es indispensable para la funcion, ya que la mutante
W32L no es capaz de unir almiddn soluble, mientras que las mutantes Y18L y Y20L
unen almidon diferencialmente y en menor medida que el dominio silvestre
(Rodriguez-Sanoja et al., 2009).

Por otro lado, estudios estructurales indican que seis aminoacidos, W36, Y23, Y25,
Q71, G76 y E77 en otro CBM de la familia 26 presente en la amilasa G-6 de Bacillus
halodurans C125 (BhCBM26) participan en la interaccién con maltosa (PDB:2C3H;
Boraston et al., 2006). La unién se da, basicamente, a través de interacciones tipo
van der Waals con los residuos Y25 y W36, estabilizadas por cinco puentes de
hidrogeno formados por residuos aromaticos (Y23), polares (Q71 y E77) y no
polares (G76) (Boraston et al., 2006).

En los dominios LaCBM26 y BhCBM26, los aminoacidos de unién relevantes estan
conservados (a excepcién de la G76). Sin embargo, y de forma interesante, existe
unicamente un 28% de idéntidad en la secuencia de aminoacidos de ambos

dominios. Esto sugiere que la disposicion de los aminoacidos en el sitio de unién es
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diferente, y justifica mas estudios para determinar el papel que desempefian los
residuos aromaticos y no aromaticos, en la unién al sustrato del dominio LaCBM26.
La importancia de los aminoacidos aromaticos como mediadores de la interaccion
CBM-carbohidrato, ha sido establecida en varias ocasiones (Bharali et al., 2007;
Bolam et al., 2001; Cid et al., 2010). Sin embargo, no existe informacion suficiente
que describa el impacto producido durante la sustituciéon de residuos polares en
dominios de union al almidon.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue caracterizar la participacion de los
residuos aromaticos y no aromaticos del dominio LaCBM26 en el reconocimeinto de
algunos a-glucanos, mediante analisis termodinamicos de mutantes obtenidas por

mutagénesis sitio dirigida y mutagénesis aleatoria.
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2. Marco teérico

2.1 a-glucanos

Los carbohidratos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los polimeros
de glucosa se dividen dependiendo del enlace que forman con el oxigeno del
carbono anomeérico en B-glucanos o a-glucanos. Entre los a-glucanos, el almidén
es el polisacarido mas abundante.

Los granulos de almidén son insolubles en agua y varian de tamafo (1-100um),
forma y carga, en funcidn de su origen botanico. Estos tienen de forma alternada
zonas amorfas y semi-cristalinas. La estructura de las zonas amorfas es poco
conocida, pero se estima que la mayor cantidad de amilosa presente en el granulo
se encuentra en esta zona, ademas de la amilopectina. Los anillos semicristalinos
consisten en varias laminas amorfas y cristalinas alternadas aproximadamente cada
9 nm debido principalmente a la amilopectina, aunque cadenas de amilosa podrian
estar involucradas (Figura 1; Vamadevan and Bertoft, 2015).

La amilosa constituye del 15-25% del almidén, son cadenas lineales de glucosas
unidas mediante enlaces a-1,4-glucosidos, aunque pueden contener hasta 0.1% de
ramificaciones presentes como enlaces a-1,6-glucosidicos. En contraste, la
amilopectina esta conformada de enlaces a-1,4-glucosidos con una proporcion del
5-6% de ramificaciones por la presencia de enlaces a-1,6-glucosidicos.

De forma similar, el glucégeno, la principal forma de almacenamiento de glucosa en
mamiferos, esta formado por cadenas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos
o-1,4- y a-1,6-, pero a diferencia del almidén, tiene mayor frecuencia de

ramificaciones, cerca del 9% (Buléon et al., 1998; Kossmann and Lloyd, 2000).
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Granulo de almidon 1

[-"\

Semi-cristalino Hilum Amorfn{i‘a.....~
(C) (A)

Figura 1. Caracteristicas estructurales de los granulos de almidén. Micrografia de granulos
de almiddn de papa (imagen izquierda). 1-5) Representacion esquematica de los diferentes
niveles estructurales en un granulo de almidén. 1) Estructura laminar, indicando como se
intercalan las zonas amorfas (A) y semi-cristalinas (C). 2 y 3) Acercamiento de las zonas A
y C, que también indica que la ultima capa del granulo es principalmente amorfa. 3) Zona
semicristalina formada principalmente por amilopectina formando dobles hélices (4),
mientras que en la zona amorfa principalmente hay ramificaciones (5). Adaptado de

Vamadevan y Bertorft, 2015.

Otros a-glucanos importantes son el pululano, que esta formado por unidades de
maltotriosa, tres unidades de glucosa unidas por un enlace a-1,4-glucosidico,

unidas por un enlace a-1,6-glucosidico; y el dextran, que es un polisacarido de
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unidades de glucosa unidas principalmente por enlaces a-1,6-glucosidico con
ramificaciones de enlaces «-1,2-, a-1,3- y a-1,4-glucosidico en proporciones
variables (Figura 2; Xu et al., 2014).

Dentro de los a-glucanos también se encuentran los productos de degradacion de
los polisacaridos antes mencionados como malto-oligosacaridos de diferentes
longitudes y otros sintetizados por conversion enzimatica a partir de almidén, como

las ciclodextrinas (a-, B-, y-, 6-ciclodextrina; Figura 2).

CH,OH CH,OH CH,0H

N Zoo 2oo i 0
- L . OH OH OH OH

Sy (T SIS OH OH ],  oOH

. j F Maltotretosa

Pululano

' ’ \ ’. “ re b0
N IS ~ . - OH L--t-4--0-CH,

J . — L ' - | OH S0
» A . o P - e A, ‘n J/ .
A, pco . S ! " «-16 | OH
HN 7 Lol
e ! p: Vol ] - 1 + O
N i ~ - ~ w13 OH
I . , . e { - ‘m
\ " { «-16
Dextran

Ciclodextrinas

Figura 2. Estructura de algunos de los principales alfa-glucanos.

Aunque, todos estos carbohidratos estan formados basicamente por enlaces a-1,4-

y a-1,6-glucosidicos, muchas de las propiedades y caracteristicas funcionales de
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los mismos dependen en gran medida de la organizacién y longitud de las cadenas
de glucosa. Por lo que, la estructura y organizacién tridimensional de estos

carbohidratos generalmente es compleja.

2.2. Dominios de unién a carbohidratos

2.2.1. Importancia Biolégica de los CBMs

Los modulos de unién a carbohidratos (CBM, por sus siglas en inglés) son dominios
no cataliticos, definidos como médulos de anclaje que principalmente forman parte
de enzimas multimodulares relacionadas al metabolismo de polisacaridos.
Funcionalmente, estos dominios permiten la interaccién entre el sustrato insoluble
y la enzima en solucién, lo que incrementa la concentracién del sustrato en el sitio
activo del dominio catalitico (Rodriguez-Sanoja et al., 2005), lo que permite
aumentar la hidrélisis de sustratos insolubles; mantener el dominio catalitico en
proximidad al sustrato; promover la desorganizacion estructural de carbohidratos
complejos; y anclar proteinas en la superficie celular (Guillén et al., 2010).
Generalmente, los CBMs se encuentran en la naturaleza en una amplia diversidad
de enzimas como las glucdsido-hidrolasas y glucésido-transferasas, entre otras,
(CaZy, www.cazy.org) en las cuales, su importancia va mas allad de permitir la
interaccidn de la enzima con el sustrato, ya que también se les atribuye la capacidad
de modular las propiedades cataliticas de la enzima. Por ejemplo, en la enzima
almidoén sintasa Il (SSIIl) de Arabidopsis thaliana, la capacidad catalitica de la
enzima es modulada por los SBDs (CBMs de la familia 48) en el amino terminal

(Valdez et al., 2008).
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Por otro lado, la desorganizacion de sustratos insolubles por CBMs se ha
demostrado en quitina, celulosa y almidon. EI dominio CBM33 de una quitinasa de
Serratia marcescens une quitina insoluble, provocando cambios estructurales en el
sustrato y aumenta la accesibilidad al mismo (Vaaje-Kolstad et al., 2005).

De forma similar, el dominio de unién a celulosa presente en la endoglucanasa
(CenA) de Cellulomonas fimi, provoca cambios estructurales en fibras de celulosa
(Din et al., 1991). También se demostrd por microscopia de fuerza atémica (AFM)
que la estructura helicoidal de la amilosa tipo lll, se modifica por accién del dominio
CBM21 de la glucoamilasa de Rhizopus oryzae (RoSBD), el cual tiene dos sitios de
unién, mismos que participan en la unién y desorganizacion estructural de cadenas
de amilosa. Los dominios de RoSBD aparentemente gira las hebras de amilosa
helicoidal para exponer mayor superficie y aumentar la unién del dominio, y en
consecuencia aumentar la susceptibilidad a la hidrdlisis por la enzima glucoamilasa
(Jiang et al., 2012).

Por otra parte, se ha demostrado que algunos CBMs permiten la adhesién a
bacterias, debido a que éstos unen polisacaridos presentes en la pared celular
bacteriana. Por ejemplo, se analizaron las propiedades de union de tres CBMs de
la familia 37 de Ruminococcus albus, lo cual mostré6 que el CBM37, que une
celulosa, también es capaz de unirse a la superficie de R. albus (Ezer et al., 2008).
También, Salama-Alber et al., (2013) demostraron que el sistema celulésico de
Ruminococcus flavefaciens esta anclado a la pared celular bacteriana a través de
una subunidad de andamio ScaE relativamente pequefa, conformada de una

cohesina de tipo llle responsable de la unién de dos proteinas de andamio: ScaB y
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la proteina de unidn a celulosa CttA. Esta ultima, media la uniéon al sustrato
bacteriano a través de dos médulos de unién a carbohidratos.

En consecuencia, conocer y comprender las funciones naturales de los CBMs en
las interacciones proteina-carbohidrato en los diferentes sistemas bioldgicos puede
permitir desarrollar aplicaciones biotecnoldgicas, por ejemplo, el desarrollo de
biocombustibles, biomateriales, entre otras, y contribuir a la ingenieria molecular de

estas proteinas.

2.2.2. Caracteristicas estructurales
Con base en la similitud de la secuencia de aminoacidos, los CBMs se clasifican en

88 familias dentro de la base de datos CaZy (www.cazy.org), en la cual se

incorporan constantemente nuevas secuencias y familias (Lombard et al., 2014).
Estas familias engloban dominios con la capacidad de unir a practicamente todos
los carbohidratos existentes en la naturaleza, desde polisacaridos estructurales y
de reserva, hasta factores de virulencia (Guillén et al., 2010).

Hasta el momento, son siete diferentes plegamientos los reportados para los CBMs,
entre los que destacan el barril beta distorsionado (B-sandwich), p-trefoil, Cysteine
knot, OB fold, Hevein fold y like-hevein fold. Sin embargo, la estructura de -
sandwich es la predominante entre los distintos CBMs (Figura 3; Boraston et al.,
2004; Hashimoto, 2006). En la mayoria de los CBMs el sitio de unioén a carbohidratos
esta localizado hacia la cara concava (CFS, por sus siglas inglés) de la estructura

de B-sandwich, aunque también puede ser localizado hacia uno de los extremos del
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dominio entre una region predominantemente desordenada, por lo que se conoce

como variable (VLS, por sus siglas en inglés; Abbott and van Bueren, 2014).

SN
B-sandwich B-trefoil Cystein knot

D E F ~

AN

(;B—fold Heveina Like-hevein fold

Figura 3. Principales plegamientos que adoptan los CBMs. A) Dominio de unién a xilano
(CBM4-2) de la xilanasa 10A de Rhodothermus marinus (PDB ID 1K45), B) Dominio CBM42
de Clostridium thermocellum (PDB ID 3KMV), C) Dominio de unién a celulosa (CBM1) de
la Celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei (PDB ID 1AZ6), D) Dominio de unién a celulosa
(CBM10) de la xilanasa A de Pseudomonas fluorescens sp. cellulosa (PDB ID 1E8R), E)
Heveina (CBM18) (PDB ID 1HEV), F) Proteina de avirulencia 4 (CBM14) de
Pseudocercospora fuligena (PDB ID 4Z4A). Representacién esquematica que muestra los
elementos de estructura secundaria: hebras beta (azul), hélices (rojo) y giros (amarillo). Las

estructuras fueron generadas con el software Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).
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La unién de carbohidratos depende de la apropiada topologia que complementa la
estructura del sustrato y de la orientacion de los aminoacidos conservados
localizados en el sitio de union de los CBMs. La topologia del sitio de unién puede
ser de tipo planar, conocida como topologia A, la cual es caracteristica de los CBMs
que tienen la capacidad de unir celulosa (Boraston et al., 2004; Georgelis et al.,
2012; Gilbert et al., 2013); también destaca la topologia en forma de canal o
hendidura, conocida como topologia tipo B, caracteristica de los CBMs que unen
cadenas de oligosacaridos como xilano o amilosa, entre otros (Boraston et al., 2004;
Gilbert et al., 2013; Luis et al., 2013; Simpson et al., 2002); y la topologia tipo C que
tienen forma de cavidad y que permite la unién a carbohidratos pequefios como
mono-, di-, y tri-sacaridos, principalmente (Figura 4; Boraston et al., 2004, 2001;
Gilbert et al., 2013). Cambios sutiles en la topologia del sitio de unién determinan la
especificidad por el ligando y explican por qué los CBMs con aparente estructura

similar reconocen diferentes sustratos.

4 g;‘,‘:"/ft;: ('
/r e W Ned
p®Ye ]
CBM63-type A CBM58-type B CBM71-type C

Figura 4. Diferentes tipos de topologia del sitio de unién en CBMs. A) Topologia tipo A:

CBM®63 de la expansina EXLX1 de Bacillus subtilis en complejo con celohexosa (PDB ID
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4FER), B) Topologia tipo B: CBM58 de la a-amilasa Bacteroides thetaiotaomicron en
complejo con maltoheptosa (PDB ID 3K8L), C) Topologia C: CBM71 de la B-galactosidasa
(BgaA) de Streptococcus pneumoniae en complejo con p-D-galactopiranosil-1,4-N-acetil-D-
glucosamina (PDB ID 4CUB). Aminoacidos aromaticos que establecen interacciones tipo
CH-n se muestran en azul, los aminoacidos que establecen enlaces de puente de hidrégeno
se muestran en magenta, los sustratos se muestran en verde en todos los casos. Las

estructuras fueron generadas con el software Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).

Tomada de Armenta et al., 2017.

2.2.3. Interaccioén de los CBMs con carbohidratos

Los carbohidratos y las proteinas son de las principales biomoléculas que existen
en la naturaleza, por lo que su interaccién domina una amplia cantidad de funciones
esenciales para la vida, por ejemplo, la adhesion celular, procesos de infeccion,
diferentes aspectos de la respuesta inmune, comunicacion celular, entre muchas
otras (Gabius et al., 2011).

La unidn entre estas biomoléculas esta dada principalmente por tres diferentes
interacciones: 1) interacciones polares, principalmente enlaces de puente de
hidrogeno y 2) interacciones CH-n, ademas de 3) interacciones hidrofébicas.

Los enlaces de puentes de hidrégeno son una interaccion ion-dipolo entre un atomo
electronegativo, como el nitrégeno y oxigeno, con un atomo de hidrogeno que
requiere aprox. 5-30 kd/mol de energia. Debido a los numerosos grupos —OH en los
polisacaridos, estos enlaces se establecen de manera cooperativa,
comprometiendo simultdneamente las propiedades donante/aceptor de un grupo

hidroxilo, y las interacciones bidentadas con las cadenas laterales de aminoacidos
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polares como acido aspartico y glutamico, asparagina, glutamina, arginina y serina,
entre otros (Gabius et al., 2011). Ademas, los enlaces de puente de hidrégeno
también se establecen tanto con los grupos hidroxilo, como con grupos amino y
carboxilo de los aminoacidos.

Los enlaces de puentes de hidrogeno son importantes durante la interaccion CBM-
carbohidrato, debido a su contribucién en la afinidad, asi como en la selectividad,
siendo en muchos casos la disposicion estereoquimica caracteristica de los grupos
hidroxilo lo que le da a una proteina su especificidad hacia algun tipo de polisacarido
(Fernandez-Alonso et al., 2012).

La interaccion CH-r, se puede clasificar entre un enlace de hidrégeno convencional
e interacciones mas débiles dominadas por fuerzas de dispersion, que dependen
de la polaridad de un grupo donador. Por tanto, esta interaccion involucra un
componente de dispersion o de van der Waals, y un componente electrostatico,
siendo este ultimo el de menor contribucidn. En sistemas modelo como
benzeno/metano (CH/x) o agua (OH/ =) se ha predicho que tiene una energia de
interaccion entre 4-16 kd/mol (Tsuzuki et al., 2000).

Hudson y col. (2015) establecieron algunas caracteristicas que definen la
interaccion CH-r en proteinas, tales como tener un angulo theta (0) < 40°, un angulo
psi (@) entre 120° y 180°, una distancia (C-X) < 4.5 A y una distancia de proyeccion
(Cp-X) < 1.6-2.0 A (Figura 5). La interaccion mas fuerte ocurre cuando el enlace CH-
interacciona directo al centro del anillo aromatico (es decir, 6 = 0° y ¢ = 180°).
Cambiar el valor de @ o el desplazamiento lateral del grupo donante (definido por

0), solo reduce ligeramente la energia de interaccion. Solo cuando aumenta la
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distancia donante-aceptor (C-X), la energia de interaccion global disminuye. Por lo
tanto, la ubicacion del carbono determina la energia de interaccién en lugar de la

ubicacién del proton. (Plevin et al., 2010).

A B

O,H . ’

His

4\

H,N

Figura 5. Caracteristicas que definen la interaccion CH-n y los aminoacidos que participan.
A) Parametros para identificar la interaccién CH-n : 6 < 40°, 120° < ¢ < 180°, C-X<4.5Ay
Cp-X < 1.6-2.0 A. B) Representacion superficial que muestra el potencial electrostatico del
sistema n de la cadena lateral de los aminoacidos triptéfano, tirosina, fenilalanina e histidina.
Escala: 2130 kJ/mol (electropositivo, azul), neutro (verde) y -130 kd/mol (electronegativo,

rojo). Adaptada de Hudson et al. (2015).

Por otro lado, se han establecido cuatro residuos como importantes en la interaccion
CH-m, que en orden de importancia son:

Triptéfano>Tirosina>Fenilalanina>Histidina. La principal contribucién, y el que mas
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frecuentemente se encuentra en este tipo de interaccion, es el triptéfano. El
triptéfano presenta una superficie de densidad electronica mas electronegativa que
la tirosina y la fenilalanina (Figura 5), a través de la cual interacciona con los
carbohidratos que presentan elementos CH- formando la interaccion CH-n. La
histidina es complicada por la diferencia de enlaces de hidrogeno y estados de
protonacién que puede tomar; sin embargo, también puede estar involucrada en la
interaccién CH-n en los complejos proteina-carbohidrato (Hudson et al., 2015).

La contribucion de las cadenas laterales de aminoacidos aromaticos ocurre a través
de interacciones CH-nt y el efecto hidrofébico que se genera durante la interaccion
donde los residuos aromaticos, frecuentemente, estan apilados con el anillo de
piranosa del carbohidrato. Tal contacto tipicamente involucra dos o tres grupos CH-
de las piranosas y la densidad electronica = del anillo aromatico. Estas interacciones
pueden dar lugar a una variedad de geometrias, que puede incluir un arreglo
paralelo o antiparalelo del aromatico y las unidades del carbohidrato (Asensio et al.,
2013; Chen et al., 2013).

Por otro lado, las interacciones hidrofébicas se deben a la agrupacién de tres o mas
grupos CH- adyacentes, producto de la disposicion estérica caracteristica de los
grupos hidroxilo, lo que crea parches hidrofobicos en la superficie de los
carbohidratos que pueden establecer interacciones hidrofébicas con aminoacidos
no polares tales como leucina, isoleucina, valina, fenilalanina, entre otros. En
solventes polares, como el agua, los componentes hidrofébicos no interaccionan
con el solvente, pero provocan que el orden de las moléculas aumente, lo cual

disminuye la entropia del sistema, sin que esto represente cambios en la entalpia.
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Un segundo componente de las interacciones hidrofébicas son las fuerzas de
dispersion de London, entre las cuales estan las fuerzas de van der Waals, en las
que pueden aparecer dipolos instantaneos que establecen interacciones que de
forma individual son débiles, pero de forma cooperativa pueden ser muy poderosas
(Fernandez-Alonso et al., 2012).

Cabe senalar que la interaccion CBM-carbohidrato ocurre a pesar de no tener
caracteristicas estructurales especificas o unicas, es decir, desde el punto de vista
de la proteina, diferentes arquitecturas del sitio de uniéon suelen presentarse,
dependiendo del numero y localizacion de los residuos aromaticos.

Por lo tanto, se han establecido tres puntos importantes en la interaccién CBM-
carbohidrato: 1) La presencia de residuos aromaticos es muy importante en el sitio
de unidn, sin embargo no todos estos aminoacidos son equivalentes; 2) Existe cierta
preferencia por residuos polares en el sitio de unién para la formacién de enlaces
de hidrégeno, siendo los mas encontrados el acido aspartico y la asparagina; 3) La
presencia de residuos alifaticos esta desfavorecida en los sitios de unién (Gabius et

al., 2011).

2.2.3.1. Papel de los aminoacidos aromaticos en el sitio de union de los CBMs
Los aminoacidos aromaticos del sitio de unién son muy importantes en la interaccién
con carbohidratos, estos forman apilamientos con los sacaridos y establecen
interacciones CH-n e hidrofébicas, tipo van der Waals. Varios estudios sugieren que
la posicién y orientacién de estos residuos determina las diferentes afinidades vy

especificidades entre las distintas familias de CBMs (Boraston et al., 2004).
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Por ejemplo, el dominio CBM65A de Eubacterium cellulosolvens, tiene un sitio de
unién con cuatro residuos aromaticos (W55, W60, W99, W108), cada uno con
diferente orientacion capaz de participar de forma particular en presencia de
sustratos como xiloglucano. Mutagenizar cada uno de estos aminoacidos por
alanina disminuyo diferencialmente la afinidad por xiloglucano (W55A, ka 9.6 x 10*
M-1; WB0A, ka 3.1 x 103 M"; W99A, ka 5.0 x 103 M™") e incluso la eliminé (W108A)
en comparacion con el dominio CBM65A silvestre (ka 1.7 x 10° M"). Sin embargo,
estos aminoacidos aromaticos pueden adoptar cambios de orientacién que permiten

la union de otros sustratos como la celohexosa (Figura 6; Luis et al., 2013).

Figura 6. Interaccién de aminoacidos aromaticos con polisacaridos. A) CBM65A de
Eubacterium cellulosolvens en complejo con xiloglucano. B) CBM4-1 de la celulasa (Cel9B)
de Cellulomonas fimi en complejo con celopentosa. La estructura global de cada dominio
se muestra en color gris, los sustratos en color verde y los aminoacidos aromaticos que
participan en la interaccion en color naranja. Las estructuras fueron generadas con el

software Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).
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Otro ejemplo es el dominio CBM2b-2 de la xilanasa 11A de C. fimi, el cual tiene dos
triptéfanos, W570 y W602, en orientacion perpendicular el uno del otro, ambos
indispensables en la unién de xilano (5.6 x 10* M) y celulosa (<102 M-"). De forma
interesante, en este dominio cambiar la arginina 573 (adyacente al W570) a glicina
alteré la especificidad de unién, ya que de unir xilano unié preferencialmente
celulosa (Bolam et al., 2001). Esto debido a que la mutacién provocé un cambio en
la orientacion de W570 adoptando una forma planar, como lo requieren los CBM de
topologia A que unen celulosa.

Por lo tanto, aminoacidos como el triptéfano son importantes en el sitio de union de
los CBMs. Adicionalmente es de importancia la participacion de tirosinas en el sitio
de unién, como sucede en el dominio CBM4-1 de la celulasa (Cel9B) de C. fimi, que
tiene tres tirosinas en el sitio de union (Y19, Y85 y Y43) que establecen
interacciones hidrofébicas. De éstas, las tirosinas 85 y 43 se apilan con la primer
glucosa (Glc1) de la celopentosa (Figura 6B; Boraston et al., 2002).

Aunque generalmente el mayor efecto en la afinidad se obtiene al mutar triptéfanos
del sitio de union, existen algunas excepciones, donde el mayor efecto en la union
se obtiene al mutar tirosinas, como ocurre con el dominio CBM11 de la celulasa
bifuncional del celulosoma de Clostridium thermocellum que tiene tres aminoacidos
aromaticos, W65, Y22 y Y129. La mutacion Y22A eliminé la capacidad de unir
glucanos con enlaces 3-1,3 y p-1,4; la mutacién Y129A por su parte disminuye la
afinidad por estos polisacaridos, mientras que el menor efecto lo presenta la

mutacion W65A (Bharali et al., 2007).
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2.2.3.2. Papel de los aminoacidos polares y iones en el sitio de unién de los
CBMs

Aunque la orientacién y posicion de los aminoacidos aromaticos en el sitio de union
de los CBMs muchas veces gobierna la interaccidn con los carbohidratos, otras
interacciones, incluidas los enlaces de puentes de hidrégeno y los enlaces de
coordinacion mediados por calcio, también tienen un papel relevante en la union de
los sustratos (Abbott and van Bueren, 2014; Armenta et al., 2017; Boraston et al.,
2004; Gilbert et al., 2013).

Se ha observado, que los enlaces de puente de hidrogeno establecidos por los
aminoacidos polares tienen mayor importancia en funcion del tipo de topologia del
sitio de union. En los CBMs con topologia tipo A, mutar aminoacidos polares no
representa un efecto importante en la unién de celulosa (McLean et al., 2002).

Por el contrario, en los CBMs con topologia tipo B o C, mutar aminoacidos polares
del sitio de unién tiene, al parecer, una mayor repercusion en la union. Por ejemplo,
el dominio CBM22-2 de la xilanasa (Xyn10B) de C. thermocellum tiene varios
residuos conservados que estan implicados en la union al sustrato. En este dominio,
los aminoacidos W53, Y103 y E138 tienen un importante papel en la interaccion del
CBM22-2 con xilano, mientras que Y136 y R25 ademas de estar involucrados en la
union, tienen importancia en la integridad estructural del sitio de unién. De forma
interesante, la mutacion de la R25A provoca que dos aminoacidos aromaticos, Y103
y Y136, cambien su orientacién (Figura 7) reduciendo hasta un grado de magnitud

(~102 M) su afinidad por xilohexosa (Xie et al., 2001).
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Figure 7. Importancia de aminoacidos polares en la unién de polisacaridos. Alineamiento
tridimensional de dos mutantes puntuales [R25A (PDB ID 1H6X, color crema) y E138A (PDB
ID 1HBY, color azul)] del dominio CBM22-2 de la xilanasa 10B de Clostridium thermocellum.
En la imagen se muestra un acercamiento a los aminoacidos importantes en el sitio de
unién. Las  estructuras fueron generadas con el software  Chimera

(https://lwww.cgl.ucsf.edu/chimera).

Por otro lado, en algunas familias de CBMs ( ej. CBM36, CBM60, CBM35, CBM6,
CBM62) iones como el calcio (Ca?*) tienen importancia estructural, asi como en la
unién de polisacaridos. Por ejemplo, el CBM60 de la endo-p-1,4-xilanasa de
Cellvibrio japonicus presenta especificidad por celulosa, xilano, y -1,4-galactano.
Durante la unién con B-1,4-galactano, un atomo de Ca?* establece enlaces de
coordinacion con R59 O, H100 O, D55 041, D60 O 62, completando el octahedro
de coordinaciéon con el O2 y O3 de una molécula de galactosa y una molécula de

agua (Figura 8; Montanier et al., 2010).
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Figura 8. Importancia del ion Ca®** en CBMs. vVCBMG60 de Cellvibrio japonicus en complejo
con B-1,4-galactano (PDB ID 2XFE). Se muestran los aminoacidos que participan en la
unién formando enlaces de coordinacion con un i6n Ca?*, asi como los que participan de
forma directa con el sustrato (W85). Con la flecha se indican las moléculas de agua que
completan el octahedro del i6n Ca®* que participa en la union del sustrato, asi como el que
es estructural. Las estructuras fueron generadas con el software Chimera

(https://lwww.cgl.ucsf.edu/chimera).

De la misma forma, el dominio CBM35 de una ramnogalacturon liasa de C.
thermocellum, tiene un ion Ca®* en el sitio de unién con el cual se establecen
enlaces de coordinacién al unir carbohidratos. También, tiene iones Ca®*
involucrados en la dimerizacion (Dhillon et al., 2018) de forma similar como ocurre

en el dominio CBM62 de C. thermocellum (Montanier et al., 2011).
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2.3. Aplicaciones biotecnolégicas y nuevos retos en el uso de CBMs

Los CBMs han sido empleados en novedosas aplicaciones biotecnoldgicas (Oliveira
et al., 2015). Algunas de las cuales son como tallo de purificacién a celulosa
(Kavoosi et al., 2007; Ramos et al., 2010; Sugimoto et al., 2012) y almidén (Guillén
et al., 2013; Lin et al., 2009). Debido a su plegamiento independiente, la fusion de
distintas proteinas a algunos CBMs ha permito expandir las aplicaciones en las que
pueden emplearse, por ejemplo, en el desarrollo de tecnologias para el tratamiento
de agua contaminada con atrazina (Kauffmann et al., 2000); la fusién al dominio
catalitico de una cutinasa termoestable de Thermobifida fusca, donde tiene
aplicacién potencial en el biocultivo del algodén para la industria textil (Zhang et al.,
2010); el desarrollo de vacunas (Guillén et al., 2014; Moreno-mendieta et al., 2014);
de biopeliculas (Rivkin et al., 2015), entre otras aplicaciones.

Adicionalmente, se ha sugerido que los CBMs podrian ser blancos de estrategias
de mutagénesis para mejorar algunas de sus propiedades. Por ejemplo, se ha
sugerido que estas proteinas podrian funcionar como plataformas para la
generacion de nuevas proteinas sucesoras que tengan mejor especificidad y/o
afinidad por algunos sustratos (Gunnarsson et al., 2004), ya que en su mayoria,
tienen una estructura tridimensional altamente conservada en diferentes miembros
de diferentes familias, con un sitio de unién al sustrato expuesto en la superficie. Sin
embargo, hasta el momento han sido pocos los trabajos en los que esto se ha
demostrado experimentalmente (Armenta et al., 2017), en comparacion con los
miles de proteinas depositadas en la base de datos de CaZy (www.cazy.org). Por
lo que es importante llevar a cabo estudios mas profundos que permitan entender

mejor los mecanismos de union a los distintos sustratos de los CBMs, asi como los
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requerimientos estructurales de los mismos, que permitan el disefio de nuevas

proteinas.

2.4. Mutagénesis como estrategia para el estudio de CBMs

2.4.1. Mutagénesis sitio dirigida

De acuerdo con lo mencionado en los apartados 2.2.3.1y 2.2.3.2, la importancia de
aminoacidos en el sitio de unién ha sido revelada, principalmente, por estudios de
mutagénesis sitio dirigida. Esta estrategia permite modificar cualquier aminoacido
de forma especifica y conocer el impacto de dicha mutacién en diversos aspectos
de una proteina (Hemsley et al., 1989). En los CBMs, no sélo ha sido utilizada para
conocer la importancia de aminoacidos en el sitio de union, sino también para
modificar la afinidad o la especificidad en estas proteinas (Chang et al., 1998; Linder
et al., 1995; Zhang et al., 2013). Por ejemplo, la mutacién Y5W en el CBM1 de la
celulobiohidrolasa | de T. reesei, mejoré dos veces la afinidad por celulosa (Linder
et al., 1995). De forma semejante, las mutaciones W68Y y W68L en el dominio
CBM2 de la endoglucanasa A de C. fimi, cambiaron por completo la especificidad
de este domino que pasé de unir celulosa a unir fibras de polietileno tereftalato

(Zhang et al., 2013).

2.4.2. Mutagénesis aleatoria y procesos de seleccion
Aunque las bases moleculares para la prediccién y el disefio de nuevas proteinas
aun son limitadas, se han desarrollado diversas estrategias de mutagénesis que

permiten encontrar nuevas proteinas con cambios en mas de un aminoacido de
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interés. Esta estrategia imita a la naturaleza al generar mutaciones aleatorias y al
azar seguidas de un proceso de seleccion.

El despliegue en fagos se ha utilizado en la busqueda de nuevas proteinas a partir
de CBMs de la familia 1 (Lehtio et al., 2000; Smith et al., 1998) y 4 (Gunnarsson et
al., 2007, 2006a, 2004). Respecto al dominio CBM1 de la celobiohidrolasa | de T.
reesei, mediante la mutagénesis semi-aleatoria con oligonucleétidos degenerados,
fueron mutados siete residuos. La biblioteca generada fue desplegada en el fago
M13 y seleccionada por su afinidad a celulosa, asi como a tres diferentes proteinas
(B-glucoronidasa, fosfatasa alcalina bovina y a-amilasa). De la seleccion se
reportaron dos variantes del dominio CBM1 con capacidad de interaccionar con -
glucoronidasa o fosfatasa alcalina bovina, perdiendo su capacidad de unir celulosa
(Smith et al., 1998), dos variantes mas que interaccionan con la a-amilasa porcina
(Lehtio et al., 2000) y dos mas presentaron la capacidad de unir Ni2* (Wernéus et
al., 2001).

Por otro lado, el dominio CBM4 de una xilanasa de Rhodotermus marinus fue
mutado semi-aleatoriamente al cambiar doce aminoacidos, mediante
oligonucledtidos degenerados. La biblioteca generada también fue desplegada en
el fago M13 y fue seleccionada con diferentes carbohidratos como xilano,
xiloglucano, y la glucoproteina humana 1gG4 (Gunnarsson et al.,, 2004). La
estrategia permitié encontrar proteinas con mejor especificidad hacia xilano
(Gunnarsson et al., 2007), mejor afinidad por xiloglucano (Gunnarsson et al., 2006b)
y especificas a IgG4 (Gunnarsson et al., 2006a). Variantes como la X-2 y XG-34

obtenidas a partir del dominio CBM4, han dado a conocer algunas de las
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caracteristicas moleculares y estructurales que determinan la especificidad y
afinidad por xilano y xiloglucano, respectivamente (Gullfot et al., 2009; Schantz et
al., 2009).

Por lo tanto, la mutagénesis aleatoria en combinacion con tecnologias, como el
despliegue en fagos, son herramientas poderosas que pueden contribuir a entender
los determinantes estructurales durante la interaccion CBM-carbohidratos, asi como
ser una estrategia para la busqueda de nuevas proteinas con caracteristicas
estructurales interesantes que pueden ser utilizadas en diferentes aplicaciones

biotecnoldgicas.
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3. Antecedentes

Dentro de la clasificacion de CBMs, un subgrupo se conoce como dominios de unién
al almidon (SBDs, por sus siglas en inglés), ya que tiene la capacidad de unir
almidén y otros a-glucanos. Las familias que pertenecen a este subgrupo son:
CBM20, CMB21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41, CBM45, CBM48, CBM53,

CBM58, CBM68, CBM69, CBM74, CBM82 y CBM83 (CaZy www.cazy.org, revisado

octubre, 2018).

Curiosamente, algunos SBDs forman tandems de hasta cinco dominios, tal es el
caso de algunos lactobacilos (L. plantarum, L. manihotivorans y L. amylovorus) que
presentan cuatro o cinco dominios de la familia 26 (CBM26) (Giraud and Cuny,
1997; Morlon-Guyot et al., 2001), pero regularmente se encuentran tandems con
dos dominios, como en la amilasa de B. halodurans C125 con una serie CBM25-
CBM26 (Boraston et al., 2006). El dominio de unién al almidén (SBD) de la a-
amilasa de L. amylovorus esta compuesto por cinco moédulos idénticos en tandem,
pertenecientes a la familia 26 de modulos de unién a carbohidratos (CBMs) (Giraud
and Cuny, 1997; Rodriguez-Sanoja et al., 2005).

Particularmente, de la familia CBM26 se conocen la estructura de tres dominios: el
dominio CBM26 de la amilasa de B. halodurans C125 (PDB ID 2C3G); el dominio
CBMb (CBM26-1) y CBMc (CBM26-2) de la a-amilasa de Eubacterium rectale
(cristalizado en tandem, PDB ID 6B15), los cuales adoptan el plegamiento B-
sandwich caracteristicos en los CBMs. De acuerdo con la informaciéon de las
estructuras obtenidas con maltosa y maltoheptosa, respectivamente, hay tres

aminoacidos aromaticos importantes para la union al almidén: W36, Y23 y Y25 en
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el CBM26 de B. halodurans C125; W208, Y196 y Y198 en el CBM26-1 y W314,
Y297 y W299 en el CBM26-2 de E. rectale (Boraston et al., 2006, 2004; Cockburn
et al., 2018). La informacién estructural de los dominios cristalizados muestra que,
ademas de los aminoacidos aromaticos mencionados, hay diferentes aminoacidos
polares que establecen enlaces de puentes de hidrogeno, pero que no estan
conservados en todos los dominios.

Por otro lado, un dominio CBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus ha sido
estudiado mediante mutagénesis sitio dirigida, para conocer el papel de distintos
aminoacidos aromaticos en la unién al almidén (Rodriguez-Sanoja et al., 2009). Los
autores mencionan que solo tres aminoacidos aromaticos son importantes para la
unién de almidén: W32, Y18 y Y20, siendo el W32 indispensable para la funcion, ya
que su mutacion provoca la pérdida total del reconocimiento hacia almidén. Estos
datos concuerdan con la importancia de los aminoacidos aromaticos como
mediadores de la interaccion proteina-carbohidrato (Boraston et al., 2004;
Hashimoto, 2006).

Sin embargo, en el dominio CBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus no se conocen
todos los aminoacidos que interaccionan con almidén u otros maltooligosacaridos,
ya que se desconoce la estructura. Aunque, informacion estructural del dominio en
complejo con el sustrato es deseable, la naturaleza autoproteolitica de este dominio
ha dificultado el obtener cristales para conocer su estructura. Por lo que, estrategias
de mutagénesis son una alternativa para elucidar la participaciéon de distintos

aminoacidos conservados en el sitio de union.
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4. Justificacion

La importancia de los CBMs en la union de carbohidratos demanda mas estudios
que aporten informacion acerca de la relevancia de los aminoacidos que participan
en la interaccion con el sustrato, ya que poco se conoce de las condiciones
estructurales que determinan su especificidad y afinidad.

Actualmente, se desconoce la estructura terciaria del SBD de la a-amilasa de L.
amylovorus. Por lo que son necesarias otras estrategias que permitan conocer el
papel de los distintos aminoacidos conservados durante la unién con almidén.
Entender este proceso es de vital importancia para el disefio de nuevos CBMs y el

desarrollo o mejoramiento de aplicaciones biotecnoldgicas.

5. Hipétesis

La mutacion puntual o simultanea de los aminoacidos no aromaticos del sitio de
unién de un dominio CBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus evidenciara su

importancia estructural y funcional en el proceso de unién.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general
Conocer la importancia funcional de distintos aminoacidos que se encuentran en el

sitio de unién de un CBM26 (LaCBM26) de la a-amilasa de L. amylovorus.

6.2. Objetivos especificos

1. Identificar los aminoacidos del sitio de unién en el LaCBM26 que podrian
estar involucrados en la union de almidén.

2. Caracterizar el efecto de mutaciones puntuales de los aminoacidos
seleccionados en el LaCBM26 sobre la capacidad de union con almidon.

3. Establecer el efecto de las mutaciones combinatorias de los aminoacidos

seleccionados en el LaCBM26 sobre la capacidad de union con almidon.
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7. Metodologia.
7.1. Estrategia experimental

El siguiente esquema indica los diferentes pasos y metodologias llevadas a cabo

para la realizacion de este proyecto.

CBM26 de la a-amilasa de Generacion de

Lactobacillus amylovorus. un modelo 3D.

|

Obtencién de mutantes L
Construccion de la

biblioteca del CBM26.

puntuales de los aminoacidos
relevantes del sitio de unién.

en funcion del

reconocimiento hacia
almiddn soluble e

insoluble

Seleccién de variantes-
fago M13.

Caracterizacion
Bioquimica.

Determinacion de los

Conocer la Afinidad y .
Conocer la estructura e ) parametros
: especificidad hacia s
secundaria (CD). oy termodinamicos
almidén (AGE). (ITC)
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7.2. Prediccion de un modelo estructural del dominio CBM26 de la a-amilasa
de L. amylovorus

La prediccion del modelo tridimensional del dominio CBM26 de la a-amilasa de L.
amylovorus se realizé con el servidor I-TASSER (Roy et al., 2010; Yang et al., 2015;
Zhang, 2008). El modelo obtenido tiene como molde el dominio CBM26 de la
amilasa de B. halodurans C125 (PDB: 2c3g), que es el dominio con mayor identidad
(28%) de la familia CBM26 del que se conoce su estructura, ya que con los dominios
CBM26 de E. rectale el porcentaje de identidad es todavia menor (con el dominio
CBM26-1 tiene 26% de identidad y con el CBM26-2 el 15%).

El modelo obtenido fue sometido a minimizaciones de energia de gradiente
conjugado utilizando el paquete de Amber 16 con Amber ffO9SB-ILDN campo de
fuerza (protein force field; Case et al., 2016). La validacién estructural del modelo
tridimensional fue realizada mediante diferentes herramientas como los servidores:
PROCHECK (Laskowski et al., 1993) y WHAT_CHECK (Hooft et al.,, 1996). La
calidad estereoquimica de la estructura proteica fue revisada residuo por residuo
indicando que > 85% de los residuos estaban en regiones correctas y en regiones
preferidas / permitidas en la grafica Ramachandran, mostrando una alta calidad.
Finalmente, el modelo fue depositado en la base de datos de modelos de proteinas

(PMDB) con el numero PM0081297.

7.3. Mutagénesis sitio dirigida
Se introdujeron mutaciones puntuales para cambiar los aminoacidos seleccionados

a leucina. Las mutaciones se generaron utilizando el kit QuikChange Multi Site-
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Directed Mutagenesis (Agilent Tecnologies), de acuerdo con el manual del
proveedor, con dos oligonucleétidos antiparalelos (Tabla 1). Como molde se utilizé
el gen cbm26 en el vector pQ-1 (Guillén et al., 2007). Las PCR se realizaron
utilizando 50 ng de templado, 10 pmol de oligonucleétidos (para insertar la mutacién

deseada), 0.5 mM de NTPs y 0.4 uL de ADN polimerasa Phire Hot Start Il (F122S
Thermo Scientific) para un volumen final de 20 pL, bajo las siguientes condiciones:
98 °C 30 s por 1 ciclo, 98°C 10 s, 55°C 10 s, 72°C 2 min por 30 ciclos, 72 °C 2 min
1 ciclo. Después de la PCR, los productos se trataron con 1 uL de Dpn | a 37 °C por
1 h para digerir el ADN parental y luego se transformaron en células de E. coli XL10-
Gold plaqueando cajas con medio LB-agar-Amp (100 pg/mL). Todas las
construcciones se validaron mediante secuenciacion de ADN (Laboratorio de

Secuenciacion Gendémica de la Biodiversidad y de la Salud, UNAM).

7.4. Construccion de una biblioteca combinatoria de un dominio CBM26 del
dominio LaCBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus

La biblioteca se construy6 al ensamblar siete oligonucleétidos, dos de los cuales
tienen sitios con el coddn degenerado “NNK”, N se refiere a las bases A, T, Gy C;
y K solo a Gy C, de tal forma que las combinaciones de las bases nucleotidicas
permiten codificar los 20 aminoacidos del cddigo genético y el coddn de paro TAG;
asi el tamario tedrico de la biblioteca fue de 3.3 x 107 variantes y el producto del
ensamblaje es el gen que codifica para el dominio CBM26 con cinco tripletes

mutados al azar.
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Tabla 1. Oligonucledtidos usados para mutagénesis sitio dirigida y en la construccion de la
biblioteca del LaCBM26.

Name Primers

pQ- P1f: 5'-CCGATGGGACAAAGCTTACACCAGCAGCTAATG
Q68L  P2r: 5-CATTAGCTGCTGGTGTAAGCTTTGTCCCATCGG
pQ- P1f: 5'-GCAAACACCAGCTGCTAATCTGGCTGGTTTTACC
E74L  P2r: 5'-GGTAAAACCAGCCAGATTAGCAGCTGGTGTTTGC
pQ- P1f: 5’-GAGGCTGGTTTAACCTTTACTGCAGATGCTACTTATG
F77L  P2r: 5’>-CATAAGTAGCATCTGCAGTAAAGGTTAAACCAGCCTC
1/Rvl  5’-TGCTACCCCAGCTTGACGGCTTTTCGAAGTAAACCTTTTTAGTTTCTGTTGTTCCATGGCTGCTG

2/Fw2a 5-CAAGCTGGGGTAGCAGAGTGTATGCCNNKGTANNKAATAAGAACACGAACAAGG?
3/Rv2a 5’-CTAAAGCGGTCATTTTTTTGCCAGGCCAAGCTGAAGTTATAGCCTTGTTCGTGTTC
4/Fw3  5-AAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAGTATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAG
5/Rv3da 5’-GTCCCATCGGTGAATATAACAGCTAAATCAGAGTCATCTTCATCAGTGTCGA
6/Fw4b  5’-ATTCACCGATGGGACTAAGNNKACACCAGCAGCTAATNNKGCAGGTNNKACATTCACAGCAGA®
7/Rv4b  5’-TTAAGTTAGGATCCTACGTATTTTACGACACCATTTTGGTCATAAGTGGCATCTGCTGTGAATGT

2Codon degenerado: K=TorG;N=A,C,Gor T

Para llevar a cabo el ensamblaje se agregaron 20 pmol de cada oligonucleétido (el
ensamblaje es para crear el templado para la subsecuente amplificacién de DNA)
(oligos 1-7; Tabla 1), 1.5 mM de MgSO4 y 0.5 mM de dNTPs. Se obtuvieron
fragmentos ensamblados después de 8 ciclos de PCR (95 °C por 1 min, 56 °C por
2 min, 68 °C por 2 min, con 1 U de la enzima Pfu polymerase platinum® de
invitrogen). A partir de la reaccion anterior, se utilizé una alicuota de 0.5, 1, 3y 5 L,
para re-amplificar los fragmentos con 25 pmol de los oligonucledtidos 5'-
CAGCAGCCATGGAACAACAGAAAC-3 y 5-
TTAAGTTAGGATCCTACGTATTTTAC-3’ mediante 30 ciclos de PCR (98 °C por 30
s,59 °C por 30s, 72 °C por 30 s, con 1 uL de la enzima Phire polymerase Thermo
scientific), e introducir los sitios que reconocen las enzimas de restriccion Ncol
(Thermo scientific) y BamHI (Thermo scientific), para clonar la biblioteca obtenida
en el fagémido PG8SAET (Amablemente donado por el Dr. Karen Manoutcharian).

El fagémido pG8SAET contiene el caset para expresar la proteina de interés
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fusionada a la proteina p8 del fago M13 (Pedroza-Roldan et al., 2009). De la misma
forma se clon6 en el fagémido el gen del dominio silvestre (control positivo).

La generacibn y propagacion de la biblioteca se realiz6 con células
electrocompetentes de E. coli TG1 en medio LB-Amp (100 pg/mL). Para la
transformacion de la biblioteca se realizaron 16 electrotransformaciones dando un
pulso de 1250 V con el electroporador 2510 marca Eppendorf. ElI tamafio vy
variabilidad de la biblioteca se verificd por secuenciacion. Se realizé la extraccion
del DNA de la biblioteca con el kit Qiagen (No. de cat. 27104) de acuerdo con el
protocolo del proveedor. ElI DNA de la biblioteca generada se almacené a -20 °C.
El despliegue de las variantes en el bacteriéfago se realizé6 con el fago helper
M13KO07 (Invitrogen) y la cepa TG1 de E. coli, transformada con la biblioteca (ver

Anexo 2; Pedroza-Roldan et al., 2009).

7.5. Produccién de particulas de fagos con variantes del LaCBM26
desplegadas en su superficie

Se inocularon 5 mL de medio 2-YT/Amp (100 ug/mL) con una colonia o 10 uL de un
stock de glicerol durante toda la noche (OVN) a 37 °C. Del cultivo anterior, se
tomaron 50 uL y se inocularon de nuevo 5 mL de medio 2-YT/Amp (100 ug/mL)
fresco (Dilucion 1:100), se incubd a 37 °C hasta alcanzar una D.O. a 600nm de
aproximadamente 0.7. Enseguida, se realizé la infeccion con fago helper (M13K07)
a 10 MOI (multiplicidad de infeccidn) diluido en 100 uL de medio 2-YT/Amp (100
ug/mL). El cultivo se incubd por 30 min a 37 °C sin agitacién y 30 min mas con

agitacion a 250 rpm. Del cultivo anterior se tomaron 2 mL y se inocularon 48 mL de
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medio 2-YT/Amp (100 ug/mL) / kanamicina (50 ug/mL) fresco, mismo que se incubd
a 37 °C durante 16-20 h con agitacion de 250 rpm. El cultivo obtenido contenia las
particulas de fagos, a partir del cual se realiz6 el rescate de estos.

El volumen de cada matraz se centrifugé a 8000 x g a 4 °C por 10 min. El
sobrenadante se trasvasoé en un tubo limpio y se adicioné 1/6 del volumen de PEG-
8000 20% / NaCl 2.5 M para concentrar las particulas de fagos, el tubo se incubé a
4 °C durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugd a 14 810 x g por 10 min a
4 °C, y el liquido se decantd. Las particulas fueron re-suspendidas en 1 mL de
amortiguador TBS. Se realizdé una segunda precipitacion con 0.3 mL de PEG-8000
20% / NaCl 2.5 M, pero los tubos sélo se incubaron a 4 °C por 1 h. Se centrifugd de
la misma forma, y se resuspendieron las particulas de fago en 0.6 mL de TBS

totales. Las particulas de fagos se almacenaron a 4 °C hasta su uso (Cerillo, 2012).

7.6. Inmovilizacion de almidéon en placas de poliestireno

Se agregaron 100 pL de una solucién de almidén al 10% (Prolabo Fontenay-sous-
Bois, France) en cada pozo de placas de poliestireno (Placas Costar de 96 pozos,
No. Cat. 3370). Las placas con almiddn se incubaron a temperatura ambiente (TA)
por 22 h. Se lavé la placa con amortiguador PBS 1Xy el exceso de liquido se elimind
colocando la placa sobre papel absorbente por 10 min. Para asegurar que el
almidon se encontraba inmovilizado en la placa, se determiné el contenido de
carbohidratos totales por el método de fenol-sulfurico (Masuko et al., 2005). Se
adicionaron 50 uL de amortiguador PBS 1X y se agit6 la placa durante 30 s en el

Multiskan FC (Thermo Scientific), la determinacion de carbohidratos totales se
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realizé al adicionar 150 uL de H2SO4 concentrado y 30 uL de fenol al 5% (Masuko
et al., 2005).

Para comprobar que el almidén inmovilizado se encontraba disponible para ser
reconocido por los dominios de union al almidon, diferentes concentraciones de
proteina (1 ug /mL, 10 ug /mL y 25 ug /mL) del LaCBM26, W32L, y LaSBD fueron
adicionadas a placas con almidén inmovilizado, pre-incubadas en PBS-BSA (PBS
con 0.2% de BSA) durante 1 h a TA, como previamente se describid. Las placas se
incubaron por 3 h a TA. Después las placas se lavaron con PBS-5T (PBS con tween-
20 0.05%) para eliminar la proteina no unida. Se adicionaron 100 uL de anticuerpo
primario anti-His (GeneTex; dilucion 1:1000) en PBS-BSA porque las proteinas
tienen un tallo histidinas en el extremo C-terminal, se incub6 1 h a TA. Como
anticuerpo secundario se utilizé anti-mouse IgG acoplado a peroxidasa alcalina
(Invitrogen; diluciéon 1:5000) en PBS-BSA, las placas se incubaron 1.5 a TA. Se
cuantificé usando el sustrato FAST OPD (SIGMA), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. La absorbancia se determiné a 450 nm en el Multiskan FC (Thermo
Scientific).

7.7. Seleccion de variantes del dominio LaCBM26 con almidén

La seleccion de la biblioteca en el fago M13 se realizé con almidén inmovilizado en
placas de poliestireno y con almidén insoluble en suspension. En el primer caso, se
agregaron 10"" ufp (unidades formadoras de particulas) diluidas en solucion de
bloqueo PBS-5T-BSA (pre-incubacion por al menos 40 min en PBS con tween-20 al
0.05% y BSA al 0.2%) a cada pozo con almidon inmovilizado y se incubé toda la

noche a 4°C. Después se realizaron cuatro lavados con PBS-5T y una vez mas con

45



PBS. Los fagos unidos fueron eluidos por cambio de pH adicionando 200 puL de
Trietilamina (TEA) e incubando por 30 min a TA, después se neutralizdé con la
adicién de 200 uL de amortiguador Tris-HCI 1 M (pH 7.4). Se guardaron 50 uL de
la solucidn anterior para la cuantificacién y busqueda de variantes, mientras que el
resto se utilizé para re-amplificar los fagos y realizar la siguiente ronda de seleccién.
Se realizaron tres rondas de seleccion.

Para la seleccion con almidén insoluble, se utilizaron 10'! ufp en PBS-T-BSA (PBS-
BSA 'y 0.1% de tween-20) y se adicionaron a 500 pL de una suspension de almidén
al 5% en PBS-T-BSA. La mezcla se incub6 toda la noche a 4°C en un agitador
rotativo. Después, la muestra se centrifugd a 8330 x g por 10 min. La muestra se
lavd cuatro veces con PBS-T y una vez mas con PBS. Los fagos unidos fueron
eluidos con 300 pL de una solucién de B-ciclodextrina (9 mg/mL), incubando por 40
min a 4°C o por cambio de pH adicionando 200 uL de TEA e incubando por 30 min
a TA y neutralizando con 200 pL de amortiguador Tris-HCI 1M (pH 7.4; Modificado
de Gunnarsson et al., 2004). Se guardaron 50 uL para la cuantificacion y busqueda
de variantes, mientras que el resto se utilizdé para re-amplificar los fagos y realizar
la siguiente ronda de seleccién. Se realizaron dos rondas de seleccion.

Las variantes M13-Biblioteca LaCBMZ26 seleccionadas fueron analizadas por
ensayos de ELISA. El ensayo de ELISA consistio en dejar interactuar a las proteinas
desplegadas en el fago M13, con almidén inmovilizado en placas (Corning
MaxiSorp), la amplificacion y deteccidn de la senal se obtuvo por la interaccion con
el anticuerpo anti-M13/HRP (dilucion 1:5000) en PBS-5T-BSA. Se cuantificé usando

el sustrato FAST OPD (SIGMA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La

46



absorbancia se determiné a 450 nm en el Multiskan FC (Thermo Scientific). Como
controles se utilizaron el dominio silvestre LaCBM26 desplegado en el fago M13
(control positivo) y un péptido no relacionado B22 (seq: QAALQRLFETCNE;

antigeno con mutaciones a partir de la proteina p24 GAG de VIH; control negativo).

7.8. Clonacioén, expresion y purificacion de las proteinas generadas de forma
soluble

Se realizé la clonacién de cada gen que codifica para las diferentes variantes en el
vector pET22b(+) (Novagen). La amplificacion se realizé con los oligos 5’-
TCGTTTCATATGTCCAAAAAGGTTTACTTCG-3’ y 5’-

TTATCCTGCGGCCGCTACGACACCATTTTG-3’, los cuales, introdujeron los sitios

que reconocen las enzimas de restriccion Ndel y Nofl (Thermo Scientific). Las
condiciones de la PCR fueron (98 °C 5 s, 55 0 60 °C 5s, 72 °C 5 s, 25 ciclos), se
utilizé 1.25 U de la enzima Pfu polymerase (Thermo scientific), 1 mM de MgSQO4 y
0.5 mM de dNTPs. Se clonaron 14 variantes diferentes. Se verifico cada clonacion
mediante secuenciacion.

Se transformaron células termocompetentes de la cepa de E. coli Rosetta2 (DE3).
Las células se incubaron en medio LB /Amp (100 ug/ mL) hasta alcanzar una DO
aprox. de 0.8. La expresion fue inducida por la adicion de IPTG (isopropil--D-
tiogalactopiranosido) a 0.4 mM por 2 h a 37 °C y agitacion a 250 rpm. El cultivo se
centrifugd (8000 x g, por 10 min) y el pellet se resuspendié en 1/100 del cultivo
original en solucion de resuspension (NaCl 0.5 M, imidazol 25 mM y fosfatos 20 mM

pH 7.4 con inhibidor de proteasas para purificacion con histidinas (P8849, SIGMA).
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Las células fueron sonicadas por 30 s a 60 Hz con descansos de 30 s durante 30
min con el sonicador (Vibra-Cell, Inc). Después se centrifugd a 8000 x g por 10 min,
el extracto obtenido fue filtrado por 0.8 y 0.22 um, posteriormente se purificé por
cromatografia de afinidad con la resina ProBond (46-0019, Invitrogen) de acuerdo
con las especificaciones del fabricante. Algunas ocasiones la purificacion también
se realzo mediante una cromatografia de intercambio i6énico (HiTrap™ DEAE FF 17-
5055-01, GE Healthcare) utilizando fosfatos 20 mM pH 7.4 y EDTA 1 mM como
solucion de unién y fosfatos 20 mM pH 7.4, EDTA 1 mM y NaCl 1M como solucion
de elucion. Las fracciones obtenidas siempre fueron revisadas por SDS-PAGE

(Laemmli, 1970).

7.9. Electroforesis de afinidad (AGE)

La afinidad a almidon soluble de cada mutante, asi como del dominio LaCBM26
silvestre se determiné por AGE. Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% sin'y
con 1% de almidén soluble (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France). La migracion de
las proteinas se realizé en frio a 20 mA (Bio-Rad Mini-Protean Il system). Como
control negativo se utilizé BSA (1 mg/mL). La tincion de los geles se realizé con azul
de Coomassie R-250 (22) (Tomme et al., 2000).

7.10. Dicroismo Circular

Se obtuvieron los espectros en el UV lejano (190-260 nm) de las distintas proteinas.
La muestra se dializé con un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4, se filtré por
0.22 um y se determind su concentracion por absorbancia a 280 nm (0.20 mg/mL).

Los espectros se obtuvieron por triplicado en un espectropolarimetro J-710 (Jasco
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Inc., Easton, MD, USA) a 20 °C, a una velocidad de 10 nm/min, con un tiempo
constante de 10 s, resolucion 1 nm y sensibilidad de 20 mdeg. Los datos crudos
fueron convertidos a elipticidad molar media por residuo [0]mmw,» mediante la férmula:
[0]mw, =MRW x 6,/(10 x | x C), donde MRW es la masa media del residuo(MRW=
M/(N--1)= 110 Da, M es la masa molecular de en la cadena polipeptidica (Da)y N;
es el numero de residuos; para la mayoria de los casos se asigna el valor de 110
Da), 6, es el valor de elipticidad determinado a cada longitud de onda, / es la longitud
de la celda (cm), C es la concentraciéon de la proteina (g/mL; Kelly et al., 2005).
7.11. Calorimetria de Titulacién Isotérmica (ITC)

Se realizé el ITC en el ITC200 (Malvern) a 25 °C. Las proteinas fueron dializadas
exhaustivamente en amortiguador citrato-fosfato pH 5.5. La concentracion de las
proteinas se determind por absorbancia a 280 nm. Las concentraciones que se
utilizaron variaban entre 5y 100 uM (celda de reaccién), y de ligando entre 1-10 mM
de B-ciclodextrina (jeringa). El ligando se prepard en el mismo amortiguador en el
que se dializaron las proteinas. Antes de la determinacion las muestras fueron
centrifugadas (16110 x g). La constante de union (Ka), y el cambio de entalpia (AH)
se determinaron por ajuste no lineal usando un modelo de unién de un sitio de
acuerdo con el software MicroCal Origin 7.0 (Wiseman et al., 1989). Los datos
también fueron analizados con el software AFFINImeters

(https://www.affinimeter.com). EI cambio de energia libre de Gibbs (AG°) y de

entropia (AS°) fue calculado de la formula AG°=-RTInKa y AG°=AH°-TAS®, donde R
es la constante de los gases ideales (1.987207 cal/mol K) y T la temperatura

expresada en grados kelvin (K).
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8. Resultados

8.1 Analisis in silico de un médulo CBM26 de la a-amilasa de L. amylovorus
El SBD de la a-amilasa de L. amylovorus tienen cinco dominios de 91 aminoacidos,
organizados en tandem y con secuencia primaria idéntica. Con la secuencia de un
solo médulo LaCBM26 se realizd una comparacion con diferentes CBMs de
secuencia homodlogas generando un perfil estadistico de los residuos en cada
posicion (servidores HHpred-Sdding et al., 2005 y ConSurf-Ashkenazy et al., 2016).
Se observé que once posiciones dentro de la secuencia del dominio LaCBM26 estan
conservadas (W11, Y18, Y20, W32, P33, G34, Y45, Q68, G76, F77 y Y85) (Figura
9). Sin embargo, se sugiere que no todos estos residuos participan de igual manera
en la unién. En un trabajo previo se revisé el papel de algunos de estos residuos,
por ejemplo, la sustitucion de W11, P33, Y45, y Y85 por leucina no modificé la
capacidad del dominio de unirse al almidén, a pesar del caracter aromatico e
hidrofébico de los residuos (Rodriguez-Sanoja et al., 2009). Por el contrario, la
sustituciéon de Y18, Y20 y W32 si disminuyd la union al almidén, y en el caso
particular del W32 la eliminé (Rodriguez-Sanoja et al., 2009). En el caso de los
aminoacidos G34, Q68, G76 y F77 no se tiene informacion respecto a alguna

interaccion directa con el sustrato durante la union.

50



B rulnes

V| >2c3g_l A Alpha-amylase G-6; carbohydrate-binding module, starch binding, carbohydrate binding, glycoside
hydrolase, amylose, amylopectin; 2.0A {Bacillus halodurans} PDB: 2c3h _A*
Probab=99.92 E-value=2.6e-29 Score=153.99 Aligned cols=86 Identities=29% Similarity=0.551 Sum probs=76.3

A L
a1 Eh 1 g ﬁ:ﬂ’ﬂ“]a:ﬂ

T7 £ i Ak Tl ﬁ:m;]ala a1
N p| A i |
: s 1| NEME R N P Il : HH I :l

079
T 82
ConSurf Results

1 11
k viirExfss Wos vyafjvE NRNE KflzTs Auﬂkxm L GNDBEBLDLD

b bebbbb bebeb

£ £ £ s "t et s
51 81 91
p Bp pL Vv mrﬂorxﬂap A NEAGFTET pdl vo@ne

beb bb
ss £ £ £ f

The conservation scale:

23412556 78H

Variable Average Conserved

- An exposed residue according to the neural-network algorithm.
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£ - A predicted functional residue (highly conserved and exposed).
s - A predicted structural residue (highly conserved and buried).

- Insufficient data - the calculation for this site was
performed on less than 10% of the sequences.

Figura 9. Aminoacidos conservados en los dominios de union al almidon de la familia
CBM26. Resultados obtenidos con los servidores HHpred (arriba) y ConSurf (abajo)

(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/histograms makemodel).
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Se reviso la secuencia del LaCBM26 con la herramienta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST), acotando la busqueda a la base de datos del Protein Data
Bank (PDB), la secuencia con menor valor de expectancia E (0.001) y mayor
cobertura (93%) corresponde al dominio CBM26 (BhCBM26) de la amilasa de B.
halodurans, con el cual el dominio LaCBM26 tiene 28% de identidad.

En el dominio BhCBM26 (PDB ID 2C3H) seis aminoacidos son importantes en la
uniéon de maltosa, el W36 y Y25 participan mediante interacciones hidrofébicas y
CH-n, mientras que la Y23, E77, G76 y Q71 lo hace a través de enlaces de puentes
de hidrégeno (Figura 10; Boraston et al., 2006). A pesar del bajo porcentaje de
identidad con el dominio LaCBM26, el alineamiento de la Figura 10 muestra que los
aminoacidos Y18, Y20, W32, Q68, E74 y F77 en el LaCBM26 estan conservados
entre ambos dominios y que de acuerdo al dominio BhCBM26 podrian participar
entonces en la unién del sustrato, mientras que la G34 y G76 no estan conservadas
entre los dominios (Boraston et al., 2006). Por lo que es necesario conocer mas del

papel de estos aminoacidos en el dominio LaCBM26.
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A
LaCBM26 1 K-KVFgE SR.YA AITSA[P-GKKIITALGN EED DIADDSDL
BhCBM26 1 GHTI)gEK [€TP-HL}Y Y VDEPT|SEAPEEHYEGPW){T - - -HIyI|JGVESV

LaCBM26 59 AVIRITP-[KOTIZAANIHAGATF TAMATYPIONG VY- - - -
BhCBM26 56 RLL}JK| N[IWIZG P GP[)JF RDOPIGWFYGEWH
* * *

T wss

Figura 10. Aminoacidos conservados entre dos dominios de union a almidon. A) Secuencia
de los dominios LaCBM26 y BACBMZ26. Los aminoacidos que participan en la union de
maltosa y que estan conservados con el dominio LaCBM26 se indican con un asterisco rojo.
B) Estructura del dominio BhCBM26 con maltosa y representacion esquematica de las

interacciones que se establecen durante la unién del sustrato (Boraston et al., 2006).

Debido a que se desconoce la estructura tridimensional del dominio LaCBM26, se
genero un modelo tridimensional por homologia con el programa I-TASSER (Figura
11) (Roy et al., 2010; Yang et al., 2015; Zhang, 2008). El valor de TM-score fue
0.81% 0.09, lo cual sugiere que el modelo obtenido es aceptable, ya que valores
mayores a 0.5 son significativos e indican una buena predicciéon (Zhang, 2008).

Se realizd la minimizacion de energia y validacion del modelo (ver seccion de

Metodologia). EI modelo tridimensional obtenido (Figura 11) sugiere que el mddulo
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LaCBM26 presenta un plegamiento tipo B-sandwich con dos hojas 3, cada una con
tres (1: B3, B2, p6) o cuatro (2: 7, B1, B5, p4) hebras beta antiparalelas, siendo éste
el principal plegamiento reportado en la mayoria de los CBMs (Boraston 2004;
Hashimoto 2006). En el modelo se puede ver que el sitio de union esta localizado
en el lado céncavo del B-sandwich, que es donde estan ubicados los aminoacidos

W32, Y18y Y20 (Figura 11).

B

B B v B . B
. — T =
KKVYFEKPS SWGSRVYAYVYNKNTNKA I TSAWPGKKMTALGNDKYE
i 5 10 15 20 25 30 35 40 45

B A

" :‘»-B LA -
pr——
LDLDTDEDDSDLAV I FTDGTKQTPAANEAGFTFTADATYDQNGVV
7 55 60 65 70 75 80 85 90

TM-score de 0.81+ 0.09
PMDB 0081297

Figura 11. Modelo del dominio LaCBM26. A) Localizacién de los aminoacidos aromaticos

importantes en la union. B) Elementos de estructura secundaria del dominio.

Recientemente se reportod la estructura cristalografica de dos dominios mas de la
familia 26, el dominio CBMb (ErCBM26-1) y CBMc (ErCBM26-2) (PDB: 6B15) de la
a-amilasa de E. rectale (Cockburn 2018). Nuevamente, la identidad que comparten

cada uno de estos dominios con respecto al dominio LaCBM26 es baja, entre 15-
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26%. Se realizd un alineamiento de estructura terciaria entre el modelo 3D del
LaCBM26 vy las tres estructuras de la familia CBM26 que se han reportado hasta el

momento (Figura 12).

A
LaCBM26 -=-KKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTN====~ KAITSAWPGK-KMTAL--GNDKYELDLDTD 52
ErCBM26-1 -=-MDLTINYKSTLGDDVAAYIYKET======= NKPAGEWPGKT-MTATAGHEGWYTMHLTLD 230
ErCBM26-2  —===——————e GMGSTIYNYMWGADASATGAGVGK--EWPGGQ-ISANADHLGWYDVVYTQD 336
BhCBM26 TGLTIYFKKPDSWGTPHL-YYY~DTNP-=——~ KVDEPTWSEAPEMEHY--EGDWYTHTIE-~ 55
LaCBM26 EDDSDLAVI-FTDGT-KQTPAANEAG-FTFTADATYDONGV====—~ e 91
ErCBM26-1 ~NSTDYSLILNDDGHGNQLKDVTLSTKGKAEAEYWFDGSLS====~ ETKPADWKYVTTIH 284
ErCBM26-2 -VKONFSCIFNNNN-GTQTDNIDVSV-TSTSTELWVTGTKGDTTVYKTAPDSWE = ===~~ 387
BhCBM26 -GVESVRLLFKDRGT-NQWPGPGEPG-FFRDQDGWFDGEWH===—~~ VDRPG=====———— 98

Figura 12. Comparacion estructural entre cuatro dominios de unién a carbohidratos de la
familia 26. A) Alineamiento de la estructura primaria obtenido por Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msalclustalo/); en rojo se indican los residuos conservados que
interaccionan con el ligando de acuerdo con los estudios de estructura o por mutagénesis
sitio dirigida. B) Alineamiento de la estructura terciaria del dominio BhACBM26 (PDB: 2¢3g;
gris), dominio ErCBM26-1 (anaranjado) y ErCBM26-2 (azul claro) (PDB: 6B15) y el modelo
de dominio LaCBM26 (PM0081297; azul). C) Acercamiento del sitio de union de los cuatro

dominios CBM26, que muestran los residuos de unién importantes.
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Las estructuras son similares entre si, con una raiz de desviacioén cuadratica media
RMSD (por sus siglas en inglés) de 1.3 A, 2.5 Ay 2.1 A al comparar los dominios
BhCBM26, ErCBM26-1 y ErCBM26-2 con respecto al LaCBM26, donde las mayores
diferencias se observan en las asas.

En el alineamiento de la Figura 12, se muestra la cadena lateral de los aminoacidos
que participan en la unién y aquellos obtenidos del andlisis de estructura primaria
del dominio LaCBM26. Se observd que, mientras la orientacion es semejante para
los residuos aromaticos que intervienen en la union, es diferente entre los
aminoacidos polares, sobre todo en el caso de la glutamina, la cual, esta conservada
en la mayoria de los dominios de unién al almidén de la familia 26 (Majzlova and
Janecek, 2014).

Se midieron las distancias entre el Ca y un atomo especifico del grupo funcional de
cada residuo. La distancia entre el Ca de la Q68 (LaCBM26), con el Ca de la Q71
(BhCBM26), Q247 (ErCBM26-1) y Q352 (ErCBM26-2) fue de 1.96 A, 2.78 Ay 2.04
A, respectivamente. Comparando el Cd de la cadena lateral de este mismo
aminoacido, se obtuvieron diferencias de 4.43 A, 7.36 A y 4.18 A, respectivamente.
Como se puede ver este aminoacido se ubica en una region de asas (Figura 12).
Para el caso del W32 (LaCBM26), un aminoacido indispensable para la unién al
almidon, se encontré que entre el Ca de este residuo comparado con el triptéfano
en cada dominio, W36 (BhCBM26), W208 (ErCBM26-1) y W314 (ErCBM26-2),
existe una distancia de 1.51 A, 2.87 Ay 1.22 A, respectivamente, mientras que al
medir la distancia entre el &tomo Ne1 entre cada residuo fue de 2.46 A, 3.42 Ay

1.88 A, respectivamente.

56



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Por el contrario, los residuos localizados en las hebras beta presentan menores
desviaciones entre si. Las dos tirosinas importantes para la unién en los cuatro
dominios estan localizadas dentro de una hebra beta. En consecuencia, se
observaron menores diferencias entre estos aminoacidos, para cada uno de los
dominios. Por ejemplo, la distancia entre el Ca de la Y18 con respecto a la Y23,
Y196,y Y297 es de 0.47 A, 0.78 Ay 1.02 A, respectivamente. De similar magnitud
fueron las distancias entre el Ca para las tirosinas correspondientes a la posicion
20 del LaCBM26.

Por lo tanto, el modelo obtenido permitié localizar y revisar los aminoacidos
conservados en el sitio de union del LaCBM26 que podrian tener un papel
importante para la union de almidon. Por lo que, para conocer la importancia de
estos aminoacidos se eligieron seis aminoacidos a mutagenizar (Y18, Y20, W32,
Q68, E74 y F77; Figura 13) mediante dos estrategias, por mutagénesis sitio-dirigida

y la construccién de una biblioteca combinatoria.

Mutagénesis sitio-dirigida Biblioteca Combinatoria

Figura 13. Aminoacidos del LaCBM26 con posible importancia en la unién de almidén (se
muestran en sticks y de color amarillo), seleccionados para mutar de forma puntual o

aleatoria.
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8.2. Caracterizacion bioquimica de mutantes generadas mediante
mutagénesis sitio-dirigida

8.2.1. Determinacion de la capacidad de unién al almidon del dominio LaCBM26 y
seis mutantes puntuales

Se caracterizaron seis mutantes puntuales (Y18L, Y20L, W32L, Q68L, E74Ly F77L)
del dominio LaCBM26. Primero, las proteinas fueron expresadas y purificadas por
afinidad a Niquel (Figura 14A). Algunas de las proteinas mutadas migraron
diferencialmente tanto en geles SDS-PAGE como PAGE, lo cual se atribuy6 a que
al cambiar un aminoacido polar que puede tener carga se puede modificar la
migracion de la proteina, aunque no se descarta algun tipo de migracioén aberrante,
sobre todo en el caso de SDS-PAGE que en ocasiones se observa con este tipo de
proteinas.

Se reviso el efecto de las mutaciones sobre la union al almidén en geles de retardo,
también se determinaron las constantes de afinidad hacia B-ciclodextrina por ITC
(Wiseman et al., 1989). La Figura 14B y C muestra que dos proteinas mutadas,
Q68L y W32L no fueron capaces de unir almidon soluble, ya que la migracion en los
geles de retardo no se modifico debido a la presencia del sustrato. Estos resultados,
por un lado, corroboraron lo obtenido por Rodriguez-Sanoja et al. (2009) con la
mutante W32L. Por el otro lado, el resultado de la mutante Q68L que no fue capaz
de unir almiddén, aun en presencia del W32, fue totalmente inesperado, y sugieren
que la Q68 también es indispensable en la uniéon del dominio con almidén y no sélo
el W32 como previamente se habia establecido (Rodriguez-Sanoja et al., 2009). Por

otro lado, la Y18 y Y20 retardan su migracién en presencia del sustrato, pero ésta
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es menor que el dominio silvestre (Figura 14C). Otras de las proteinas analizadas
fueron las mutantes E74L y F77L las cuales no tienen afectada su capacidad de unir

almidon soluble, ya que muestran un retardo similar al dominio LaCBM26.

- - - LoCBM26

@ ~
Sl (0

e Iy
3 |

- ‘ Q68L
- e - - ‘ - waaL
-

Figura 14. Efecto en la union a almidén de seis mutantes puntuales del dominio LaCBM26.
(A) SDS-PAGE con las distintas mutantes puntuales del dominio LaCBM26 (B) PAGE en
condiciones nativas de las mutantes del dominio LaCBM26 (C) AGE en presencia de
almidon soluble. 1: LaCBM26, 2: Y18L, 3: Y20L, 4: W32L, 5: Q68L, 6: E74L, 7: F77L, 8:
BSA (control negativo). Las lineas horizontales indican el retardo en la migracion de las

proteinas LaCBM26, Q68L y W32L.

Por otra parte, se determinaron los parametros termodinamicos utilizando p-
ciclodextrina como ligando; particularmente con el dominio LaCBM26 también se
realizd la calorimetria con maltoheptosa (G7). EI dominio LaCBM26 presenta una
constante de union del orden de 10* M, tanto para B-ciclodextrina como para
maltoheptosa (Tabla 2), la cual es semejante a otros dominios de unién a almidén
de la misma familia o otras relacionadas (BhCBM25 y BhCBM26 (Boraston et al.,
2006); CBM26-1/CBM26-2 (Cockburn et al., 2018); CBM41 (Cockburn et al., 2018;

Lammerts Van Bueren et al., 2004); CBM45 (Glaring et al., 2011)).
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Del mismo orden de magnitud (10* M") fueron las constantes obtenidas por las
mutantes E74L y F77L, lo cual corrobora que la afinidad por el ligando de estas
mutantes no esta afectada como se observo en la electroforesis de afinidad. En el
caso de las mutantes Y18L y Y20L, las constantes obtenidas fueron 50 y 20 veces
menores a la constante de unién del dominio silvestre, respectivamente. También
la incapacidad de las mutantes W32L y Q68L de unir carbohidratos fue corroborada
por ITC (Tabla 2, Figura 15).

Por otro lado, los parametros termodinamicos mostraron que la interaccién del
dominio LaCBM26, asi como de las mutantes analizadas, hacia el sustrato son
entalpicamente favorables (AH) y entropicamente desfavorables (AS) en todos los
casos, lo cual es caracteristico durante la interaccion de los CBMs con carbohidratos

(Boraston et al., 2006; Glaring et al., 2011).

Tabla 2. Parametros termodinamicos del dominio LaCBM26 y sus diferentes mutantes

durante la unién a p-ciclodextrina determinados por ITC.

K. AG AH TAS
x 104 M! kcal/mol kcal/mol kcal/mol
Maltoheptosa
CBM26 2.41+0.4 -5.98 -11.4£1.0 -5.46
p-ciclodextrina

CBM26 5.69+0.9 -6.49 -16.8+0.9 -10.31
Y18L 0.11+0.01 -4.15 -7.8+0.01 -3.65
Y20L 0.25+0.04 -4.64 -8.01+0.03 -3.37

W32L NB
E74L 2.71£0.3 -6.04 -11.32+0.16 -5.27
F77L 3.66+0.3 -6.22 -14.4+1.1 -8.17

Q68L NB

NB: No Union.
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Figura 15. Curvas de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) de LaCBM26 y diferentes

mutantes puntuales con B-ciclodextrina.

8.2.2. Determinacion de la estructura secundaria del dominio LaCBM26 y seis
mutantes puntuales

Se determind el espectro de dicroismo circular en el UV lejano (190 -260 nm) del
dominio LaCBM26, asi como de las seis mutantes puntuales obtenidas
anteriormente para conocer si las mutaciones afectaron la estructura secundaria de
las proteinas (Figura 16). Los espectros muestran un minimo entre 198-202 nm de

longitud de onda, asi como dos maximos entre 218-227 nm y 231-239 nm de
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longitud de onda. Con base en lo anterior, se sugiere que, si bien el dominio puede
adoptar un plegamiento de B-sandwich, tiene un alto contenido de zonas sin
plegamiento, lo cual se ve reflejado en los espectros atipicos obtenidos. Por lo que
se realizd la estimacién de elementos de estructura secundaria a partir de los

espectros de la Figura 16 con el servidor BeStSel (http://bestsel.elte.hu/index.php)

(Tabla 3). Los datos obtenidos concuerdan en que hay un alto contenido de giros,
ya que de hebras B se obtuvo aproximadamente 38.7%, mientras que de giros y
otras estructuras fue de 61.3%. No se obtuvieron cambios importantes en la

estimacion de elementos de estructura secundaria entre las distintas mutantes.

Tabla 3. Estimacion de elementos de estructura secundaria de LaCBM26 y mutantes

puntuales mediante el servidor BeStSel (http://bestsel.elte.hu/index.php).

Proteina B-antiparalela Giros Otros
Suma  Left-twisted relaxed Right-
twisted
LaCBM26 38.7 2.6 18.1 18.0 13.3 48.0
W32L 41.0 2.1 18.0 21.0 13.5 45.5
Q68L 42.5 2.4 19.5 20.6 13.7 43.8
Y18L 44.6 2.7 20.8 21.1 14.0 41.4
Y20L 42.8 2.1 19.4 21.4 13.8 43.4
E74L 42.6 2.1 19.3 21.1 13.9 43.5
F77L 41.0 2.5 18.7 19.7 13.7 45.3

Suma: Contenido total de hebras B en laminas antiparalelas, dividido en left-twisted, relaxed o right-twisted.
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Figura 16. Espectros de Dicroismo Circular en el UV lejano del dominio LaCBM26 y
mutantes puntuales. (A) Modelo tridimensional del dominio LaCBM26, las flechas rojas
indican las zonas de asas. Espectros de Dicroismo Circular en el UV lejano del dominio
LaCBM26 (B) y diferentes mutantes puntuales (C). Los espectros fueron obtenidos en

fosfato de sodio 10 mM pH 7.4, a 20 °C.

Sin embargo, todos los espectros obtenidos fueron semejantes entre si, o que
indica que las mutaciones no provocaron cambios a nivel de estructura secundaria.
Aunque el mayor cambio se observd en el espectro de la mutante W32L, el cual
muestra una disminuciéon del maximo entre 218-227 nm, que podria estar

relacionado con la ausencia del anillo aromatico. Hay reportes que indican que es
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posible observar cierta contribucion en el UV lejano entre 220 y 235 nm de longitud
de onda (Woody, 1994), lo que no representaria un cambio a nivel de estructura

secundaria.

8.3. Caracterizacion de mutantes del dominio LaCBM26 generadas mediante
la construccion de una biblioteca combinatoria

Se generd una biblioteca combinatoria del dominio LaCBM26, mutando los
aminoacidos de cinco posiciones diferentes. Se mutagenizaron combinatoriamente
la Y18, Y20, Q68, E74 y F77 (Figura 13) por cualquiera de los veinte aminoacidos
existentes mediante el uso de oligonucledtidos degenerados. EI W32 se mantuvo
sin cambio para el disefio de la biblioteca para asegurar una plataforma hidrofébica,
mientras que la Q68 fue sometida a cambios, para evaluar si era posible que otro
aminoacido, probablemente polar, supliera su papel durante la union de almidén.
El tamafo de la biblioteca obtenida después de las transformaciones en E. coli TGI
fue de 1.1x108 variantes. De las colonias analizadas el 85% presenté amplificados
esperados en correcto marco de lectura, con presencia de 17 de los veinte
aminoacidos, lo que sugirié una adecuada variabilidad.

Debido a que la biblioteca fue seleccionada bajo dos esquemas de presentacién de
sustrato, primeramente, se estandarizé y determiné la presencia de almidén soluble
inmovilizado sobre la superficie de la placa (Masuko et al., 2005). El contenido de
almidoén inmovilizado se determiné después de 1,4 y 7 lavados, a manera de simular

el procedimiento caracteristico de un ensayo de ELISA (Figura 17). Los datos
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mostraron que el almidéon se mantiene en la placa al menos después de siete
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Figura 17. Cuantificacion de almidén inmovilizado en placas de poliestireno. Determinacion
mediante el método de fenol-sulfarico (Masuko et al., 2005). Ws1: Un lavado, Ws4: Cuatro

lavados, Ws7: Siete lavados.

Después, se determind si el almidon inmovilizado en la placa era reconocido por
tres proteinas de unién a almidén (LaCBM26, LaSBD -dominio de union al almidén
en tandem de la a-amilasa de L. amylovorus y W32L-control negativo). La Figura
18 muestra los valores de absorbancia conforme se incrementa la concentracion de
proteina. En el caso del LaCBM26, se observé un incrementd de 3 veces al
incrementar la concentracién de proteina de 5 ug/mL a 25 pg/mL. Los datos
obtenidos para el LaSBD son semejantes desde 1 pg/mL a 25 ug/mL de proteina,
lo que indica que el sistema se saturé de inmediato, lo que resulta normal puesto

que este dominio en tdndem tiene 100 veces mayor afinidad hacia almidén que un
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s6lo moédulo CBM26 (Guillén et al.,, 2007, Garcia 2015). De acuerdo con lo
esperado, la mutante W32L no se une al almidén inmovilizado en la placa. Por lo
tanto, el sistema permitié la union de proteinas en funcién de su afinidad al sustrato
demostrando que el almidon inmovilizado en la placa esta disponible para que sea

reconocido.

3.59
3.04
2.54
2.04

1.54

Absorbancia 450 nm

1.04

0.54

M

0 5 10 15 20 25
ug proteina / mL
% LaCBM26 -+ W32L ©- LaSBD

Figura 18. Determinacion de la capacidad de union de almidén inmovilizado en placas de
poliestireno de tres diferentes proteinas. LaCBM26: dominio de unién al almidén. W32L.:
mutante del dominio que no puede unir almidén. LaSBD: Dominio de unién al almidén con

cinco modulos en tandem.

Posteriormente, se realizé la seleccion de la biblioteca combinatoria del dominio
LaCBM26, desplegada en la superficie del bacteriofago M13. De la segunda y
tercera ronda de seleccidn con almidén soluble se revisaron cerca de 200 colonias
y de la segunda ronda de seleccién con almidén insoluble aproximadamente 100
colonias, obteniéndose secuencias con mutaciones y deleciones espontaneas, lo

que sugeria falsos positivos.
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Se reviso6 si del total de la biblioteca existian variantes con la capacidad de unir
almidon, mediante ELISA. Contrario a lo esperado, los valores de absorbancia
obtenidos de la biblioteca, desplegada en el fago M13, fueron semejantes al control
negativo (péptido derivado de HIV-1Gap). Lo cual sugiere que no hay suficientes
particulas de fagos desplegando mutantes afines al almidén para poder ser
detectadas por este método (Figura 19), o bien, es posible que las mutantes
desplegadas en el fago M13 tienen un plegamiento distinto al del dominio LaCBM26,
producto de las mutaciones introducidas durante el diseiio de la biblioteca

combinatoria.

Absorbancia 450 nm

Particulas de fagos (UFC)
BB-LaCBM26

Figura 19. Interaccién del dominio CBM26, desplegado en el fago M13, con almidén soluble
inmovilizado en placas de polipropileno. Control negativo, péptido no relacionado
desplegado en el fago M13 (CtriB22). Control positivo, dominio CBM26 desplegado en el
fago M13 (CtriICBM26). Biblioteca combinatoria del dominio CBM26 desplegada en el fago

M13 (BB-LaCBM26).
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A partir de la seleccién con almidoén, se analizaron dos proteinas (MutQD y MutNR)
que tenian una secuencia de aminoacidos relaciona con el dominio LaCBM26, es
decir, la proteina MutQD sélo tenia mutaciones en los sitios asignados durante la
construccion de la biblioteca, y la proteina MutNR ademas de tener mutaciones en
los sitios asignados, tenia deletados seis aminoacidos en el extremo carboxilo
terminal. En la Figura 20 se muestra la secuencia y representacion tridimensional
de las proteinas MutQD y MutNR donde se muestran las mutaciones en los sitios

asignados.

LaCBM26 1 KKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNKAITSAWPGKKMTALGNDKYELDLDTDEDDSDLAV IFTDGTKQTPAANEAGFTFTADATYDQNGVV 91

MUEQD L eeeeeeeeeeaens 0D e e e e e e D..... Yoleoe e
S S R N S H. .. .M.QQMPLMTKMVS-~---
Y /|
MutNR MutQD

Figura 20. Mutantes aleatorias obtenidas durante la seleccion con almidén. Modelo de la
estructura tridimensional obtenido por I-TASSER, marcando los sitios con mutaciones
(izquierda), y el alineamiento de estos residuos con respecto al dominio LaCBM26
(representada en color azul) (derecha), para las mutantes aleatorias MutNR (representada

en color gris) y MutQD (representada en color magenta), respectivamente.
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Debido a lo anterior, diez colonias seleccionadas al azar (Figura 21), ademas de las
dos variantes seleccionadas durante el proceso de seleccién con almidén, fueron

expresadas en la cepa Rosetta 2 (DE3) y analizadas como proteinas solubles

(Figura 22).

LaCBM26 1 KKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNKAITSAWPGKKMTALGNDEYELDLDTDEDDSDLAV IFTDGTKQTPAANEAGFTFTADATYDQNGVV
MutKE 1 e S Fo.... Fo e a s
MutEF 1 e E R e Fo.... Fo et
MutYG 1 e N Poo... T
MutAF 1 i A e e e e e Tooo-. R
MutPL 1 e e Yooo-- Fo et
MutHP 1 e HoP oo i e e e i e eeeeeee e G..... L
MutKD 1 e S L..... Fool s
MutPP 1 e P P e e aaaaan Teoo-- Fo et
MutlIP 1 e L E..... B T,
MutQL 1 o (o Doo... I

£ £ £ 2 8 < z £ £ I &
w o 3 3 3 ER mv 2 2 3 3 3

Figura 21. Mutantes aleatorias del dominio LaCBM26 seleccionadas al azar. Secuencia
primaria de diez clonas seleccionadas al azar a partir de la construccion de la biblioteca del
dominio LaCBM26, en cada una se muestran las diferencias de aminoacidos con respecto
al dominio silvestre (arriba). Geles de agarosa al 1% que muestran el gen amplificado a
partir de la construcciéon en el vector pET22b(+) de cada una de las mutantes aleatorias

(abajo).
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MutYG MutEF MutPL MutKE MutAF MutkD MutlP MutPP
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Figura 22. SDS-PAGE que muestra la expresion en Rosetta 2 (DE3) de variantes aleatorias
del dominio CBM26. SI: Sin inducir. Id: Inducidas con 1mM de IPTG. Geles de poliacrilamida

al 12%

La capacidad de unir almidon de cada una de las proteinas anteriores fue revisada
mediante electroforesis de afinidad. Contrario a lo esperado, ninguna de las
variantes revisadas conservé la capacidad de unir almidéon, aun cuando todas
contienen dentro su secuencia el W32 (Figura 23, Anexo 3). Por lo tanto, mantener
el W32 no fue suficiente para que se lleve a cabo la unién al almidén. De la misma
forma, ninguna de las mutantes fue capaz de unir B-ciclodextrina, determinado por
ITC. En la figura 23 se muestra a manera de ejemplo el analisis de dos de las
mutantes obtenidas, en las que se revisd por AGE no solo su capacidad de unirse

a almiddn sino también a amilosa, amilopectina y glucoégeno.
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B Sin carbohidrato Amilopectina 1% Glucégeno 1% Amilosa 1%
1) BSA, 2) MUtNR (- ), 3) LaCBM26, and 4) W32L (- )
Almidén 1%

Sin carbohidrato

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

1) MutNR , 2) W32L (- ), 3) MutQD (- ), 4) LaCBM26 y 5) BSA

MutQD-BCD MUutNR-BCD

Figura 23. Efecto en la unién a alfa-glucanos de mutantes aleatorias del dominio LaCBM26.
A) Secuencia primaria de mutantes aleatorias del dominio LaCBM26. B) Electroforesis de
afinidad de algunas variantes aleatorias. C) Muestra la ausencia de interaccion determinada

por ITC.

Por otro lado, se obtuvieron los espectros de dicroismo circular en el UV lejano (190-

260 nm) de algunas de las variantes. Los espectros obtenidos sugieren cambios a
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nivel de estructura secundaria entre las variantes y el dominio LaCBM26, ya que se
ven desplazados los maximos y minimos entre las proteinas, observandose en
diferentes longitudes de onda (Figura 24). Aunque estas mutantes tienen en su
secuencia al W32, ninguno de los espectros obtenidos tiene el maximo observado
entre 219-227 nm, lo que sugiere cambios conformacionales que afectan algunos
elementos de estructura secundaria que podrian verse reflejados en la orientacion

del W32, y probablemente esto conduzca a la pérdida de la afinidad hacia almidén.

Figura 24. Espectros de Dicroismo circular en el UV lejano de variantes aleatorias del
dominio LaCBM26. Los espectros fueron obtenidos en fosfato de sodio 10 mM pH 7.4, a

20 °C.

Cabe senalar que no se descarta la opcion de que las mutaciones encontradas en
las variantes combinatorias conlleven a una afectacion en la estabilidad dinamica

y/o movilidad intrinseca de la proteina que pueda repercutir de forma importante en
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la funcion de dichas proteinas. Ademas, es importante destacar que las variantes
revisadas tienen diferentes aminoacidos en la posicion 68 y en ningun caso es
glutamina, el cual es indispensable para la funcién del dominio, por lo que son
necesarios mas experimentos para determinar a fondo su papel en la unién de

almidoén.
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9. Discusién

Los CBMs unen diversos polisacaridos, entre ellos almidén, sin embargo, los
determinantes estructurales de su especificidad y afinidad aun se desconocen,
sobre todo en dominios que carecen de informacion estructural. Se han sugerido
modelos generales para predecir la importancia de algunos aminoacidos en la unién
de carbohidratos. Se ha propuesto que los CBMs que unen a-glucanos tienen en el
sitio de union tres regiones importantes, A, B y C, en la region A siempre hay un
triptéfano que establece interacciones hidrofébicas y CH-x; en la regién B hay un
aminoacido aromatico que puede ser un triptéfano o tirosina que también establece
interacciones hidrofébicas y CH-n contribuyendo asi a la plataforma hidrofébica para
la unién de carbohidratos, y en la regién C un aminoacido polar (Abbott and van
Bueren, 2014).

Se conocen unicamente tres estructuras de las 533 secuencias depositadas de la
familia 26 de mddulos de union a carbohidratos (CaZy, www.cazy.org, octubre
2018). Como se menciond, el dominio de unién al almidén (LaSBD) de la a-amilasa
de L. amylovorus tiene una estructura particular, ya que esta formado de cinco
modulos de union a carbohidratos de la familia 26 idénticos y en tandem (Giraud &
Cunny 1997: Rodriguez Sanoja et al., 2000), se desconoce la estructura terciaria de
este dominio y dada la naturaleza autoproteolitica de la proteina (Sanchez-Cuapio,
en preparacion), los estudios estructurales son sumamente complicados.

Por lo tanto, se eligieron distintos residuos con base en el analisis de estructura
primaria (Figura 9 y 10) y localizacién en el modelo tridimensional obtenido por

homologia del LaCBM26 (Figura 11) para determinar su papel en el sitio de unién
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del dominio LaCBM26 y revisar si podrian corresponder a las regiones A, By C
mencionadas anteriormente. El modelo tridimensional obtenido sugiere un
plegamiento tipo B-sandwich, el cual es el tipo de plegamiento predominante entre
los dominios de unién a carbohidratos (Boraston et al., 2006, 2004; Cockburn et al.,
2018; Hashimoto, 2006). El alineamiento tridimensional de los dominios BhCBM26,
ErCBM26-1 y ErCBM26-2, con respecto al modelo (Figura 12) indicd que tienen
estructuras similares (RMSD 1.3 A, 2.5 A y 2.1 A, respectivamente), donde las
principales diferencias se observan en las asas. Es posible que el alto contenido de
regiones sin plegamiento que tiene el dominio LaCBM26 justifique el tipo de
espectro atipico de dicroismo circular obtenido en el UV-lejano (Figura 16), en
congruencia con esta observacion, los datos obtenidos mediante la estimacion de
estructura secundaria por el servidor BeStSel indicaron pocos elementos de
estructura secundaria y un numero significativo de asas (Tabla 3). De forma similar,
espectros atipicos de proteinas con un alto contenido de asas se ha reportado en
otros dominios de unién al almidén, por ejemplo, en un dominio de unién al almidén
(SBD1) de la a-amilasa de Kocuria varians (Yamaguchi et al., 2012), asi como en
otras proteinas que unen carbohidratos, por ejemplo, la heveina (Rodriguez-
Romero et al., 1989).

En cuanto a los estudios de unién, el dominio LaCBM26 tiene una afinidad de ~10*
M-! tanto por la B-ciclodextrina como por la maltoheptosa (Tabla 2), aunque la
afinidad es dos veces mayor por B-ciclodextrina, probablemente por la semejanza
estructural de la B-ciclodextrina con la amilosa, y debido a la penalizacion entropica

adicional asociada con la estabilizacion de la conformacion de la maltoheptosa al
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ocurrir la unién (Williamson and Belshaw, 1993). La afinidad por almidén que se
reporta para el dominio LaCBM26 es muy semejante a la reportada en otros
dominios de unién al almidén, por ejemplo, los dominios CBM26-1 y CBM26-2 de la
o-amilasa de E. rectale (Cockburn et al., 2018), los dominio CBM25 y CBM26 de la
amilasa de B. halodurans (Boraston et al., 2006), el dominio CBM45 de Arabidopsis
thaliana (Glaring et al., 2011), entre otros, ademas en todos los casos la
estequiometria del sistema es 1:1. Con base en los parametros termodinamicos, la
interaccion del LaCBM26 con carbohidratos es estable (AG = -6.49 kcal/mol),
exotérmica y manejada entalpicamente, o que es compensado por la pérdida de la
entropia durante la unién del ligando.

Por otro lado, la relacion estructura-funcion de los aminoacidos conservados en el
sitio de uniodn, revisada por mutagénesis sitio-dirigida, demostré la importancia de
aminoacidos polares (Q68) en el sitio de union, a través de la pérdida de la unién al
almidén aun y cuando esta intacta la plataforma hidrofébica (W32, Y18 y Y20).
Posiblemente, la Q68 esta formando puentes de hidrogeno con el sustrato de forma
semejante al dominio BhCBM26, y el hecho que no esté presente elimina estas
interacciones, lo cual no permite la unién, aunque no se descarta la posibilidad de
cambios conformacionales alrededor del W32 que impidan su interacciéon y en
consecuencia se pierda la funcion. La presencia del W32 es importante debido a
que establece interacciones hidrofébicas y CH-n, que son dependientes de la
distancia y orientacién del aminoacido y de las moléculas de glucosa (Figura 5), por

lo que cualquier cambio podria ser relevante para la interaccion con el polisacarido.

76



Por el contrario, las mutaciones en Y18 y Y20, que teéricamente también forman un
enlace de hidrogeno y una interaccion hidrofébica, respectivamente, todavia
permiten la union del sustrato (Figura 14-15, Tabla 2). En este caso, es posible que
la pérdida de enlaces de hidrogeno conduzca a una redistribucion de las
interacciones que compense dichos enlaces, aunque los parametros
termodinamicos sugirieron que las mutaciones realizadas disminuyeron la
estabilidad de la interaccion (Boraston et al., 2001). Sin embargo, es dificil conocer
con precision el efecto de las mutaciones en el sitio de uniéon que estén implicados
en cambios conformacionales locales sin tener informacion estructural
tridimensional, por lo que son necesarios mas estudios al respecto. Por otro lado, la
mutagénesis de los aminoacidos E74 y F77 no modifica la afinidad por almidén
(Figura 14-15, Tabla 2).

Los espectros de CD en el UV-lejano de los mutantes analizadas mostraron que la
estructura secundaria del dominio LaCBM26 no esta afectada por mutaciones
puntuales, aunque las minimas diferencias observadas sugieren cambios
conformacionales locales (Figura 16). EI mayor efecto se observé para el caso de
la mutante W32L, en la cual ya no se observa el maximo observado entre 218 y 227
nm; posiblemente la mutacién W32L provoca cambios conformacionales en la
proteina, modificando asi el espectro de CD, aunque esto no representa cambios
en el contenido de los elementos de estructura secundaria, ya que los valores
estimados con el servidor BeStSel son muy semejantes con respecto al dominio
silvestre (Tabla 3). Al respecto, Woody, (1994) menciona que los valores de
elipticidad molar entre 220-235nm puede explicarse por una contribucion de la

presencia de aromaticos en la estructura expuestos a la superficie, relacionados con
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la interaccion con carbohidratos, lo cual se ha observado de forma similar en otras
proteinas como la proteina de unién a glucano A de Streptococcus mutants (Haas
et al., 1998) y el dominio de unién a almidén de Aspergillus niger (Ota et al., 2016)
y R. oryzae (Jiang et al., 2012).

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que en el dominio LaCBM26 al
menos son indispensables dos aminoacidos, el W32 y la Q68, que podrian
corresponder a la regién A y C en el analisis del sitio de unién a a-glucanos
propuesto por Abbott et al. (2014), mientras que la Y20 podria corresponder a la
region B, ya que con base al alineamiento de estructura terciaria (Figura 12),
empalma con la Y25, Y198 y W299 que interaccionan con el ligando a través de
interacciones CH-r.

Por otra parte, en este trabajo también se construy6 una biblioteca combinatoria del
dominio LaCBM26, para modificar de manera aleatoria a cinco residuos del sitio de
unién que permitiera obtener variantes que aportaran informacion referente a los
determinantes estructurales en el sitio de union de este dominio.

El uso de los CBMs como plataformas para modificar aminoacidos importantes en
la unién ha sido poco explorado. Esta estrategia ha sido utilizada para mutagenizar
de forma combinatoria al dominio CBM4-2 de la xilanasa 10A de la bacteria termdfila
R. marinus, el cual une xilano, xiloglucano, manano y celulosa, obteniendo variantes
especificas a algunos de estos sustratos, por ejemplo la variante X-2 que une
especificamente xilano o la variante XG-34 que une especificamente xiloglucano
(Gunnarsson et al., 2004). A pesar de las aplicaciones potenciales que se derivan

de esta tecnologia, pocos han sido los dominios analizados. Recientemente,
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también fue mutagenizado, de forma totalmente aleatoria, el dominio CBM11 de
CelH (celulosoma asociado a proteinas multidominio: B-1,3-1,4 endoglucanasa
Lic26A y la enzima bifuncional celulasa/xilanasa Cel5E), a partir del cual se
encontraron variantes de dominio con una o hasta cuatro mutaciones que
incrementaba su afinidad hasta 15 veces en comparacion con el dominio silvestre
(Furtado et al., 2018).

Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de la construccién de la biblioteca
combinatoria sugieren que el dominio LaCBM26 tiene poca tolerancia al cambio y a
la insercion de mutaciones al azar en los sitios seleccionados, ya que si bien se
logré construir una biblioteca de hasta 1.5 millones de variantes, fue dificil
seleccionar variantes que mantuvieran o mejoraran la unién hacia almidén.

Al analizar los espectros obtenidos de las mutantes con modificaciones aleatorias
se observo que en cada caso las mutaciones provocan cambios a nivel de estructura
secundaria, asi como la pérdida de la funcion, por lo que es posible que solo algunas
arquitecturas de proteinas compensen el impacto de mutar residuos importantes
relacionados con la funcion y soporten la innovacién funcional.

Como se menciond anteriormente, el dominio LaCBM26 tiene pocos elementos de
estructura secundaria y una cantidad importante de giros y regiones poco
estructuradas, esto puede provocar que no exista en el dominio estabilidad
estructural que permita mutagenizar de manera aleatoria los aminoacidos
seleccionados, como regularmente es requerido (Skerra, 2000).

En el caso de los dominios CBM4-2 y CBM11, utilizados como plataformas para la

busqueda de variantes con mejor afinidad a diferentes sustratos, tiene una
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estructura con mayor cantidad de hebras § CBM4-2, 50% (PDB ID 1k42) y CBM11,
48% (PDB ID 1VOA); que el dominio LaCBM26 que solo llega al 38%; datos
obtenidos con el servidor BestSel (https://www.bestsel.elte.hu; Tabla 3). Por lo que
es posible que puedan tolerar mejor la insercién de cambios de aminoacidos sin
perder su integridad estructural. Sin embargo, no hay que dejar de lado que todas
las mutantes probadas tenian modificado el residuo Q68 y este solo hecho elimina
la adsorcién. En consecuencia, seria necesario restaurar este aminoacido para
asegurar el rol de los otros aminoacidos y la estructura secundaria.

Respecto al despliegue de la biblioteca en el fago M13, no se han presentado
limitaciones estructurales al desplegar péptidos de hasta 5 kDa fusionados a la
proteina p8 del fago M13, aunque se ha encontrado que algunas inserciones de
péptidos en esta proteina de despliegue pueden afectar el ensamblaje del
bacteriéfago, debido a mecanismos relacionados con la insercion de las proteinas
de fusién en la membrana (Malik et al., 1998). Es posible que ciertas fusiones
puedan ser téxicas para E. coli y que su expresion limite la produccion y ensamblaje
del fago M13 (Sidhu et al., 2000). Ademas, seleccionar o enriquecer particulas
hacia blancos no relacionados, por ejemplo, al plastico o BSA, conduce a falsos
positivos (Fukunaga and Taki, 2012). En consecuencia, algunas de estas
limitaciones podrian haber afectado el sistema de despliegue de la biblioteca del
LaCBM26.

Es claro que las caracteristicas estructurales que promueven la evoluciéon de las
proteinas solo se entienden parcialmente. Por lo tanto, ciertas arquitecturas de

proteinas tienen menos probabilidades de compensar el impacto de la mutacion de
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residuos importantes relacionados con la funcién y posiblemente menos
susceptibles a la innovacién funcional. Recientemente, Cohen-khait et al. (2017)
observaron que tres mutaciones son suficientes para generar un nuevo sitio de
unién en una proteina. Sin embargo, también mostraron que tales mutaciones
desestabilizan gravemente la proteina, lo que sugiere que la estabilidad limitada de
las proteinas silvestres las protege de evolucionar hacia una unién promiscua y no

productiva.
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10. Conclusiones

La caracterizacion de mutantes puntuales de un LaCBM26 de la a-amilasa de L.
amylovorus permitié revelar el papel de residuos polares como el de la glutamina
68, ademas del ya conocido papel de los aminoacidos aromaticos, ya que para la
unién de a-glucanos es importante tener una plataforma hidrofébica, asi como
aminoacidos polares que también tienen un papel critico en la unién.

De acuerdo con el analisis de las regiones ABC, proponemos que en el dominio
LaCBM26 el W32 corresponde a laregidén A, la Y20 a laregién B y la Q68 a la regién
C necesarios para llevar a cabo la unién de a-glucanos, aunque hay otros residuos

que también participan en la unién, como la Y18.

Por otro lado, ninguna de las mutantes puntuales obtenidas modificaron la
estructura secundaria del dominio, aunque se desconoce si estas mutaciones
pudieran afectar su flexibilidad; en cambio, la mutacién simultanea de aminoacidos
importantes en el sitio de unién del dominio LaCBM26 afecta su estructura
secundaria y funcion, sugiriendo que este dominio podria presentar poca tolerancia

al cambio.
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11. Prospectivas

Analizar mediante dinamica molecular el efecto de la mutacién de la Q68 en el
dominio LaCBM26, y revisar los cambios conformacionales que dan como resultado
la pérdida de la funcidon. Asi como, restaurar la mutacién Q68 en el banco de

mutantes para verificar su importancia en la unién de a-glucanos.

Disefar las mutaciones necesarias para incrementar la estabilidad del dominio
LaCBM26, y conocer las condiciones fisicoquimicas idoneas para realizar estudios

estructurales.

Explorar el papel de aminoacidos fuera o a distancia del sitio de union del dominio

LaCBM26 para el disefio de CBMs con mejor afinidad hacia almidén u otras

moléculas, por ejemplo, de caracter proteico.
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ANEXos

Anexo 1. Composicion de amortiguadores y medios de cultivo.
Medio 2YT

Cantidad en g para 1 L.

17 g Triptona

109 Extracto de Levadura
5 ¢ NaCl

PEG/NaCl [20% / 2.5M]

20 g de PEG 8000

14.6 g de NaCl

Disolver por separado, mezclar y aforar a 100 mL.

Esterilizar por filtracion o en autoclave por 15 min/121 °C/15 Ib.

Almacenar a 4 °C.
Amortiguador TBS 1X

50 mM Tris-HCI
150 mM  NaCl

Amortiguador PBS 1X
10 mM Naz2HPO4
2 mM KH2POy4

137 mM  NaCl
2.7 mM KCI

100



Anexo 2. Protocolo para la construccion y despliegue de la biblioteca del dominio
LaCBM26.

Construccion de la biblioteca combinatoria.

1.

Primero se realizé el ensamblaje adicionando 20 pmol de cada uno de siete
oligonucledtidos (Tabla A1). Los oligonucledtidos fueron ensamblados mediante una
reaccion de PCR (95°C por 1 min, 56°C por 2 min, 68°C por 2 min, ocho ciclos)
usando la DNA polimerasa Platinum® (Thermo Scientific).

De la reaccion anterior se tomaron como templado alicuotas de 0.5 yL, 1.0 yLy 3
ML. Lareaccién de PCR (98°C por 30 s, 59°C por 30 s, 72°C por 30 s, 30 ciclos) se
realizd con 25 pmol de los oligos Forward: 5-CAGCAGCCATGGAACAACAGAAAC-
3’y Reverse: 5-TTAAGTTAGGATCCTACGTATTTTAC-3’ que contiene los sitios de
las enzimas de restriccion Ncol y BamHlI, respectivamente. El amplificado mas
limpio de obtuvo adicionando como templado una alicuota de 0.5 yL. Se realizaron
10 reacciones de PCR mas para obtener suficiente cantidad de amplificado.
Posteriormente, se digirié el amplificado de la biblioteca con 200 U de cada una de
las enzimas Ncol y BamHI en un volumen total de 400 uL. La reaccién se incubd por
2h a 37 °C. Se siguio la reaccion mediante la visualizacion en gel de agarosa al 2%.
Después se purificé la reaccién de digestion con el Kit DNA Clean and Concentrator-
STM.

Simultaneamente, el fagémido pG8SAET fue purificado y digerido como se
menciond anteriormente. Para la limpieza del fagémido digerido se realizé el método
de fenol-cloroformo.

Previo a la clonacion de la biblioteca en el fagémido, se transformaron 50 uL de
células DH5a. electrocompetentes con 100ng de pG8SAET digerido para revisar la
correcta digestion del vector. No se obtuvieron colonias al incubar las cajas de medio
LB-agar por 24 h a 37 °C.

Para la clonacién de la biblioteca en el fagémido pG8SAET se utilizaron 1.5 ug de
fragmento digerido, purificado y revisado en un gel de agarosa al 2% en una relacion
3:1 con el fagémido, utilizando 5 ug de vector digerido y purificado. La ligacion se
realizd con la enzima ligasa T4 (NE), la reaccion se incubé a temperatura ambiente
por 30 min y posteriormente toda la noche a 16 °C. Enseguida se desactivd la

enzima incubando la reaccion a 65 °C por 10 min.

101



7.

10.

Posteriormente se limpid la reaccion de ligacion con el kit Promega (Wizard®SV Gel
and PCR Clean-up System), se obtuvieron 100 pL.

A partir de la solucién anterior, que contiene el producto de la ligacion, se realizaron
varias pruebas de electroporacion con células de E. coli TGl electrocompetentes.
Se transformaron 45 L de células con 0.5 L, 1uL, 2 yL, 3 uL y 4 pL.

De acuerdo con la ecuacion:

(# de Colonias) ( uL de cultivo ) ( uL de rxn de ligacién )

uL plaqueados/ \pL de la ligacién para transformar

= total de transformantes.

se determind que realizar 16 electroporaciones con 3 pL de la reaccion de ligacion
era suficiente para obtener una libreria tedrica de 3.2 x 10° transformantes.

Por lo tanto, se realizaron 16 electrotranformaciones adicionando 3 pL de la reaccion
de ligacién purificada a 45 pL de células electrocompetentes de E. coli TGI. Cada
tubo se incub6é en hielo 1 min, se colocaron los 48 pL en una celda de
electroporacion nueva vy fria. Después de dar un pulso de 1250 V se agregdé 1 mL
de medio SOC. Se colectd cada transformacion en cuatro tubos falcon en grupos de
4 mL para incubar de forma secuencial a 37 °C durante 40 min. Colectando al final
en un solo tubo donde se tiene la libreria completa. Para estimar la variabilidad y el
tamano se tomaron 3 pL y 30 uL y se diluyen a 150 pyL con medio SOC y se plaquean
en cajas de medio LB-Amp (100 ug/mL). Las cajas se incuban a 37 °C por 24 h. Se
cuantifican las colonias obtenidas.

Al volumen restante del punto anterior se le adicioné un mismo volumen de medio

2YT fresco y se incubd sin antibidtico a 37 °C por 1h y 250 rpm de agitacion.
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Posteriormente se adicionan Ampicilina a una concentracién final de 100 ug/mL y

se incubd por 2 h mas en las condiciones anteriores.

11. Del tubo anterior se tomaron 0.5 mL y se adicionaron a 6 mL de medio 2YT-Amp

(100 mg/mL). EL tubo se incubé a 37 °C y agitacion de 250 rpm por 16 h.

12. De este tubo se realiz6 la extraccion del DNA plasmidico de la libreria, de acuerdo

con las indicaciones del fabricante (QIAGENE) y se almacend a -20 °C.

Tabla A1. Oligonucledtidos utilizados en la construccién de la biblioteca

combinatoria del dominio CBM26 de Lactobacillus amylovorus.

Rv1

5-TGCTACCCCAGCTTGACGGCTTTTCGAAGTAAACCTTTTTAGTTTCTGTTGTTCCATGGCTGCTG

Fw2a 5-CAAGCTGGGGTAGCAGAGTGTATGCCNNKGTANNKAATAAGAACACGAACAAGG?
Rv2a 5-CTAAAGCGGTCATTTTTTTGCCAGGCCAAGCTGAAGTTATAGCCTTGTTCGTGTTC
Fw3 5-AAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAGTATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAG
Rv3a 5-GTCCCATCGGTGAATATAACAGCTAAATCAGAGTCATCTTCATCAGTGTCGA
Fw4b 5-ATTCACCGATGGGACTAAGNNKACACCAGCAGCTAATNNKGCAGGTNNKACATTCACAGCAGA®

Rv4b

5-TTAAGTTAGGATCCTACGTATTTTACGACACCATTTTGGTCATAAGTGGCATCTGCTGTGAATGT

Produccion de particulas.

Dia 1.

Dia 2.

1.

A partir de un glicerol, inocular 5 mL de medio 2-YT/Amp (100 ug/mL) con

10 uL o bien picar una colonia, e incubar OVN a 37 °C.

Del cultivo anterior tomar 50 uL e inocular 5 mL de medio 2-YT/Amp (100
ug/mL) fresco (Dilucion 1:100), e incubar a 37 °C hasta alcanzar una D.O
= 0.7 aproximadamente.

Al cultivo anterior, agregar fago helper (M13K07) a 10 MOI diluido en 100
uL de medio 2-YT/Amp (100 ug/mL).

Incubar por 30 min a 37 °C SIN AGITACION y 30 min mas CON
AGITACION a 250 rpm.

Tomar 2 mL del cultivo anterior e inocular a 48 mL de medio 2-YT/Amp
(100 pug/mL) / kanamicina (50 ug/mL) fresco (en matraces de 250 mL) e
incubar a 37 °C durante 16-20 h con agitacion (250 rpm).

Nota: A partir del cultivo anterior se realiza el rescate y titulacién del fago, para ser

utilizado en la siguiente ronda de seleccion.
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Dia 3.

6. El volumen de cada matraz se pasa a dos tubos para centrifuga estériles

de 50 mL. Centrifugar a 8000 rpm a 4 °C por 20 min. Posteriormente
vaciar el sobrenadante en un tubo limpio y adicionar 1/6 del volumen de
PEG 20%/NaCl 2.5 M para concentrar las particulas de fagos, mezclar

por inversion suave de 4-6 veces.

7. Incubar a 4 °C durante 2 h o toda la noche.

8. Centrifugar a 10 000 rpm a 4 °C durante 10 min y decantar los tubos.

“Ahora las particulas estan en el pellet”.

9. Adicionar a cada tubo 1 mL de amortiguador TBS y resuspender las

particulas, los tubos son lavados con 0.5 mL mas de amortiguador. Los
1.5 mL se depositan en un tubo microfuga de 2 mL limpio y estéril.

10. A cada tubo se le adicionan 0.3 mL de PEG 20%/NaCl 2.5 M y se mezcla
por inversion suave. Los tubos se incuban a 4 °C por 1 h.

11.Centrifugar a 15 000 rpm durante 15 min a 4 °C. Decantar el
sobrenadante, repetir centrifugacion para eliminar el total del liquido.

12.Resuspender las particulas con 0.25 mL de amortiguador TBS y 0.1 mL
mas para lavar el tubo y recuperar el volumen total sélo en un tubo,
obteniendo 600 pL.

13. Finalmente centrifugar a 4000 rpm por 5 min a 4 °C para eliminar cualquier

agregado de particulas o células.
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Titulo de los fagos.

1. Realizar diluciones de acuerdo con el siguiente ejemplo:

ZuL-\\Ji}—~\J<5-\\VOOp

FD=8x 1010
2x10 2x10 0.1
0.9mL

ImL 1mL 1ImL
3ul 30uL

Adicionara 200 mL de
células TGID.0.=0.7

2. Después de realizar las diluciones, incubar durante 40 min a 37 °C.
3. Plaquear todo el volumen en cajas de LB-Amp (100 ug/mL) e incubar toda la

noche a 37 °C. Se cuantifican el numero de colonias y se calcula el total de pfc/ulL.

Anexo 3. ITC de variantes del dominio LaCBM26 sin la capacidad de unir almidén.
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Anexo 4. Documentos publicados en revistas indexadas.

105



International Journal of Biological Macromolecules 121 (2019) 829-838

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ijbiomac

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Biological Macromolecules

The role of conserved non-aromatic residues in the Lactobacillus
amylovorus a-amylase CBM26-starch interaction

t.)

Check for
updates

Silvia Armenta *°, Zaira Sanchez-Cuapio *, Maria Elena Munguia ?, Nancy O. Pulido ¢, Amelia Farrés €,
Karen Manoutcharian ¢, Alejandra Hernandez-Santoyo f Silvia Moreno-Mendieta &,

Sergio Sanchez ¢, Romina Rodriguez-Sanoja **

2 Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Mario de la Cueva s/n, Ciudad Universitaria, Ciudad de México 04510, Mexico

Y Programa de Doctorado en Ciencias Bioquimicas, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), A.P.70228, Ciudad Universitaria, México, DF 04510, Mexico

¢ Programa de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), A.P.70228, Ciudad Universitaria, México, DF 04510, Mexico

4 Centro de Investigaciones Quimicas, Universidad Nacional Auténoma del Estado de Morelos, Av. Universidad s/n, Cuernavaca, Mor 62210, Mexico

€ Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior s/n Ciudad Universitaria, Ciudad de México 04510, Mexico

! Instituto de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior s/n Ciudad Universitaria, Ciudad de México 04510, Mexico

& CONACYT, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Mario de la Cueva s/n, Ciudad Universitaria, Ciudad de México 04510, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 12 May 2018

Received in revised form 12 October 2018
Accepted 14 October 2018

Available online 15 October 2018

It is generally accepted that carbohydrate binding modules (CBMs) recognize their carbohydrate ligands by hy-
drophobic and CH-mt interactions. Point mutations of one CBM26 of the Lactobacillus amylovorus oi-amylase
starch-binding domain (LaCBM26) showed that conserved non-aromatic residue are essential in the starch rec-
ognition function of the domain, as the mutation of a single glutamine (Q68L) eliminates binding to starch and 3-

cyclodextrin, even in the presence of aromatic amino acids necessary for ligand binding. The secondary structure
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ance to change.

of mutated proteins was verified and showed no differences from the wild-type domain. However, random mu-
tations of five residues involved in binding (Y18, Y20, Q68, E74, and F77) did cause change in the secondary struc-
ture of the protein, which also causes loss of function. Much of the diversity introduced in the LaCBM26 was
probably incompatible with the appropriate folding of these proteins, suggesting that the domain has little toler-

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Starch is one of the most abundant carbohydrates in nature. It is gen-
erally found in the form of insoluble granules that can be degraded only
by enzymes containing substrate-binding regions on their surface, or
adjacent carbohydrate-binding modules (CBM) that allow the adsorp-
tion of the enzyme by the insoluble substrate [1-3]. CBMs are protein
domains that have no catalytic activity and can specifically recognize
and bind not only to starch but also to almost any other known carbohy-
drate in nature. CBMs are classified into 83 families on the basis of
amino acid sequence. Specifically, the starch-binding domains (SBDs)
are included in 15 families (CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM34,
CBM41, CBM45, CBM48, CBM53, CBM58, CBM68, CBM69, CBM74,
CBMS82, CBM83) known for their binding preference to starch and/or
maltooligosaccharides [4,5].

The primary structures of the SBDs contain few consensus residues,
even among members of the same family. For example, in family

* Corresponding author.
E-mail address: romina@biomedicas.unam.mx (R. Rodriguez-Sanoja).

https://doi.org/10.1016/j.ijpiomac.2018.10.061
0141-8130/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

CBM26, <30% of residues are conserved, however the three essential ar-
omatic positions are present in all members, normally two tyrosines
and one tryptophan. Other residues indicated as functionally important
are conserved, but not in any member of the family. Nevertheless, most
SBDs are folded into a highly conserved three-dimensional structure,
with B-sandwich folding as the most reported structure [6,7]. Usually,
the substrate binding site is a groove located in a concave portion of
the protein, which fits linear a-glucans [8,9].

Abbot et al. [9] proposed three spatially and functionally conserved
regions (A-C) for a-glucan-binding CBMs. A and B form a hydrophobic
platform in which A is invariably a tryptophan, while B may be a residue
of tryptophan or tyrosine. By contrast, C is a polar residue that forms hy-
drogen bonds with the substrate. The CBM26 structure (PDB:2C3H)
from the Bacillus halodurans C125 ai-amylase (BhCBM26) shows six res-
idues interacting with maltose: W36, Y23, Y25, Q71, G76 and E77. The
binding is based on van der Waals interactions with residues Y25 and
W36, stabilized by 5 hydrogen bonds with the aromatic residue (Y23),
the polar residues (Q71 and E77) and the hydrophobic residue (G76)
[10]. In BACBM26, W36 corresponds to region A, Y25 to region B, and
E77 to region C; however, the importance of all residues involved in
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the binding interaction is unclear [9,10]. Recently, the tandem structure
of two CBM26 from the at-amylase of Eubacterium rectale was deter-
mined (PDB:6B15; with maltoheptaose PDB: 6B3P). Both domains in-
teract equally with the substrate through an aromatic platform
formed by two aromatic residues (ErCBM26-1: W208 and Y198;
ErCBM26-2: W314 and W299) and hydrogen bonds formed by 3-5
amino acids (ErCBM26-1: Q247, Y196, D250, N202, and E200;
ErCBM26-2: Q352, Y297, and N355) [5].

Lactobacillus amylovorus a-amylase SBD (LaSBD) has an unusual
modular arrangement, composed of five identical CBM26 tandem mod-
ules [3]. Previous site-directed mutagenesis studies conducted in one of
these identical modules (LaCBM26) suggests that its starch-binding ca-
pacity relies on 3 aromatic residues: Y18, Y20 and W32; where W32 is
essential, since the W32 L mutated protein loses the ability to bind sol-
uble starch, while Y18L and Y20L still bind starch but do so less effec-
tively than the WT domain [11]. This and other works have
emphasized the importance of aromatic amino acids as mediators of
CBM-carbohydrate interactions through hydrophobic and CH-m interac-
tions with the substrate, while polar amino acids help stabilize the bind-
ing by forming hydrogen bonds with the carbohydrate [12-14].
However, to the best of our knowledge, there is no information regard-
ing the functional importance of the hydrogen-bond-forming residues
in the binding site.

For SBDs without known three-dimensional structure, it is difficult
to predict the position and functional importance of binding residues.
The LaCBM26 domain undergoes a process of self-proteolysis that hin-
ders its crystal formation (unpublished results); consequently, a possi-
ble approximation to understand the interaction of this SBD with its
substrate is the point or simultaneous substitution of the residues that
may be important for substrate interaction. In this study, we report
the importance of the binding residues in the structure and function
of a LaCBM26.

2. Materials and methods
2.1. Strains and plasmids

E. coli strain DH5x was used as host for pQ-1mod, a preexisting con-
struct containing the gene encoding one CBM26 from the L. amylovorus
a-amylase starch-binding domain [15]. E. coli strains XL10 Gold and Ro-
setta 2 (DE3) were used for production of WT-CBM26, and their mu-
tated proteins. E. coli TGI was used as host for construction of the
library and for phage display work. The pG8SAET phagemid vector
was used for CBM26 library construction fused to gene VIII, which
codes for protein VIII of phage M13. Genes coding for selected clones
were inserted in the expression vector pET-22b(+) (Novagen, Madison,
WI, USA).

2.2. Protein modeling of the L. amylovorus o-amylase CBM26 and model
validation

Protein modeling was performed using Iterative Threading ASSEm-
bly Refinement server (I-TASSER, http://zhanglab.ccmb.med.umich.
edu/I-TASSER) based on the ab initio/threading method [16,17]. The
model was subjected to conjugate gradient energy minimizations
using the Amber 16 package with Amber ff99SB-ILDN protein force
field (http://ambermd.org/AmberModels.php). The structural valida-
tion of the three-dimensional model was done using different validation
tools: PROCHECK (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/
PROCHECK/) [18], WHAT_CHECK (https://swift.cmbi.umcn.nl/gv/
whatcheck/) [19] and ERRAT online servers (http://servicesn.mbi.ucla.
edu/ERRAT/). The overall quality of the protein structure was obtained
by analyzing the percentage of residues in the most favorable or core re-
gions in the Ramachandran plot. In the generated model, >85% of the
residues were in correct regions in preferred/allowed regions, showing

that the model has high quality. The model was deposited in the Protein
Model Database (PMDB) [20] with PMDB identifier PM0081297.

2.3. Site-directed mutagenesis of the L. amylovorus a-amylase CBM26

Point mutations were introduced to change selected amino acids to
leucine. Mutations were generated using Quick Change Mutagenesis Kit
(Stratagene, La Jolla, CA) with two antiparallel primers containing the
desired mutation and pQ-1mod as DNA template. The primers contain-
ing the desired mutation are shown in Table 1. PCRs were performed
using Phire Hot Start Il DNA polymerase (F122S Thermo Scientific).

After PCR, the products were treated with Dpn I to digest the paren-
tal DNA template and then transformed into E. coli XL10-Gold cells. All
constructs were validated by DNA sequencing (Laboratorio de
Secuenciacién Genémica de la Biodiversidad y de la Salud, UNAM).

2.4. Protein production and purification

Cells were grown in LB medium with 100 mg/L ampicillin for 6 h at
37 °C for a DOggg ~0.8. Protein expression was induced with the addition
of isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside (0.4 mM IPTG) (Sigma-Aldrich,
St Loius Mo), and incubation was continued for 2 h at 37 °C. Cells were
harvested by centrifugation (8000 xg for 10 min at 4 °C) and suspended
to approximately 1/100 of the original culture volume in binding buffer
(20 mM sodium phosphate pH 7.4, 0.5 M NaCl and 25 mM imidazole)
with a protease inhibitor cocktail for use in purification of histidine-
tagged proteins (P8849; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Cells were disrupted by sonication with pulses of 30 s at 60 Hz and
pause of 30 s during 30 min (Vibra-Cell; Sonics & Materials, Inc). Protein
was purified from the clarified extracts by immobilized metal affinity
chromatography according to the manufacturer's protocols (ProBond
Resin 46-0019, Invitrogen), followed by anion exchange chromatogra-
phy according to the manufacturer's protocols (HiTrap™ DEAE FF 17-
5055-01, GE Healthcare).

2.5. CBM library construction

The gene encoding the CBM26 from L. amylovorus a-amylase was
initially amplified from the pQ-1mod vector [15] using the gene specific
primers: 5'-CAGCAGCCATGGAACAACAGAAAC-3’ and 5’-TTAAGT
TAGGATCCTACGTATTTTAC-3’ carrying Ncol and BamHI restriction sites
(underlined in oligos), to generate corresponding DNA fragments for

Table 1
Oligonucleotide primers used for site-directed mutagenesis or library construction.

Name Primers

pQ-Q68L P1f: 5'-CCGATGGGACAAAGCTTACACCAGCAGCTAATG
P2r: 5'-CATTAGCTGCTGGTGTAAGCTTTGTCCCATCGG
pQ-E74L  P1f: 5'-GCAAACACCAGCTGCTAATCTGGCTGGTTTTACC
P2r: 5'-GGTAAAACCAGCCAGATTAGCAGCTGGTGTTTGC
pQ-F77L  P1f: 5'-GAGGCTGGTTTAACCTTTACTGCAGATGCTACTTATG
P2r: 5'-CATAAGTAGCATCTGCAGTAAAGGTTAAACCAGCCTC
1/Rv1 5'-TGCTACCCCAGCTTGACGGCTTTTCGAAGTAAACCTTTTTAGTTTCTGTTG

TTCCATGGCTGCTG

2/Fw2a  5'-CAAGCTGGGGTAGCAGAGTGTATGCCNNKGTANNKAATAAGAACAC
GAACAAGG?

3/Rv2a  5'-CTAAAGCGGTCATTTTTTTGCCAGGCCAAGCTGAAGTTATAGCCTTGTT
CGTGTTC

4/Fw3 5'-AAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAGTATGAATTGGATCTCGACACTGA
TGAAG

5/Rv3a  5’-GTCCCATCGGTGAATATAACAGCTAAATCAGAGTCATCTTCATCAGTGT
CGA

6/Fw4b  5’-ATTCACCGATGGGACTAAGNNKACACCAGCAGCTAATNNKGCAG
GTNNKACATTCACAGCAGA?

7/Rvdb  5-TTAAGTTAGGATCCTACGTATTTTACGACACCATTTTGGTCATAAGTGG
CATCTGCTGTGAATGT

@ Degenerate codon: K=TorG;N=A,C,GorT.


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
http://ambermd.org/AmberModels.php
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
https://swift.cmbi.umcn.nl/gv/whatcheck/
https://swift.cmbi.umcn.nl/gv/whatcheck/
http://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/
http://servicesn.mbi.ucla.edu/ERRAT/
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their cloning in the phagemid vector pG8SAET as fusions with major
phage coat protein (pVIII) of M13 phage.

For library construction, mutations were introduced at five positions
of the LaCBM26 (Y18, Y20, Q68, E74 and F77). Mutations were intro-
duced by amplification of seven gene fragments using the degenerate
oligonucleotides shown in Table 1, where N is any of 20 natural amino
acids and K is T or G. Oligos were assembled by an overlap-extension
PCR (eight cycles, 95 °C for 1 min, 56 °C for 2 min, 68 °C for 2 min)
using Platinum® DNA Polymerase (Thermo Scientific). An aliquot (0.5
pL) of the resulting PCR product from this reaction was amplified
using the gene-specific primers (30 cycles, 98 °C for 30 s, 59 °C for
30 s, 72 °C for 30 s) using Phire Hot Start Il DNA polymerase (F122S
Thermo Scientific). This allowed generation of fragments for cloning
into the phagemid vector, previously digested with Ncol and BamHI.
The size of the library after transformation into electrocompetent E.
coli TGI was calculated to be 1.1 x 10° clones. To verify the random in-
sertion of the mutations, the DNA insert of ten clones from the CBM26
library were sequenced.

2.6. Phage stocks

An exponentially growing culture of cells from the constructed li-
brary or a selected clone (2YT with 100 mg/L ampicillin at ODggpg ~0.7)
was infected with helper phages M13 K07 (Invitrogen) with a multiplic-
ity of infection of ~10 for 30 min at 37 °C without stirring and 30 min
more at 250 rpm stirring. The medium was changed to 2YT, 100 pg/L
ampicillin, 50 pug/L kanamycin and the cultures were grown at 30 °C
overnight at 250 rpm of stirring. After centrifugation of cell culture
(8000 xg, 10 min), the supernatants (containing phage particles)
were concentrated by polyethyleneglycol/NaCl precipitation. After cen-
trifugation (14,810 xg, 15 min at 4 °C), the precipitated phages were
dissolved in Tris-buffered saline (TBS, 1x) and stored at 4 °C. As a neg-
ative control we used a non-related phage expressing HIV-1 Gag-
derived epitope/peptide, and as a positive control we used WT
LaCBM26. Both controls were displayed fused to pVIII protein on surface
phage.

2.7. Biopanning

Phage selections were performed on soluble and insoluble starch
(Sigma-Aldrich). Soluble starch was immobilized on costar 96 well
polystyrene plates (3370) coated with 100 pL of 10% soluble starch as
described in [21]. For soluble starch selection, 10" phage particles di-
luted in blocking buffer (phosphate-buffered saline containing 0.2% bo-
vine serum albumin (PBS-BSA) and 0.05% (v/v) Tween-20; pre-
incubated for 40 min) were added to starch-coated plates and incubated
overnight at 4 °C. The plates were washed four times with PBS plus
0.05% (v/v) Tween-20 (PBS-5 T) and once with PBS. Bound phages
were eluted using 200 pL of 0.1 M triethylamine (TEA) by incubating
for 30 min at room temperature (RT) and neutralized by the addition
of 200 L of Tris-HCl 1 M (pH 7.4). Fifty microliters of the elution solu-
tion were saved for titration experiments, and the rest was used to in-
fect exponentially growing E. coli TGI for preparation of new phage
stocks. Three rounds of biopanning were performed.

For insoluble starch selections, 500 piL of phage stock containing 10
phage particles, displaying different variants of the CBM26, was added
to 500 pL of a 5% starch suspension in PBS-BSA and 0.1% (v/v) Tween-
20 (PBS-T). The mixture was incubated overnight using a roller rotator
at 4 °C. After centrifugation (8330 xg, 10 min), the substrate was subse-
quently washed four times with PBS-T and once with PBS. Bound
phages were eluted using 300 L of 9 mg/mL 3-cyclodextrin by incubat-
ing for 40 min at 4 °C using a roller rotator, or 200 pL of 0.1 M
triethylamine (TEA) by incubating for 30 min at RT and neutralized by
the addition of 200 pL of Tris-HCI 1 M (pH 7.4). The elution solution
was saved following the instructions described above. Two rounds of
biopanning were performed, and the eluate from each round was

amplified and used for the subsequent round or for characterization of
clones (first and second rounds).

2.8. Affinity gel electrophoresis (AGE)

The binding capacity of the mutant and wild-type proteins was de-
termined by affinity gel electrophoresis. Purified proteins were sepa-
rated in native gels containing either no carbohydrates or 1% of potato
starch (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France). Electrophoresis was run
at 4 °C at 20 mA (Bio-Rad Mini-Protean III system). Albumin was used
as a negative control. Proteins were detected by staining with
Coomassie Brilliant Blue R-250 [22].

2.9. Circular dichroism (CD)

CD spectroscopy was carried out at 20 °C on a J-710 spectropolarim-
eter (Jasco Inc., Easton, MD, USA) in a 1 mm cuvette with a protein con-
centration between 13 and 20 pM in 10 mM sodium phosphate buffer
(pH 7.4). Spectra were collected three times from 260 to 190 nm at a
scan speed of 10 nm/min, with a time constant of 10 s, a bandwidth of
1 nm, resolution of 1 nm and sensitivity of 20 mdeg. The raw data
were converted to molar ellipticity ([8]) using the formula: [6] = 6 / (I
x C x N;) where 8 is ellipticity in millidegrees, [ is the cell path length
in millimeters, Cis the molar concentration of protein and N, is the num-
ber of residues [23].

2.10. Isothermal titration calorimetry (ITC)

ITC was performed using an ITCyq9 (Malvern) in 50 mM citrate-
phosphate pH 5.5 at 25 °C using a protein concentration of 50-100 pM
in the reaction cell and 1-10 mM p-cyclodextrin or maltoheptaose in
the syringe. Protein samples were extensively dialyzed against the
buffer. Ligand solutions were prepared in buffer saved from the final
protein dialysis step. Both, protein and sugar solutions, were centri-
fuged (16,110 xg) prior to use. Protein concentrations were determined
by UV absorbance at 280 nm. The dilution heat of the ligand was ob-
tained via addition of the ligand to the buffer solution under identical
conditions to those of the protein sample. The binding constant (Kj,),
and the enthalpy change (AH) were determined by nonlinear fitting
of normalized titration data using a one-binding-site model [24] in the
MicroCal Origin 7.0 software. Data were also analyzed using
AFFINImeters software (website: https://www.affinimeter.com/). The
standard Gibbs energy change (AG®) and the standard entropy change
(AS°®) were calculated from AG® = —RTInK, and AG® = AH® — TAS®’,
where R (1.987207 cal/mol K) is the ideal gas constant and T (K) the
temperature.

2.11. Thermal shift assay (thermofluor)

Protein unfolding was reviewed by thermal shift assay
(thermofluor) in the CFX96 Touch Real Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories, Inc.) with the hydrophobic fluorophore SYPRO
orange as described in Ref. [21].

3. Results
3.1. Sequence analysis and homology modeling of LaCBM26

Structural prediction of the LaCBM26 suggests that the domain
adopts a B-sandwich fold, similar to most CBMs [6,7,9]. Most of the res-
idues (>85%) fall in the allowed phi/psi region in the Ramachandran
plot, making the model sufficiently reliable. The secondary structure
prediction tool PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum) estimate that
LaCBM26 contains about 31.9% of 3-sheets and 68.1% of other structures
that include turns, and disordered structures. An amino acid sequence
alignment of the LaCBM26 domain model (PM0081297) and the three
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other domains with solved structures CBM26 domain from Bacillus
halodurans (BhCBM26, PDB: 2C3G), CBM26-1 and CBM26-2 domains
from Eubacterium rectale (ErCBM26-1 y ErCBM26-2, PDB: 6B15) was
performed. The amino acid sequence of LaCBM26 is 28% identical to
BhCBM26; 26% identical to ErCBM26-1 and 15% identical to ErCBM26-
2. Fig. 1 shows four conserved residues related to starch binding,
which, in the LaCBM26 domain, are the amino acids W32, Y18, Y20,
and Q68. These residues are conserved in the majority of the domains
belonging to the family CBM26 [13]. Other residues participate in the li-
gand interaction such as G76 and E77 in the BaCBM26 domain [10];
D250, N201, and E200 in the ErCBM26-1 domain, or N355 in the
ErCBM26-2 domain [5], but these residues are not conserved among
all CBM26 domains.

Structural superposition of the LaCBM26 model (PM0081297),
BhCBM26 (PDB: 2C3G), ErCBM26-1, and ErCBM26-2 (PDB: 6B15) was
performed using Chimera software (http://www.rbvi.ucsf.edu/
chimera). The BixCBM26, ErCBM26-1 and ErCBM26-2 overlap, with re-
spect to LaCBM26, has a root mean square deviation of 1.3 A, 2.5 A
and 2.1 A, respectively, indicating structural similarity (DALI server,
http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/) [25]. The structures show
the location of the aromatic and polar residues in the binding cleft
(Fig. 1). In addition, 3D structural analysis located the other residues
that participate in starch binding in the vicinity of the binding site.

As expected, in the structural comparison, the greatest changes were
observed in the loops. The separation between the LaCBM26 Q68 Ca
with respect to the corresponding Ca in Q71 (BhCBM26), Q247
(ErCBM26-1) and Q352 (ErCBM26-2) is 1.96 A; 2.78 A and 2.04 A, re-
spectively. Comparing the orientation of the side chain, there is a 4.43
A,7.36 A, and 4.18 A CO atom separation, respectively, indicating greater
changes between these residues localized on the loop regions. There are
only minor differences between W36/W208/W314 from BhCBM26/

ErCBM26-1/ErCBM26-2 and W32 from LaCBM26, since there is only a
1.51 A, 2.87 A, and 1.22 A Ca atom separation, respectively, and 2.46
A, 3.42 A and 1.88 A in Ne1 atom separation, respectively. Conversely,
two tyrosines overlap perfectly, and both are located in a 3-strand. Ca
atoms from Y23/Y196/Y297 from BhCBM26/ErCBM26-1/ErCBM26-2
are separated by 0.47 A, 0.78 A, and 1.02 A, respectively from the Ca
of LaCBM26, with OH- separation of 1.21 A, 3.18 A, and 2.36 A, respec-
tively. Similarly, Coe atoms from Y25/Y198/W299 from BhCBM26/
ErCBM26-1/ErCBM26-2 show a separation of 0.29 A, 1.0 A, and 0.59 A
from the Ca atoms of Y20 from LaCBM26 and 0.54 A, 1.27 A, and 0.35
A Cvy atom separation, respectively.

To establish the importance of the above amino acids, we obtained
several mutated proteins of the LaCBM26 domain and constructed a
combinatorial library, taking into account five of the binding residues
(Y18, Y20, Q68, E74, and F77) but respecting W32 because its deletion
avoids starch binding [11]. Phenylalanine 77 was selected for its aro-
matic character and proximity to the binding site [10].

3.2. Point mutation impact in o-glucan-binding

The binding capability of six mutated proteins to soluble starch was
examined by affinity electrophoresis. In previous work, we reported
that the W32 residue contributes largely to the starch binding, since
its mutation precludes attachment to soluble starch [11], while other
mutations such as Y18L and Y20L weaken the interaction. Unexpect-
edly, the mutation of Q68L led to the complete loss of the binding capac-
ity to starch, suggesting that both amino acids (Q68 and W32) were
equally important for this interaction. Other mutations such as E74L
and F77L did not affect the binding to soluble starch (Fig. 2).

The thermodynamic parameters for LaCBM26 domain were deter-
mined using -cyclodextrin and maltoheptaose as ligand (Fig. 3).

A
LaCBM26 --KRKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNRKNTN====~ KAITSAWPGK-KMTAL--GNDKYELDLDTD 52
ErCBM26-1 —-MDLTINYKSTLGDDVAAYIYKET-———=—~— NKPAGEWPGKT-MTATAGHEGWYTMHLTLD 230
ErCBM26-2  ——————————- GMGSTIYNYMWGADASATGAGVGK--EWPGGQ-ISANADHLGWYDVVYTQD 336
BhCBM26 TGLTIYFKKPDSWGTPHL-YYY~DTNP====~ KVDEPTWSEAPEMEHY~-~EGDWYTHTIE-- 55
LaCBM26 EDDSDLAVI-FTDGT-KQTPAANEAG-FTFTADATYDQONGV V. 91
ErCBM26-1 -NSTDYSLILNDDGHGNQLKDVTLSTKGKAEAEYWFDGSLS————~- ETKPADWKYVTTIH 284
ErCBM26-2 ~VKQNFSCIFNNNN-GTQTDNIDVSV-TSTSTELWVTGTKGDTTVYKTAPDSWE—————— 387
BhCBM26 -GVESVRLLFKDRGT-NQWPGPGEPG-FFRDQDGWFDGEWH VDRPG 98

Fig. 1. Structural comparison between four carbohydrate binding domains of the family 26. A) Alignment of the primary structure obtained by Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/clustalo/); in red are the conserved residues between these domains that participate in the ligand interaction according to the structure studies or by site-directed mutagenesis.
B) Structural superimposition of tertiary structure of the CBM26 domain from Bacillus halodurans maltohexaose-forming amylase (PDB: 2c3g; gray), CBM26-1 domain (orange) and
CBM26-2 domain (light blue) (PDB: 6B15) from a-amylase of Eubacterium rectale, and CBM26 domain model from a-amylase of Lactobacillus amylovorus (PM0081297; blue). The
amino acids that are bound to the ligand are displayed as sticks. C) Close-up of the binding site of the four CBM26 domains, showing binding residues. The backbone 3-sandwich is
LaCBM26 displayed as a blue cartoon. Chimera software (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) was used for structure superimposition.
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Fig. 2. Affinity Gel Electrophoresis of LaCBM26 and different mutated proteins. (A) SDS-PAGE showing purified LaCBM26 mutated proteins (B) separated by electrophoresis in native
conditions of the LaCBM26 variants in the absence and (C) presence of soluble starch. 1: LaCBM26, 2: Y18L, 3: Y20L, 4: W32 L, 5: Q68L, 6: E74L, 7: F77L, 8: BSA (negative control).
Horizontal lines in gel indicate the slowing of migration, in presence of starch, for WT LaCBM26, Q68L and W32 L proteins.

Similar to others CBMs (CBM26-1 and CBM26-2 of E. rectale [5]; CBM25
and CBM26 of B. halodurans [10]; CBM41 the Thermotoga maritima [26];
CBM45 of Arabidopsis thaliana [27]), LaCBM26 shows a stoichiometry of
1:1 and a binding constant (K,) of an order of magnitude of 10* M~ for
both ligands (Table 2). However, the affinity was slightly better for -
cyclodextrin, probably due to the additional entropic penalty associated
with the stabilization of the conformation of the linear ligand upon

Stoichiometry and binding constants for mutated proteins E74L and
F77L are on the same order of magnitude as those observed with the WT
domain, which corroborates the result observed in AGE (Fig. 2). On the
other hand, Y18L and Y20L mutated proteins have binding constants 50
and 20 times lower than that of the wild-type domain. The inability of
W32L and Q68L to bind the carbohydrate was also corroborated, as
the titration of these proteins in ITC did not show any signal (Fig. 3,

binding [27].

Table 2).
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Fig. 3. Isothermal Titration Calorimetry profiles of the LaCBM26 and mutated proteins. ITC was performed in 50 mM citrate-phosphate pH 5.5 at 25 °C using a protein concentration of
50-100 pM in the reaction cell and 1-10 mM p-cyclodextrin or maltoheptaose in the syringe.
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Table 2
Parameters of LaCBM26 and the mutated proteins binding to a-glucans as determined by
isothermal titration calorimetry.

Kx1074M ™! AG AH TAS
kcal/mol kcal/mol kcal/mol

Maltoheptaose
CBM26 241 +04 —5.98 —114+1.0 —5.46
B-Cyclodextrin
CBM26 5.69 £+ 0.9 —6.49 —16.8 £ 0.9 —10.31
Y18L 0.11 £ 0.01 —4.15 —7.8 +£0.01 —3.65
Y20L 0.25 £ 0.04 —4.64 —8.01 £ 0.03 —3.37
W32L NB
E74L 271+03 —6.04 —11.32 £ 0.16 —5.27
F77L 3.66 + 0.3 —6.22 —144 £ 11 —8.17
Q68L NB

NB: not binding. Data analyzed with AFFINImeter software.

The thermodynamic parameters showed that the interaction of the
domain LaCBM26 and the mutated domains with the substrate was fa-
vored for a negative change in the enthalpy, (AH) and partially compen-
sate unfavorable entropy (TAS), a common characteristic of the
interaction of the CBMs with carbohydrates [6,10,28]. Particularly,
changes in enthalpy values were observed when tyrosines (18 and
20) were mutated to leucine, since mutant proteins showed a decrease
in affinity accompanied by a penalization in the enthalpy and an in-
crease in the entropy of the system. In the case of the E74L and F77L,
the obtained data were similar to data of the wild type domain
(Table 2).

Since the far-UV CD provides information about the backbone con-
formation of a protein [23], the effect of point mutations on the second-
ary structure of the proteins was reviewed. Fig. 4 shows the obtained
circular dichroism spectra in the far UV range (190-260 nm) for the

S. Armenta et al. / International Journal of Biological Macromolecules 121 (2019) 829-838

different mutated proteins of the LaCBM26 domain. It is clear that
LaCBM26 and the modified proteins share same structural characteris-
tics in relation to the folding of their polypeptide chains (Fig. 4). In par-
ticular, negative bands located approximately 198-202 nm suggest
atypical spectral due to few elements of secondary structure and 3-
turns [23,29]. Circular Dichroism analysis for secondary structure esti-
mation by BeStSel server (http://bestsel.elte.hu/index.php) confirmed
that the LaCBM26 structure has few secondary structures elements
comprising 38.7% [>-sheets and 61.3% of others structures that includes
turns and disordered regions which are related with the data obtained
from 3D-structure analysis by PDBsum (Table 3) [30]. Besides, two pos-
itive bands are observed, the first approximately 218-227 nm and anin-
tensity of the 921 deg-cm?-dmol ', the second with a lower intensity,
150 deg-cm?-dmol ™!, approximately 231-239 nm. The positive ellip-
ticity observed at 223 nm has been proposed as result of the presence
of aromatic patches and may change due to local conformations around
tryptophan and tyrosine in the structure [31,32]. In particular, the mu-
tation W32L completely eliminated the positive peak approximately
218-227 nm, corroborating the aforementioned. On the other hand,
the spectra obtained from Y18L, Y20L, Q68L, E74L, and F77L mutated
proteins, showed no evident change in secondary structure (Fig. 4),
which was confirmed through CD analysis since no changes were ob-
served in secondary structure estimation (Table 3).

3.3. Simultaneous random mutagenesis on LaCBM26 binding residues

To assess the impact of random mutagenesis of the LaCBM26 resi-
dues implicated in binding, we constructed a combinatorial library by
modifying the conserved amino acids related to starch binding in
LaCBM6 domain. Residues Y18, Y20, Q68, E74, and F77 were changed
randomly for any of the twenty amino acids through the use of degen-
erate primers (see Materials and methods), except for W32 that was
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Fig. 4. Far-UV CD spectra of LaCBM26 and generated mutated proteins. A) LaCBM26 model in blue cartoon showing the number of coils in the structure (red arrows). B) Spectra for WT

LaCBM26 and C) LaCBM26 mutated proteins in 10 mM sodium phosphate pH 7.4, at 20 °C.
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Table 3
Estimation of the Secondary structure of LaCBM26 and mutated proteins by the BeStSel
server (http://bestsel.elte.hu/index.php).

Protein Antiparallel Turn  Others
Sum  Left-twisted relaxed  Right-twisted
LaCBM26 387 26 18.1 18.0 133 48.0
W32L 410 21 18.0 21.0 135 45.5
Q68L 425 24 19.5 20.6 13.7 43.8
Y18L 446 2.7 20.8 211 140 414
Y20L 428 21 194 214 13.8 434
E74L 426 21 193 211 139 435
F77L 410 25 18.7 19.7 13.7 453

Sum: total content of antiparallel 3-strands, divided as left-twisted, relaxed or right-
twisted.

conserved because of its importance in the hydrophobic platform and
its relevance in the secondary structure (Fig. 4). The size of the resulting
library after the transformations in E. coli was 1.1 x 10° variants; 15 out
of 20 colonies selected at random showed the insert in the correct read-
ing frame. The sequence of these proteins showed that 17 of the 20
amino acids were inserted in each position, which illustrates the diver-
sity of the library (Fig. 5).

Selection of mutated proteins from the library was carried out in the
starch immobilized in polystyrene plates or directly on insoluble starch.
In the case of immobilized starch, its availability to specifically interact
with LaCBM26 and LaSBD was reviewed, using the inactive mutant
W32L as negative control (see Fig. 1 in Ref. [21]).

Phage-displayed library was subjected to several rounds of selection
in soluble or insoluble starch. After two or three selections rounds,

A

LaCBM26
MutKE
MutEF
MutAF
MutPL
MutHP
MutkD
MutPP
MutIP
MutQL
MutYG
MutQD
MutNR

B

thirteen variants were selected, expressed and purified by nickel affinity
chromatography to analyze their substrate binding capacity and sec-
ondary structure.

Interestingly, none of the analyzed proteins showed affinity for
starch or maltooligosaccharides. Fig. 5 shows the differences found in
the primary sequence as well as the far-UV CD spectra of three different
mutated proteins, MutYG, MutQD and MutNR. The inserted mutations
in these variants caused changes at the secondary structure level and af-
fected their function since they were incapable to bind starch (see Fig. 2
in Ref. [21]). Therefore, the obtained results with the generated
LaCBM26 library suggested little tolerance of the domain to change.

4. Discussion

The CBMs are auxiliary domains with a wide variety of biological
functions. Many crystallographic structures of these domains have
been solved, observing that the preferred structure is that of a 3-
sandwich and demonstrating, in all of them, the importance of aromatic
amino acids as mediators of CBM-carbohydrate interactions [12-14].

The tertiary structure model of the LaCBM26 domain predicts a 3-
sandwich fold (Fig. 1), where the amino acids related to binding are in
the concave face of the structure model as with most CBMs [6]. Thus,
we expected to obtain a CD spectrum associated with the type of sec-
ondary structure related to presence of antiparallel 3-sheets [23]. How-
ever, the data from far-UV CD showed very little ordered secondary
structure which suggest the presence of a significant number of coils,
as it has been previously observed for other CBMs such as the starch-
binding domain-1 (SBD1) from Kocuria varians c-amylase [33] and
hevein [34]. Likewise, we examined whether the presence of the
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Fig. 5. Amino acid sequence alignment of LaCBM26 and selected mutated proteins. A) Primary structure alignment of clones obtained by random mutagenesis on LaCBM26, only the amino
acids that were modified are indicated in the alignment. B) Far-UV CD spectra of wild-type LaCBM26 and mutated proteins MutYG, MutQD and MutNR. Spectra were obtained in 10 mM

sodium phosphate pH 7.4, at 20 °C.
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substrate could cause changes in domain folding. However, no changes
were observed in the presence of 3-cyclodextrin at the secondary struc-
ture level beyond a slight change between 218 and 230 nm wavelength
(see Fig. 4 in Ref. [21]).

In the same way, we check LaCBM26 thermal stability through a
fluorescence-based thermal shift (ThermoFluor) assay, which allows
distinction between folded and unfolded states of a protein [35]. The
fluorophore binds to exposed hydrophobic areas in an unfolded protein,
leading to fluorescence. Fluorescence curves for LaCBM26 showed high
fluorescence even at low temperature, which suggests that the protein
has the hydrophobic areas exposed where the fluorophore may interact.
Consequently, the thermofluor experiments corroborate that LaCBM26
has few secondary structure elements, although the LaSBD (tandem of
five CBM26, [3]) developed an optimal thermal denaturation curve.
The addition of the substrate, in this case maltoheptaose, did not modify
the lack of signal (see Fig. 3 in Ref. [21]).

Despite the suggestive low level of structure, the LaCBM26 domain is
functional since it is able to bind soluble and insoluble starch. According
to the thermodynamic data presented here, the LaCBM26 domain has
an affinity on the order of ~10* M~ (Table 2) for substrates analogous
to starch such as 3-cyclodextrin and maltoheptaose; this domain pre-
sents a stable interaction (AG = —6.49 kcal/mol), enthalpically favored
but entropically disadvantaged, which is characteristic of type B-CBMs
[36,37].

Highest affinity was observed with B-cyclodextrin, a ligand that
mimics a single turn of the helix in amylose, while the maltoheptaose
in aqueous solution are not in a double-helical conformation, but it
has been suggested they form transient single helices [38].

Structure-function relationships of conserved amino acids in the
binding site were reviewed by site-directed mutagenesis. As previously
established, in the CBM-carbohydrate interaction, aromatic amino acids
are indispensable and govern such interaction [6,7,10,39-42]. For exam-
ple, in the CBM21 domain of the Rhizopus oryzae glucoamylase, two ar-
omatic amino acids, W47 and Y83, form the binding platform [41], in
the CBM41 from the Thermotoga maritima pullulanase PulA, three tryp-
tophan (W27, W29, and W73) are necessary for binding [42]. In the
BhCBM26, W36 and Y25 are responsible for stacking interaction against
pyranose rings of maltose sugar residues. Y23 contributes to a hydrogen
bond formation with oxygen 6 of the sugar, stacking against W36 [10].
However, in the interaction of the LaCBM26 domain to the starch, the
hydrogen bond formed by Q68 is equally important than the hydropho-
bic interaction of W32, since the elimination of any of them completely
abolishes the binding (Fig. 2). In contrast, mutations in Y18L and Y20L,
residues which theoretically form a hydrogen bond and hydrophobic in-
teraction, respectively, still allowed starch binding. In this case, it is pos-
sible that the loss of hydrogen bonding leads to redistribution of
interactions that compensate for such linkages although thermody-
namic parameters suggested that the performed mutations decreased
the interaction stability [43]. However, it is difficult to accurately assess
the effect of mutations without having three-dimensional structural in-
formation. Mutagenesis of other amino acids such as E74L or F77L does
not affect the binding or the thermodynamics parameters (Table 2).
Taken together, all these observations suggest that the movement pro-
posed for BhxCBM26 in the loop P73-G79 (P70-G78 in LaCBM26), which
allows the formation of the hydrogen bond between glutamic acid and
glucose [10], may not occur in LaCBM26.

Far-UV CD spectra of the analyzed proteins showed that the second-
ary structure of the LaCBM26 domain was not affected although it may
exhibit some local conformational changes. A major effect was observed
in the spectrum obtained with the W32 L mutation. The maximum be-
tween 218 and 227 nm possibly disappeared because the contribution
given by the aromatic ring of the amino acid no longer existed (Fig. 4)
[31]. Observations were previously reported for other proteins
[33,44,45], such as glucan-binding protein A (GBP-A) of Streptococcus
mutants [46] and starch-binding domain of glucoamylase from Aspergil-
lus niger [32].

Molecular engineering of the LaCBM26 affected the secondary struc-
ture of selected proteins.

Few CBMs have been mutated and used as evolution platforms for
designing domains with novel features of specificity and affinity for dif-
ferent substrates [1]. However, given the various biotechnological appli-
cations in which different CBMs [47] have been used, a library of the
LaCBM26 domain was generated to ascertain which modifications in
the primary structure could change the affinity towards starch and to
obtain successor domains with improved characteristics.

Simultaneous mutations of residues Y18, Y20, Q68, E74 and F77 re-
sulted in the loss of function and a significant change in the secondary
structure (Fig. 5). None of the obtained combinations at random was
well tolerated and probably much of the diversity introduced into
LaCBM26 during library design was not compatible with the appropri-
ate folding of the proteins.

These observations suggest that the LaCBM26 domain has not ro-
bustness or structural stability to introduce mutations in the different
residues selected. However, this may not be general for other CBMs.
For example, the CBM4-2 domain of xylanase 10A from the thermo-
philic bacterium Rhodothermus marinus has been proposed as a protein
scaffold [48], from which mutated proteins with different specificity to-
wards carbohydrates such as xylan [49], xyloglucan [50], mannan [48],
and even specificity for other proteins [51], have been obtained; al-
though this is the only highly successful case of evolution in carbohy-
drate binding modules so far reported.

Thus, it is possible that structural differences could explain that the
LaCBM26 domain presented greater resistance to change that the
RmCBM4-2 domain. As mentioned earlier, the circular dichroism results
suggested that the LaCBM26 domain presents an important proportion of
turns and disordered areas that could reduce its structural stability decreas-
ing the probability of finding functional mutated proteins (Figs. 4, 5). In
contrast, the CBM4-2 domain presents a spectrum corresponding to a 3-
sandwich fold [48] with 50% 3-sheets and 5% helices, forming an eleven-
stranded (3-sheet (PDB:1K45) [52] that could make the core rigid, enabling
tolerance to amino acid changes without loss of structural integrity.

It is clear that the structural characteristics that promote the evolution
of proteins are only partially understood. Thus, certain protein architec-
tures are less likely to compensate for the impact of mutation of impor-
tant residues related to function and possibly less susceptible to
functional innovation. Recently, Cohen-Khait et al. [53] observed that
three mutations are sufficient to generate a new binding site on a protein.
However, they also shown that such mutations severely destabilize the
protein, suggesting that the limited stability of natural proteins protects
them from evolving towards a promiscuous and non-productive binding
and that proteins in nature are stable enough for their own needs.

5. Conclusions

The characterization of mutated proteins of the LaCBM26 domain
disclosed the role of each conserved amino acid of the binding site; in-
terestingly, polar amino acids have a more critical role than has gener-
ally been recognized. Specifically, the glutamine Q68 in the LaCBM26
domain was essential for the binding process. In our analysis, the
established regions A, B and C would correspond to residues W32, Y20
and Q68, respectively.

On the other hand, the simultaneous mutation of five of the six res-
idues reported as participants in binding was enough to cause the desta-
bilization of the structure and consequently the loss of function,
suggesting that, in a domain where random coiling prevails, the pres-
ence of each amino acid is important for the overall function.
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Specifications table

Subject area Biochemistry
More specific subject area Protein characterization
Type of data Graph, figure

How data was acquired Multiskan FC (Thermo Scientific); J-710 spectropolarimeter (Jasco Inc.,
Easton, MD, USA); ITCy90 (Malvern); CFX96 Real Time System C1000
Touch Thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc).

Data format Analyzed

Experimental factors Recombinant proteins were produced in E. coli and purified by
immobilized metal affinity chromatography (ProBond Resin 46-0019,
Invitrogen), followed by anion exchange chromatography (HiTrapTM
DEAE FF 17-5055-01, GE Healthcare).

Experimental features Enzyme-linked carbohydrate binding assay, CD in the far-UV, Fluor-
escence Thermal Shift Assay.

Data source location Ciudad de México, México

Data accessibility All data are shown within this article

Related research article S. Armenta, Z. Sanchez-Cuapio, M.E. Munguia, N. Pulido, A. Farrés, K.
Manoutcharian, A. Hernandez-Santoyo, S. Moreno-Mendieta, S. San-
chez, R. Rodriguez-Sanoja, The role of non-aromatic residues in the
Lactobacillus amylovorus o-amylase CBM26-starch interaction, Int |
Biol Macromol. 121 (2019) 829-838 [1].

Value of the data

® These data offer a system for the study of carbohydrate-protein interaction in an enzyme-linked
carbohydrate-binding assay. The data obtained with this methodology agree with those observed
with more used methodologies such as ITC and AGE.

® The data contribute to the study of proteins with atypical CD spectra that are rarely shown.

e Although active in binding, fluorescence signal plots (thermofluor) suggest an unfolding state of
the LaCBM26 domain.

1. Data

In these data, the binding capacity of Lactobacillus amylovorus a-amylase Starch Binding Domain
(LaSBD) and one of the five identical modules (LaCBM26) that constitutes the LaSBD domain was
determined by an adapted system of the enzyme-linked carbohydrate-binding assay (Fig. 1). In par-
allel, the preference of LaCBM26 for linear substrates (glucose a-1,4) or branched at o-1,6 was
investigated by affinity gel electrophoresis (Fig. 2).The thermostability of LaCBM26 was estimated by
measuring the fluorescence emission by thermally-induced protein melting [2]. Unlike the LaSBD,
LaCBM26 seems to have exposed his hydrophobic patches and no change was observed in the pre-
sence of ligand (maltoheptaose) (Fig. 3). Similarly, there is no change in the circular dichroism
spectrum due to the presence of the ligand (Fig. 4).

2. Experimental design, materials, and methods
2.1. Protein production and purification

LaCBM26 and the mutated proteins were constructed and purified as previously described [1,3].
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Fig. 1. Protein interaction to immobilized soluble starch. LaSBD: starch binding domain from Lactobacillus amylovorus o-
amylase formed by five CBM26 in tandem. LaCBM26: only one CBM26 domain of LaSBD. W32L: CBM26 with a mutation in W32
that disables it to bind to starch or derived a-glucans. The error bars represent the standard deviation of triplicates.

2.2. Enzyme-linked carbohydrate-binding assay

Approximately 100 uL of 10% soluble starch (Prolabo Fontenay-sous-Bois, France) was used to coat
96-well microplates (Costar 3370) in phosphate-buffered saline (PBS) buffer, pH 7.4 for 22 h at room
temperature (RT). Wells were washed three times with PBS, then blocked with 0.2% bovine serum
albumin (BSA) in PBS-0.05%Tween 20 (PBS-5T) for 60 min at room temperature and wash once with
PBS-5T.

The accessibility of the starch for the interaction was validated by measuring the adsorption of the
LaSBD, one LaCBM26 and the null mutant protein W32 (CBM26 W32L) that does not interact with
starch; at three different concentrations: 1 pg/mL, 10 pg/mL, and 25 pg/mL. Plates were incubated for
3 h at RT, followed by a wash step. The coated plate was then incubated 2 h at 37 °C with anti-His
antibody (GeneTex) diluted 1:1,000 in PBS-BSA. Then, the plate was washed and incubated for 1.5 h at
RT with anti-mouse IgG alkaline peroxidase (Invitrogen) diluted 1:5,000 in PBS-BSA. After washing,
the plate was incubated for 30 min at RT with the FAST OPD substrate (SIGMA). Plates were read at
450 nm in a Multiskan FC (Thermo Scientific).

2.3. Affinity gel electrophoresis (AGE)

Affinity of mutated proteins and wild-type LaCBM26 and derived mutated proteins for different
carbohydrates was determined by affinity gel electrophoresis. The AGE method was performed with the
Bio-Rad Mini-Protean III system (Bio-Rad, Richmond, CA). Purified proteins were separated in native
gels containing 1% of potato starch (Prolabo, Fontenay-sous-Bois, France), amylose, amylopectin, pull-
ulan, glycogen, cellulose, and birchwood xylan (all purchased from Sigma-Aldrich, St Louis Mo).
Electrophoresis was run at 4°C at 20 mA. Albumin was used as a negative, non-interacting control.
Proteins were detected by staining with Coomassie brilliant blue [4].

2.4. Isothermal titration calorimetry (ITC)

The quantitative binding capacity of the wild-type LaCBM26 and derived mutated proteins was
determined by ITC using an ITC,o (Malvern) in 50 mM citrate-phosphate pH 5.5 at 25 °C as described
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Fig. 2. Glucan-binding of the LaCBM26 mutated proteins. (A) Alignment of primary structure of the LaCBM26 mutated pro-
teins. (B) Affinity gel electrophoresis of representative variants. Image show the loss of interaction of the variants towards o-
glucans. (C) Non-interaction observed by ITC calorimetry of selected variants.

in [1]. The data show no interaction between the protein and the carbohydrate; thus, no data analysis
was done.

2.5. Thermal shift assay (Thermofluor)

To monitor protein unfolding, the hydrophobic fluorophore SYPRO orange was used. The thermal shift
assay was conducted in the CFX96 Touch Real Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
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Fig. 3. Thermofluor-based protein unfolding curves of the Starch Binding Domain from Lactobacillus amylovorus a-amylase
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Fig. 4. Far-UV (D spectra of LaCBM26 with and without p-cyclodextrin (bCD). Spectra were obtained in 10 mM sodium
phosphate buffer pH 7.4, at 20 °C.

The buffer system used was 1 M sodium lactate/HCl buffer at different pH values (from 2.4 to 5.2), 1 uL of
SYPRO orange (SYPRO orange in DMSO, Sigma-Aldrich; San Luis MO, USA) was added to 1 mL of LaCBM26
10 pM. Ten microliters of the protein mix and 10 pL of the buffer solution were pipetted into the 96-well
plate. The final volume of each reaction was 20 uL. The plate was heated from 25 to 95 °C with a heating
rate of 1°C/min. Fluorescence changes in the wells of the plate are monitored simultaneously using
excitation and emission wavelengths of 492 and 516 nm, respectively.

2.6. Circular dichroism (CD)

CD spectroscopy was carried out at 20 °C on a ]-710 spectropolarimeter (Jasco Inc., Easton, MD,
USA) with purified proteins as described in [1]. The effect of the addition of the ligand on the sec-
ondary structure was checked by adding to LaCBM26 13 uM, B-cyclodextrin to a final concentration of
39 uM. The raw data were converted to molar ellipticity ([0]) using the formula: [0] = 6/(l x C x N,)
where 0 is ellipticity in millidegrees, I is the cell path length in millimeters, C is the molar con-
centration of protein, and N, is the number of residues [5].
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ABSTRACT

Carbohydrate-binding modules (CBMs) are non-catalytic domains that are generally appended to carbohydrate-active
enzymes. CBMs have a broadly conserved structure that allows recognition of a notable variety of carbohydrates, in both
their soluble and insoluble forms, as well as in their alpha and beta conformations and with different types of bonds or sub-
stitutions. This versatility suggests a high functional plasticity that is not yet clearly understood, in spite of the important
number of studies relating protein structure and function. Several studies have explored the flexibility of these systems by
changing or improving their specificity toward substrates of interest. In this review, we examine the molecular strategies
used to identify CBMs with novel or improved characteristics. The impact of the spatial arrangement of the functional
amino acids of CBMs is discussed in terms of unexpected new functions that are not related to the original biological roles

of the enzymes.

Proteins 2017; 85:1602-1617.
© 2017 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: molecular evolution; protein engineering; mutation; carbohydrate binding; protein—carbohydrate interaction.

INTRODUCTION

Carbohydrate-binding modules (CBMs) are auxiliary
domains usually attached to carbohydrate-active enzymes
(CAZymes), which are proteins involved in the synthesis,
transport, and metabolism of carbohydrates. CBMs typi-
cally display carbohydrate specificity similar to that of the
catalytic module of the parent enzyme and are capable of
recognizing a wide variety of carbohydrates found in
nature. Functionally, CBMs might improve catalysis by
positioning the substrate closer to the catalytic domain
and by inducing conformational changes in polysaccharide
chains, such as cellulose, chitin, or starch.!

With respect to enzyme architecture, CBMs might be
present as isolated units or as composite tandem units of
the same or different CBM families; in addition, tandem
organization increases the substrate affinity, and coopera-
tive binding effects have also been observed.2 In addition,
composite tandems of different CBM families increase the
repertoire of polysaccharides recognizable by the enzyme.3

CBMs have a broadly conserved structure, but the topology
of the ligand-binding site might vary between different fami-
lies, allowing the binding of substrates with a broad range of
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structures. This is the main reason why CBMs are ideal targets
in protein engineering projects focused on changing or
improving specificity toward substrates of interest.

Current knowledge of their structural features and pro-
posed mechanisms of action cannot completely explain the
broad diversity of carbohydrates recognized by the CBMs.
Here, we review the main information available regarding
the process of carbohydrate recognition by CBMs and their
use as evolutionary platforms that are ideal for the devel-
opment of new biotechnological applications.

CBEBM-CARBOHYDRATE
INTERACTION

The three-dimensional structure of CBMs is conserved
in most cases, despite their low sequence identity. The
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CBM63-type A

CBM58-type B

CBM71-type C

Figure 1

Topology of the binding site of three types of CBMs. (A) CBM63 from the Bacillus subtilis expansin (EXLX1) in complex with cellohexaose (PDB
ID 4FER). (B) CBM58 from the Bacteroides thetaiotaomicron a-amylase (susG-D498N) with maltopentaose (PDB ID 3K8L). (C) CBM71 from the
Streptococcus pneumoniae 3-galactosidase (BgaA) in complex with B-p-galactopyranosyl-1,4-N-acetyl-p-glucosamine (PDB ID 4CUB). The backbone
is displayed as a cyan cartoon with a transparent solvent-accessible surface. Aromatic amino acids establishing CH— interactions are shown in blue
color, amino acids forming hydrogen bonds are shown in purple (with the side chains displayed in sticks), and the substrate is shown in green.
The visualizations were generated using the UCSF Chimera package (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).

main fold is a B-sandwich, although other types of folds,
such as the B-trefoil, cysteine knot, OB fold, hevein fold
and hevein-like fold, have been observed. %>

According to the topology of the ligand-binding
site, CBMs can be classified into types A, B, or C
(Fig. 1).1,34 In all cases, substrate binding is mediated
by aromatic amino acids, particularly tryptophan and
tyrosine through hydrophobic and CH-m interactions,
resulting in the formation of hydrophobic platforms at
the CBM-binding site. Hydrogen bonds formed by tyro-
sines or polar amino acids stabilize the interaction,
although their contribution is more important for type B
and C topologies.6’7

Because this type of topology mirrors that of the sub-
strate, the main feature of type A CBMs is a planar and
hydrophobic surface capable of binding insoluble carbo-
hydrates, such as crystalline cellulose and chitin, through
entropically driven CH-m interactions between the
enzyme’s aromatic amino acids and the sugar residues. It
has been reported that type A CBMs present little or no
affinity for oligosaccharides.3>

In contrast, the type B (or endo-type) binding site
topology has the shape of a slit or cavity that accommo-
dates individual substrate strands.38 The binding site
can be located in two regions of the three-dimensional
structure. The first region, called the variable loop site
(VLS), is located toward the end of the structure, where
multiple loops can be found. The second region, which
is called the concave face site (CFS), is located on the
concave side of the structure.l In most cases, the binding
site is located in the CFS region, but there are families
with two binding sites, involving both regions (i.e.,

CBM6, CBM20, CBM21, and CBM34); in such cases, the
binding site located in the VLS region could have a more
specialized function for binding larger, branched
polysaccharides.!

In general, type B CBMs cannot interact with planar
substrates, such as crystalline cellulose, but can bind to a
wide variety of glycans, such as xylans, mannans, galac-
tans, and starch.”>9=11 Similar to type A CBMs, these
interactions are governed by aromatic amino acids
through hydrophobic and CH-n interactions. Hydrogen
bonds established mainly by polar residues are determi-
nants in the selectivity and affinity of CBMs for their
substrates.12=15 We should note that similar hydrogen
bonds can also be found but are less determinant in type
A CBMs. In general, the type B binding reaction is dom-
inated by favorable changes in enthalpy that are partially
compensated by unfavorable entropy changes.6’

The type C (or exo-type) binding site displays a
pocket topology that is able to recognize exposed or
short-chain carbohydrates. Type C CBMs show higher
affinity toward monosaccharides, disaccharides, and tri-
saccharides, and it is apparent that hydrogen bonds are
more essential in this topology than in the type B topol-
ogy.3>4 It is possible for domains belonging to this group
to recognize more complex polysaccharides, but this rec-
ognition relies on the ability to bind the carbohydrates
exposed on the surface of complex substrates.

Some of the known CBMs are quite specific, whereas
others tolerate some slight structural differences. There-
fore, not only CBM structure but binding site topology
are very important factors for understanding the mecha-
nism of recognition of these proteins. Table I classifies
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Table |
Classification of the CBM Families According to the Topology of Their Binding Site
CBM
Topology family? CBM origin (representative example) Ligand binding function Reference
A 1 Cellobiohydrolase |, Trichoderma reesei Cellulose, hemicellulose, chitin 17
2 Chitinase, Pyrococcus furiosus; Cellulose, xylan, chitin 18,19
Xylanase, Cellulomonas fimi
3 Endo-B-1,4-glucanase, Clostridium cellulolyticum; Cellulose, chitin 20,21
endo/exo-B-1,4-glucanase, Thermobifida fusca
YX
5 Chitinase, Serratia marcescen;endo-3-1,4-gluca- Chitin 22
nase, Dickeya dadantii
63 Expansin, Bacillus subtilis Cellulose 9
64 4-B-D-glucan 4-glucanohydrolase, Spirochaeta Cellulose 23
thermophila
79 Celullosome from Ruminococcus flavefaciens FD-1 Cellulose, B-glucans, xyloglucan, HEC 24
B 2 Xylanase, C. fimi Xylan 10,25
4 Endo-B-1,4-glucanase, C. fimi; Xylanase, Rhodo- Xylan, B-1,3-glucan, B-1,3-1,4-glucan, B-1,6-glucan, 26,27
thermus marinus; Laminarinase, Thermotoga amorphous cellulose
maritima MSB8
6 Xylanase, C. stecorarium, Ruminiclostridium ther- Amorphous cellulose, B-1,4-xylan, 3-1,3-glucan 28-30
mocellum; 3-1,3-gluconase/laminarinase, B. hal- and B-1,4-glucan
odurans C-125
1" Endo-B-1,4-glucanase,3-1,4-xylanase, R. B-1,4-glucan, B-1,3-1,4-glucans 31
thermocellum
15 Xylanase, Cellvibrio japonicus Xylan, xylo-oligosaccharides 32
16 B-mannanase A, Caldanaerobius Cellulose, glucomannan 14
polysaccharolyticus
17 Endo-B-1,4-glucanase, C. cellulovorans Amorphous cellulose, oligosaccharides 33
20 B-amylase, B. cereus Starch 34
21 Glucoamylase, Rhizopus oryzae Starch 35
22 Xylanase, Paenibacillus barcinonensis BP-23, R. Xylan, B-1,3/1,4-glucans 36,37
thermocellum
25 «-amylase, B. halodurans Starch, amylose, amylopectin 1
26 «-amylase, B. halodurans Starch, amylose, amylopectin n
27 B-mannanase, Caldicellulosiruptor sp., T. maritima Mannan 38,39
28 Endo-B-1,4-glucanase, B. akibai, C. josui Amorphous cellulose, 3-1,3-1,4-glucans 40,41
29 Non-catalytic protein 1, Piromyces equi Mannan, glucomannan 12
31 Xylanase, Alcaligenes sp. XY234 B-1,3-xylan 42
34 «-amylase, Thermoactinomyces vulgaris R-47; neo- Starch 43,44
pullulanase, Geobacillus stearothermophilus
35 Xylanases, C. japonicas;/ClTase, B. circulans Xylan,/B-galactan, «-1,6-glucan 45,46
36 Xylanase, Paenbacillus polymyxa Xylan, xylo-oligosaccharides 47
4 Pullulanase, Klebsiella pneumonia, T.maritima Amylose, amylopectin, starch, pullulan, 13,48,49
MSBS8, Streptococcus pneumonia, S. pyogenes malto-oligosaccharides
44 Endoglucanase J, Clostridium thermocellum Cellulose, xyloglucan, B-glucan, lichenan 50
43 Branching enzyme, Cyanothece sp.; Pullulanase, B. Glycogen, pullulan 51,52
acidopullulyticus
58 «-amylase (SusG), Bacteroides thetaiotaomicron Starch, amylopectine, pullulan, B-cyclodextin, 53
61 Endo-B-1,4-galactanase, Thermotoga maritima B-1,4-galactan, pectin 54
65 Endoglucanase Eubacterium cellulosolvens 5 Xyloglucan, B-glucan, HEC 15
70 Hyaluronate lyase, S. pneumoniae Hyaluronan 55
75 Cellulosome, R. flavefaciens FD-1 Xyloglucan 24
76 Cellulosome, R. flavefaciens FD-1 Xyloglucan, glucomannan, 3-glucan, HEC 24
71 Cellulosome, R. flavefaciens FD-1 Pectin 24
78 Cellulosome, R. flavefaciens FD-1 Xyloglucan, glucomannan, B-glucan, HEC, 24
80 Cellulosome, R. flavefaciens FD-1 Cellulose, B-mannan 24
81 Endoglucanase, sugar cane soil metagenome B-glucan, xyloglucan, amorphous cellulose 7
C 9 Xylanase A, T. maritima MSB8 Glucose, cellobiose 56
13 Actinohivin, Actinomycete K97;/Xylanase 10A, S. a(1-2)mannobiose,/lactose, galactose 57,58
lividans
14 Chitinase/chitotriosidase, Homo sapiens Chitotriose 59
32 Sialidase, Micromonospora viridifaciens/PGA-BP, Galactose, lactose/polygalacturonic acid, B-D- 60-62
Yersenia enterocolitica/LacNAc'ase, C. galactosyl-1,4-B-D-N-acetylglucosamine
perfingens
42 Exo-a-1,5-L-arabinofuranosidase, S. avermitilis Arabinofuranose present in arabinoxylan 63
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Table |
(Continued)
CBM

Topology family® CBM origin (representative example) Ligand binding function Reference

62 Xylanase, Ruminiclostridium thermocellum ATCC Galactose present in xyloglucan, arabinogalactan 64

27405 and galactomannan
66 Levanase, Bacillus subtilis subsp. Subtilis str. 168 Fructose present in fructans 65
n B-galactosidase (BgaA), Streptococcus pneumonia Lactose, LacNAc 66

R6

?Some CBM families are not included because the structural information is not sufficient for their classification.
HEC, Hydroxyethyl cellulose; CITase, Cycloisomaltooligosacharide glucanotransferase; PGA-BP, polygalacturonic acid-binding protein; LacNAc, B-p-galactosyl-1,4-8-p-

N-acetylglucosamine; LacNAcase, B-D-galactosyl-1,4-B-p-N-acetylglucosaminidase.

the families present in the CAZY database according to
the topology of their binding site.

IMPORTANCE OF AROMATIC
AMINO ACID RESIDUES FOR
CARBOHYDRATE BINDING

The roles that aromatic amino acids play in CBM-
carbohydrate interactions have been widely studied
through structural imaging or directed mutagenesis
experiments. For example, the cellulose-binding CBM2b
mutants W570A and W602A demonstrate the impor-
tance of these amino acids because the removal of their
side chains causes a twofold decrease in afﬁnity.lo

For CBM61 from the Thermotoga maritima endo-[3-
1,4-galactanase, the W594A mutation abolishes binding
to (-1,4-galactan, and mutation of either tryptophan,
W508A or W563A, results in a 10-fold reduction in
affinity. These amino acids are also important for adopt-
ing the curvature of the ligand, giving them a critical
role in galactan binding.>%

In addition, removal of the aromatic ring of the W32L
mutant of CBM26 of the Lactobacillus amylovorus o-
amylase causes complete loss of substrate binding,
whereas the Y18L and Y20L mutations result in a 50%
loss in its affinity to starch.6”

The same behavior was observed with the three aro-
matic amino acids (Y22, W65, and Y129) that form the
hydrophobic platform in the binding site of the CBM11
of the cellulosomal bifunctional cellulase from Clostrid-
ium thermocellum. The replacement of any of these resi-
dues by alanine resulted in decreased binding of
carboxymethylcellulose (CMC), B-glucan, glucomannan,
and xylan. The highest effect was observed with the
W65A mutant, whereas lesser impacts are observed with
the Y129A and Y22A mutants.®8

CBM20 of Aspergillus awamori var. kawachi glucoamy-
lase (GAI) has two binding sites formed by three trypto-
phans: W589 and W542 in binding site 1 (SB1) and
W562 in binding site 2 (SB2). The effects of the substitu-
tion of different amino acids at the same residue, that is,
mutating tryptophan 562 to leucine (W562L), phenylala-
nine (W562F), and glycine (W562G), were investigated.

The W562G mutant did not bind B-cyclodextrin and
showed no enzymatic activity, whereas the W562L and
W562F mutants maintained their substrate-binding capa-
bilities. For residue 589, the W589Q mutant retained its
capacity for binding B-cyclodextrin and showed enzy-
matic activity similar to that of the wild type.69

Each of the above examples provides experimental evi-
dence for the importance of aromatic amino acids in the
binding sites of CBMs. Although they are crucial for
proper recognition of the substrate by the enzyme, inter-
actions established by aromatic amino acids are comple-
mented by hydrogen bonding, a factor that contributes
decisively to the stability of binding and likely to the
plasticity of recognition.

IMPORTANCE OF POLAR AMINO
ACIDS FOR CARBOHYDRATE
BINDING

Polar amino acids are important for hydrogen bonds
that stabilize the carbohydrate-CBM interaction.4 Dis-
crete modifications within the binding site of CBMs can
affect the orientation, form and distribution of charges,
influencing their substrate specificity and/affinity. In Cel-
lulomonas fimi, the CBM2b-2 domain of xylanase 11 A
has an affinity constant for soluble xylan of 1.2 X 10*
M™! and cannot bind insoluble cellulose. However,
changing arginine 573 to glycine modifies the specificity
of the domain from xylan to cellulose, highlighting the
importance of polar amino acids in this interaction.
Researchers have observed that modification of the side-
chain residues allows rearrangement of the aromatic
amino acids in the binding site to contribute to the
change in speciﬁcity.10

A certain degree of promiscuity in CBMs could be
caused by flexibility in the formation of hydrogen bonds
at the binding site. For example, the Thermoanaerobacte-
rium polysaccharolyticurn CBM16-1 of mannanase binds
B-1,4-glucose and B-1,4-mannose polymers, and this
binding is driven by tryptophans 20 and 125. However,
glutamine 81 also plays an important role because this
residue is able to interact with the C-2 hydroxyl at site 3
in either the axial or equatorial configuration. These
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different configurations of the C-2 hydroxyl are accom-
modated within the protein scaffold by compensatory
hydrogen bond interactions.!4

The same strategy has been reported for the CBM29
domain in the Piromyces equi non-catalytic protein 1.
The orientation of the aromatic residues in this enzyme
complements the conformation of the target sugar poly-
mer, while accommodation of manno- and gluco-
configured oligosaccharides is made possible by the plas-
ticity of arginine 112 and glutamine 116, which allow the
formation of new hydrogen bonds.!2

Similarly, CBM families that recognize «-1,4-glucans
can tolerate the a-1,6 links that are present in substrates
such as pullulan. For example, CBM41 from Thermotoga
maritima pullulanase tolerates a-1,6 linkages, but only in
the context of a sufficient number of «-1,4-linked glu-
cose residues. The CBM41 structure in complex with
maltotetraose (M4) and 63-a-D-glucosyl-maltotriose
(GM3) shows that the domain establishes eight and
seven direct hydrogen bonds, respectively. Of these, two
hydrogen bonds with M4 are lost in the interaction with
GM3, but one new hydrogen bond with glutamine 36
and two hydrogen bonds mediated by water molecules
are added. The authors propose that the observed prefer-
ence is due to the nature of the enzyme; thus, CBM41
would target regions rich in a-1,4 linkages, which would
likely leave «-1,6 linkages exposed and susceptible to
cleavage by the catalytic domain of pullulanase.!3-48

Therefore, the orientation and establishment of bonds
between the substrate and both aromatic and polar
amino acids define the relevant enzymatic features, such
as the affinity, specificity, and activity. Thus, aromatic
residues and hydrogen bonding together form the chemi-
cal environment necessary for outlining, limiting, or
expanding the CBM—carbohydrate interaction.

APPLICATIONS OF CBEMS IN
BIOTECHNOLOGY

Because the main functions of CBMs are recognition
and binding to diverse carbohydrates, CBM-carrying pro-
teins play important biological roles in the processing of
complex macromolecular structures, such as cell walls in
plants, and the recognition of cellular glycans from patho-
genic bacteria during pathogenesis or colonization.”0-73

Recombinant DNA technology has enabled the devel-
opment of new applications for CBMs. For example,
CBMs are used to reveal the carbohydrate composition
and distribution in the cell walls of plants, which allow
the detection of specific carbohydrate structures related
to biological processes.45’74’75

Similarly, CBMs have biotechnological potential in the
treatment of agricultural wastes for back-end use in
diverse applications. For biomass degradation, chimeric
proteins have been designed by fusing CBMs to catalytic
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domains from multiple enzymes, which could diversify
the range of carbohydrate targets’® and increase the
enzymatic activity.”/>’8 For example, the fusion of
CBM2a to two thermophilic endoglucanases enhances
their catalytic activity on insoluble substrates up to
threefold with respect to that of the WT.”8

Biomass degradation is necessary as a pretreatment
process for the saccharification of lignocellulolytic mate-
rial, which would aid bioethanol or biofuel production.
In addition to their use as components of chimeric
enzymes, CBMs have been used as additives in reactions
during the saccharification process of crystalline cellulose,
increasing the production of glucose up to 30%.79

Lignocellulolytic material is not easily digested into sug-
ars mainly due to the presence of lignin. Low-lignin rice
was developed through the expression of a laccase-
cellulose-binding domain (CBD) fusion protein, and this
protein increases saccharification efficiency (up to 1.5-
fold) and modifications in the cell wall composition.80
Similarly, changes in the cell wall composition of Arabidop-
sis thaliana plants can be achieved through overexpression
of the starch-binding domain (SBD123) of A. thaliana
starch synthase III, which increases the cell wall degradabil-
ity while increasing biomass, resulting in higher levels of
fermentable sugars and hydrolyzed cellulose.8!

Four tandem proteins, comprising two CBMs, have
been used in the paper industry.35 The CBM3-CBM3
protein shows promising potential for the paper industry
because it can enhance the mechanical properties of
paper, such as folding endurance (27.4%) and tensile
strength (15.5%). Conversely, the CBM1-CBM1 tandem
shows increased tensile (12.6%) and burst (8.8%)
strengths, paving the way for an upgrade in secondary
pulp processing, which is suitable for fiber recycling.82

Additionally, CBMs are present in the growing field of
biomaterials development, including those enzymes that
use cellulose as building blocks. Rivkin et al. (2015)
developed bionanocomposite films by binding the
recombinant resilin-like protein (res) from Drosophila
melanogaster fused to a cellulose-binding domain (CBD)
over cellulose nanocrystals (CNCs). After testing different
formulations (with 0.5-5% glycerol W/V), these
researchers found that the res-CBD-CNCs films with
0.5% glycerol displayed improved mechanical properties
compared with neat CNC films.33

Furthermore, a wide variety of biomedical applications
require polymers made from starch and cellulose, such as
partially biodegradable acrylic bone cements (SCA),84 or
controlled drug release hydrogels,85 for which the con-
struction of a cellulose/starch cross bridging protein
(CSCP) could be of great use.86

Another biomedical application of great interest is the
production of new biomaterials to replace cardiovascular
vessels. Recently, a protein containing a CBD and an
adhesion peptide (RGD or GRGDY) was used to
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improve adhesion to human microvascular endothelial
cells on bacterial cellulose.8”

One of the most direct industrial applications of
CBMs is their use as purification tags to catch unrelated
proteins. CBMs from different families, such as those
that are able to recognize cellulose88:89 and starch,90’91
have been used.

Similarly, CBM fusion is considered an excellent strat-
egy for enzyme immobilization on a cellulose surface. Lu
et al. (2012) used microcrystalline cellulose for the
immobilization of B-galactosidase from Lactobacillus bul-
garicus L3 fused with CBD as a great method for the
industrial production of galactooligosaccharides, which
are attractive plrebiotics.92’93

In the same way, fusion of a starch-binding protein
(SBDtag) to antigens such as the a-crystalline protein
from Mpycobacterium tuberculosis or fragment C of the
tetanus toxin has allowed their immobilization on starch,
and the resulting product can be used as a potential
mucosal vaccine vehicle for generating useful subunit
vaccines against several diseases.?%9°

In contrast, the use of CBMs as analytical reagents is
limited by their low affinity toward glycans (millimo-
lar).96 Thus, the characteristics of CBMs can be
improved through protein engineering to expand the cat-
alog of biotechnological applications.

STRATEGIES FOR GENERATING
NOVEL CBMS WITH DIVERSE
FUNCTIONAL PROPERTIES

The great diversity of carbohydrates recognized by
CBMs has led to different strategies for improving the
understanding of the binding mechanism. Due to the
structural features of CBMs, it is believed that they could
function as scaffolds.

Ideally, a scaffold is a protein with intrinsic conforma-
tional stability and a structure that separates the determi-
nants of stability from the active site or the recognition
determinants. However, few proteins present both of
these characteristics. After the analysis of experimental
data, Skerra (2000) proposed that a scaffold for engineer-
ing should have two important characteristics: (1) a well-
defined hydrophobic core that must importantly contrib-
ute to the free energy of folding and (2) a highly con-
served and stable fold with a solvent-accessible binding
site that is separated from the core and capable of recog-
nizing different substrates.”7>98

Due to their structural characteristics, CBMs can
potentially function as protein scaffolds because they pre-
sent a highly conserved three-dimensional structure, pre-
dominantly the B-sandwich fold, between the different
members of different families.»>99 In addition, the
binding site of these domains is usually located toward

regions exposed to the solvent with a generally extended
topology. >4

With respect to their intrinsic conformational stability,
there is little information regarding whether CBMs can tol-
erate the insertion of random mutations without affecting
their structural stability. However, bioinformatics tools
might aid the prediction of the effects of mutations on
protein stability by allowing a rapid pre-experimental eval-
uation of different target regions. Wiederstein and Sippl
(2005) developed an efficient computational method for
the quantitative evaluation of the impact of mutations on
protein stability and proposed a helpful guide for the
design of mutagenesis experiments.

The main method used for generating variability in
CBMs has been rational design. This method requires
knowledge of the relationship between protein structure
and function and a computational analysis that indicates
which amino acids should be modified. Site-directed
mutagenesis and site-directed saturation mutagenesis, as
well as the circular permutation technique, are subse-
quently typically used to construct the modifications
(Fig. 2).101

Circular permutation is a strategy for generating novel
CBMs through ligation of the N- and C-termini of the
protein and subsequent cleavage at another site to gener-
ate novel amino- and carboxyl-terminal ends. The CPred
algorithm predicts possible circular permutation sites in
diverse proteins.!02

Stephen et al. (2012) predicted circular permutation
sites in CBM21 from Rhizopus oryzae glucoamylase and
found some interesting sites at the loops. These researcher
proposed that the relocation of aromatic amino acids in
these loops to obtain a major solvent-exposed surface area
could improve carbohydrate binding. One of these mutant
proteins, CP90, showed a substantial increase (up to 15-
fold) in affinity toward soluble starch compared with the
wild-type. This increase also shows selectivity because its
binding to soluble starch was better than that to (-
cyclodextrin and maltose.103

Site-directed mutagenesis is an important method for
the modification and study of the structural and func-
tional properties of a protein.104 This strategy has been
successfully used for the optimization of CBMs, 105-107
allowing researchers to not only know the role of certain
amino acids in the recognition of specific substrates but
also modify the affinity or specificity of the domains.

For example, Linder et al. (1995) studied the effect of
site-directed mutations on the binding capacity of the
CBM1 from Trichoderma reesei cellobiohydrolase I and
found that replacement of tyrosine 5 with a tryptophan
resulted in a twofold improvement of binding afﬁnity.105
Zhang et al. (2013) fused the Cellulomonas fimi CenA
CBM2 to a cutinase and discovered that the mutation of
the cellulose-binding residues W68Y and W68L modified
the CBM specificity, nullifying its original binding
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Figure 2

Strategies for CBM engineering. (A) Generation of variability through rational design (site-direct mutagenesis, saturation mutagenesis, and circular
permutation) or direct evolution (random mutagenesis and DNA shuffling). (B) Different display systems (yeast display, phage display, and ribo-
some display) used for the selection process. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

capacity for cellulose and increasing its binding to PET
fiber by 17% and 14%, respectively.107

Mutating the Y634 residue in the starch-binding
domain (CBM20) of the Bacillus macerans cyclodextrin
glycosyltransferase (CGTase) resulted in changes in ther-
mostability and enzyme activity. Mutants were less stable
(T50% = 49°C) than the WT enzyme (T50% = 57°C).
Interestingly, the starch hydrolysis activity of the Y634G
mutant was increased by approximately 25%. Although
the effect of the mutation on CBM20 binding was not
investigated, the authors proposed that the increase in
activity could be caused by an increase in substrate affin-
ity that results in a more processive enzyme. The effect
of the Y634G mutation on thermostability is likely
caused by an increase in flexibility, tyrosine has a bulky
benzene ring, and glycine has only a hydrogen for a side-
chain, allowing greater flexibility in the peptide chain.106

Another strategy for CBM design is oligonucleotide-
directed randomization, which involves a semi-rational
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approach through which specific residues are subjected
to random mutagenesis.|0® This can be an important
advantage because it is possible to randomize only the
amino acids that are known to participate in substrate
recognition without affecting other features, such as fold-
ing. For this strategy, it is necessary to know the three-
dimensional structure of the domain or to use a struc-
tural model for the selection of amino acids. Regardless
of the analytical tool used, it is not possible to predict
the effect of the substitution on the affinity or other
functional properties.

This strategy has been applied to three families of car-
bohydrate binding domains, specifically CBM1,109-111
CBM4,112 and CBM21.113 1n every case, the authors
used assembly PCR and the introduction of mutations
with degenerate codons, such as NNN or NNK, which
allow incorporation of any of the four bases or partly
randomized bases by restricting the mixture in some
positions, for example, NNK (N= A/C/C/G/T, K= G/T).
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Together, these techniques allow the insertion of any of
the 20 amino acids, resulting in the generation of thou-
sands of variations with potentially novel features.

Oligonucleotide-directed randomization has allowed
improvements in substrate specificity by generating novel
domains from some promiscuous CBMs, such as domain
CBM4-2 from Rhodothermus marinus xylanase that binds
xylan, xyloglucan, B-glucans, and amorphous cellulose. These
novel domains include the variant of CBM4-2, namely X-2,
which preferentially binds xylan, and the domain XG-34,
which specifically binds xyloglucan.112:114 Other examples
include altering the cellulose-binding CBM1 from T. reesei
cellobiohydrolase I to bind other molecules, such as 3-glucu-
ronidase! 09 and porcine alpha-amylase proteins, 110 or alter-
ing CBM4-2 from Rhodothermus marinus xylanase to bind
proteins such as human immunoglobulin G-4.115

Moreover, directed evolution methods such as random
mutagenesis and gene shuffling can be used to alter pro-
tein properties. The main advantage of directed evolution
over rational protein design is that a detailed under-
standing of the complex relationship between protein
sequence, structure and function is not necessary.

Random mutagenesis causes mutations in any position
of the CBM gene; therefore, this strategy mimics the nat-
ural evolution process and does not require previous
knowledge of the protein structure. Due to the minimal
control we have over the location of mutations, it is pos-
sible to create protein versions with changes in stability
and folding. Random mutagenesis by error-prone poly-
merase chain reaction (epPCR) is the most commonly
used technique for creating diversified gene libraries.
This technique is performed under mutagenic reaction
conditions (e.g., by the addition of small amounts of
Mn>" or increased amounts of Mg>") to accentuate the
natural error-prone properties of DNA polymerases..116

From the CBM4-2 library,112 the variant XG-34 pro-
tein was selected and subjected to random mutagenesis.
The obtained mutants showed increased affinity (by two
orders of magnitude) for galactose-decorated xyloglucan.
Based on the results of this work, the domain CBM4-2
from R. marinus xylanase and its variants were proposed
as a protein scaffold.117

Given the data in the preceding paragraphs, it is possi-
ble to perform modifications in CBMs to improve their
affinity and selectivity to different carbohydrates. The
ease of obtaining CBMs with novel features or functional
properties relies heavily on the selection methods and
library construction.

METHODS FOR SELECTING AND
DISPLAYING ENGINEERED CBM
VARIANTS WITH NOVEL
FUNCTIONAL PROPERTIES

The search for novel and useful versions of CBMs
among libraries of hundreds of millions of mutations

can be a tedious task. First, libraries are cloned and
expressed in a display system such as ribosome dis-
play,ll&119 mRNA display,lzo’121 cellular display,122
yeast display,123 or phage display.124

Yeast display technology requires fusing the library to
the Aga2p agglutinin subunit protein, which is anchored
on the yeast surface by the formation of disulfide bridges
with the Agapl protein.!25 Shiraga et al (2004)
expressed a combinatorial library of CBM21 of the Rhi-
zopus oryzae glucoamylase on a yeast surface and selected
mutants with improved glucoamylase activity.113

Phage display technology has been the most widely
used approach for CBM engineering. This system is a
robust technology that consists of expressing randomized
sequences on the phage surface and selecting the
improved affinity or specific selectivity for a given ligand
through repeated rounds. The coat proteins of phage
M13, plII (five copies) and pVIII (approximately 2700
copies), are the most widely used for the deployment of
recombinant proteins. The main system used for CBM
display is the plIl protein, mainly because it supports
large-sized proteins with fewer copies, resulting in the
identification of variants with higher affinity toward a
specific ligand.

Therefore, phage display has enabled researchers to
find new proteins with different qualities. Some CBMs
that have been displayed using this technique are CBM1
from the T reesei cellobiohydrolase I (Cel7A) and
CBM4-2 from the R. marinus xylanase, and both of these
were fused to the plIlI coat protein of phage M13.

The CBM1 from the T. reesei cellobiohydrolase I
(Cel7A) was the first domain used as a scaffold for the
engineering of novel binding proteins with distinct func-
tions. This CBM is folded in a compact triple-stranded
antiparallel B-sheet that constitutes a framework for the
functionally important residues on the flat face (PDB
1AZ6).126

Smith et al. (1998) used cellulose and bovine alkaline
phosphatase as platforms for the selection of CBM1 var-
iants. These researchers isolated four variants (AP1-AP4)
without the ability to bind cellulose but did bind bovine
alkaline phosphatase without a change in phosphatase
activity. Hence, these proteins appear to bind to the
enzyme at a different site from the catalytic center. The
AP1 mutant has important changes in the mutation sites,
such as H4L, Y5G, N29R, Y31W, Y32EF and Q34M,
which might cause structural changes and nullify the cel-
lulose interaction.109

From the above-mentioned CBM1 combinatorial
library, Letio et al. (2000) selected two variants
(CBDPPA1:5 and CBDPPA1:4), both of which are inca-
pable of binding cellulose but able to bind to a protein,
the porcine a-amylase (PPA). The CBDPPA1:4 mutations
included I11M, S14P, P16E, T17L, V18R, N29H, L28S,
V27K, P30G, Y31L, and Y32V, which likely modified the
structure of the domain. These variants are capable of
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Figure 3

Structural modifications of CBM4-2 variants from the Rhodothermus marinus xylanase selected by phage display. (A) Structural comparison of
CBM4-2 (yellow) from the Rhodothermus marinus xylanase (PDB ID 1K45) and the XG-34 variant (cyan) (PDB ID 3JXS) with a more restricted
binding site. (B) Structural comparison of the same CBM4-2 (yellow) and the X-2 variant (orange) (PDB ID 2Y6]). Leucine 110 in the X-2 mutant
is responsible for the change in the substrate specificity to xylan. (C) Structural comparison of the same X-2 variant (orange) and the X-2 L110F
mutant (dark gray) (PDB ID 2Y6H). The residues in positions 69 and 110 are important for binding. The visualizations were generated with the

UCSF Chimera package (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).

competing with binding to the amylase inhibitor acar-
bose, which suggests that the selected CBD variants bind
to the active site of the enzyme PPA.110

The same CBM1 combinatorial library was used for
the selection of enzymes for Ni*" binding. Eight analyses
of potential Ni’"-binding CBMs revealed a striking pref-
erence for histidine residues at the randomized positions.
These proteins were displayed on the Staphylococcus car-
nosus surface using the cell wall-anchoring region of
Staphylococcus aureus protein A (SpA) for efficient
anchoring to the cell wall. Researchers have demonstrated
that recombinant S. carnosus cells carrying surface-
displayed CBM variants showed a greater (150%) Ni*"-
binding capacity than wild-type S. carnosus cells.111

The most widely studied domain is CBM4-2 from the
R. marinus xylanase. This domain shows a B-sandwich
structure formed by 11 strands, with a prominent cleft in
the binding site that allows binding to a range of sub-
strates, including xylans, B-glucans and xyloglucans.2”

Gunnarsson et al. (2004) reported different selection
strategies using a CBM4-2 combinatorial library dis-
played on the M13 phage. For ligand presentation, these
researchers used a suspension of insoluble polysacchar-
ides, such as birchwood xylan, Avicel (composed of
~50% amorphous and ~50% crystalline cellulose), ivory
nut mannan, and Dynabeads coated with human
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monoclonal IgG4,112 and obtained a broad range of
CBM4-2 variants with very interesting biochemical and
functional qualities.

One of the selected CBMs was X-2, which was isolated
from the insoluble fraction of the birchwood xylan as the
selection ligand. X-2 conserved the classical B-sandwich
fold and its specificity toward xylan but could not
recognize glucose-configured polysaccharides, such as 3-
glucan, glucomannan, and xyloglucan.114

Although the X-2 variant is mutated in several posi-
tions (W69FE, F110L, E72Q, F76L, Q111D, E118H, D79N,
and WOIIR), its structural mechanism for xylan recogni-
tion is basically explained by the F110L mutation. Repli-
cation of this single mutation in the wild-type CBM4-2
yielded the same adsorption properties of the X-2
domain, that is, converting the cross-reactive module to
a specific xylan binder. Conversely, the mutation of leu-
cine 110 to phenylalanine in variant X-2 (X-2 L110F
domain) reversed the adsorption capabilities of the
X-2 L110F to the levels observed in the wild-type CBM4-
2,127

As with other CBMs, hydrophobic stacking plays an
important role in ligand attachment, that is, the F69 resi-
due is situated opposite the L/F110 residue, creating the
stacking zone (Fig. 3). However, the role of each amino
acid is different: F69 provides the main m-surface in both
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Figure 4

Relevance of the hydrogen bonds in the selectivity of the X-2L110F var-
iant toward xylopentaose and cellopentaose. The main amino acids
involved in hydrogen bonding are shown as sticks with respect to the
oligosaccharides to which they bind. The visualization was generated
with the UCSF Chimera package (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera).
[Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

modules and is apparently sufficient to bind xylopen-
taose and xylan, even if any of the aromatic amino acids
(W, Y) or histidine are present at this site. 114 However,
the presence of a phenylalanine (X-2L110F)!27 or a tyro-
sine (CBM4-2 F110Y)114 in position 110 provides a sec-
ond m-surface that helps to stabilize the recognition of
gluco-configured polysaccharides, such as B-glucan and
xyloglucan, diversifying the binding properties of CBMs.

The importance of hydrogen bonds for facilitating the
CBM-substrate interaction was demonstrated in the X-2
and X-2 L110F modules because the same amino acids
are interacting through hydrogen bonds, that is, the X-2
and X-2 L110F mutants establish seven hydrogen bonds
with xylopentaose. The replacement of either Q72 or
H146 with alanine completely abrogates the binding,
indicating that these polar amino acids are crucial for
xylan binding.127

Interestingly, the X-2 L110F mutant provides structural
information for establishing new insights into CBM—car-
bohydrate interactions. The structure of X-2 associated
with xylopentaose and cellopentaose shows the number
of hydrogen bonds in such interactions: the interaction
of X-2 L110F with cellopentaose involves only one bond
from R142, whereas its interaction with xylopentaose
involves the establishment of two hydrogen bonds with
the same residue (Fig. 4). These results suggest the

relevance for these interactions on the substrate specific-
ity of CBMs.128

Recently, the neutron structure of the same mutant,
specifically X-2 L110F derived from CBM4-2 from the R.
marinus xylanase, was reported,129 providing the first
CBM structure define using this technique and making it
possible to demonstrate the importance of water mole-
cules in hydrogen bonding in CBM-ligand interactions, a
previously questioned issue. It is known that both the
parental CBM X-2 and its X-2 L110F mutant contain
ordered water molecules at the binding site and that at
least 10 of these molecules are displaced by the union
with a carbohydrate, although three of these molecules
remain at the binding site. The precise orientation of
these molecules cannot be identified through X-ray crys-
tallography, but neutron diffraction allows the identifica-
tion of a hydrogen-bonded network in which a molecule
of water is positioned to accept a hydrogen bond from
BGC1171 while forming hydrogen bonds with -OG1 of
T104 and -OE2 of E112.

This technique allows the correct positioning of the
amino acid side chains through networks linked by
hydrogen bonds, demonstrating the relevance of water
molecules in the preparation of the binding site, and
demonstrating how the hydrogen bonds formed by water
stabilize the interaction with both the ligand and the
protein.129

In contrast, the same CBM4-2 library was selected for
the identification of proteins that bind Dynabeads carry-
ing immobilized xyloglucan (XG). In this study, strin-
gency was modulated by the presence or absence of
soluble xylan during the selection process for a protein
with increasing affinity for xyloglucan. Among the large
number of variants found,130 the XG-34 mutant was
selected. The engineered module XG-34 retains the wild-
type folding and binding site. The main mutations in
this variant (W69Y, F110H, E72H, F76L, Q111D, E112D,
and Y149F) cause a binding cleft in XG-34 that is con-
siderably more restricted than that in CBM4-2 (Fig.
3).131 XG-34 lacks the wild-type affinity for xylan and
B-glucan but displays specific binding affinity toward
non-fucosylated xyloglucan.130

Additionally, Schantz et al. (2009) used the XG-34 var-
iant to derive more mutants. The XG-34 domain library
was again searched using Dynabeads carrying immobi-
lized xyloglucan (XG), but in this study, the stringency
was progressively modulated by decreasing the amount
of ligand in the presence or absence of soluble xylan,
with the aim of selecting only variants with greater sub-
strate affinity.117

Two interesting variants were found: XG-34/1-X and
XG-34/2-VL. The new XGBMs have higher affinity for
galactose-decorated xyloglucan (XLLG; on the order of
10° MY than the wild-type XG-34 (on the order of 10°
M™). Interestingly, these variants have only two muta-
tions compared with XG-34, and the most important of
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Table Il
CBMs as Protein Scaffold
Family of
engineered-CBM Engineering strategies Results Advantage Disadvantage Reference
CBM21 Oligonucleotide-directed Novel variants that Library size is large; Structure-function rela- 113
CBM1 randomization and change their specific- allows control of tions must be clear; it 109-111
CBM4-2 selection by yeast ity from carbohydrate the mutations; is difficult to define 112,114,115
display to proteins. In some high efficiency the precise site of
cases, the specificity mutagenesis and their
was improved toward contribution in the
carbohydrates as selection mutants
xylan and xyloglucan
XG-34 (variant Random mutagenesis Variants with a major Mimics natural Random; mutation 117
of CBM4-2) and phage display affinity toward evolution and does library is large; low
CBM36 selection xyloglucan not require prior efficiency 132
knowledge of
structural data
CBM20 Site-directed Novel variants that Directed; simplifies Library size is small; 106
CBM2 mutagenesis improve or change methods for structure—function 107

their specificity to
starch or polyethyl-
ene terephthalate
(PET) fiber

these is D112E. The glutamic acid residue at position
112 that is observed in the XG-34/1-X and XG-34/2-VI
variants is responsible for the increased affinity to
galactose-decorated xyloglucan because the D112E muta-
tion in XG-34 shows increased affinity for galactose-
decorated xyloglucan compared with that of the XG-34/
2-VI mutant. Similarly, the addition of the E112D muta-
tion to the XG-34/2-VI variant reverted its affinity for
galactose-decorated xyloglucan to a value similar to that
observed with the XG-34 mutant.117

Furthermore, the CBM4-2 library was selected using
a human monoclonal antibody (IgG4) as the ligand. As
expected, the selected variants recognized IgG4 and lost
their ability to bind xylan and other carbohydrates.
Interestingly, the authors reported the introduction of
mutations that were not intended by the library design,
that is, Q108R, D136G, or E138A/G. The relevance of
those mutations in CBM4-2 from the R. marinus xyla-
nase was evaluated residue by residue. However, none
of these mutations modify the interaction with xylan or
allow the binding to 1gG4, showing the importance of
the ensemble of mutations on the change in
specificity. 115

One of the selected variants (G-4) has an alanine at
position 138, whereas CBM4-2 from the R. marinus xyla-
nase has a glutamate at that position. The reversion of
this mutation caused a complete loss of binding specific-
ity for IgG4, without recovering the xylan-binding abil-
ity.115 Thus, the authors suggest that mutations such as
the E138A observed in the G-4 variant are important for
the modified ability of this module to recognize human
IgG4 but are not critically involved in xylan binding.
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mutagenesis relationships of the

target enzyme should
be clear; it is not pos-
sible to evaluate the
contribution of differ-
ent mutations at the
same time

In domains such as CBM4-2 from the R. marinus xyla-
nase, which is composed of 168 amino acids organized in a
B-sandwich with 11 B-strands, the modification of up to
12 amino acids allowed isolation of proteins that main-
tained and improved their specificity or affinity without
changing the domain structure. However, modifications in
this same domain led to the synthesis of a protein that
ignores carbohydrates and recognizes proteins.

Every modification of CBM4-2 reviewed to date pro-
vides a framework for understanding how different resi-
dues are able to mediate the specificity and affinity toward
different ligands through specific changes, both inside and
outside of the carbohydrate-binding cleft, demonstrating
the competence of this domain as a scaffold.

However, it appears unlikely that these results can be
extrapolated to all CBMs or can be used to predict the
modifications in specificity or affinity due to mutations
in the domains. The engineering of CBMs is a promising
approach for understanding the structural requirements
of CBMs for achieving an optimal and diverse binding
capacity to carbohydrates or different molecules.

Table II summarizes the principal results obtained in
efforts to evolve different CBMs. Although few domains
have been explored, the results clearly show that the size
and arrangement of the domain have a direct impact on
the transformation that the protein undergoes.

CONCLUSIONS AND FUTURE
PERSPECTIVES

CBMs are protein domains that are usually part of
carbohydrate-active enzymes, with a discrete fold and



Engineering of Carbohydrate-Binding Modules

carbohydrate-binding activity. The recognition process
can be understood through conformational studies,
which have demonstrated the importance of aromatic
residues in the hydrophobic interactions between carbo-
hydrates and CBMs. In addition, these studies show how
these interactions can be stabilized by the hydrogen
bonds formed by polar residues. Although the impor-
tance of these residues at the binding cleft has been dem-
onstrated, the determinants of selectivity are not clearly
understood.

Modification of one single hydrogen bond can change
the recognition of a linear carbohydrate to a branched
one or, in other cases, improve affinity. However, the
currently available knowledge and tools do not allow the
rational selection of the residue(s) that should be modi-
fied to obtain the desired change in binding specificity
or affinity. Molecular engineering is a powerful tool that
is used to face these challenges by simplifying the analy-
sis of several mutations at the same time.

Nevertheless, reports on the successful evolution of
CBMs toward binding different ligands, such as proteins,
constitute promising steps toward the use of CBMs as
scaffolds or platforms for the design of new, interesting
proteins. The engineered CBMs might have the potential
to interact with different molecular targets, making them
conductive to unexplored uses in different fields of inter-
est, including research and industry.

As more CBMs are being incorporated into the data-
bases, more possibilities for diversification exist. There-
fore, given the plasticity for substrate recognition
observed in CBMs, it is expected that many more CBMs
of practical use will be created in the near future.
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