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Resumen

Los fucosil-oligosacaridos (FUS) son carbohidratos que contienen fucosa y
constituyen mas del 50% de los oligosacaridos libres presentes en la leche humana, sin
embargo su funcidén fisiolégica es mayormente desconocida. Los FUS forman parte
también de muchos glico-complejos presentes en las mucosas y en la superficie de
células eucariotas. Se ha evidenciado que las caracteristicas estructurales que presentan
estos carbohidratos se relacionan con funciones biologicas importantes, entre las cuales

destacan el efecto prebidtico y la actividad anti-adhesiva contra patdgenos intestinales.

A pesar de que la participacién de los FUS en muchas funciones bioldgicas es esencial,
éstos permanecen relativamente inaccesibles a la investigacion cientifica y farmacéutica
debido a las dificultades inherentes a su sintesis. Por lo tanto, los objetivos generales
que se abordan en este trabajo son la produccién y purificacion de FUS a escala semi-
preparativa mediante sintesis enzimatica, la determinacién de sus propiedades
bioactivas (efecto prebidtico y actividad anti-adhesina) y el estudio de las rutas
metabolicas implicadas en la utilizacién de estos carbohidratos y sus monosacéridos

constituyentes (L-fucosa) en microorganismos probidticos.

Las a-L-fucosidasas AIfB y AIfC aisladas de Lactobacillus casei se han utilizado
previamente en reacciones de transfucosilacion para sintetizar los disacaridos fucosil-
al,3-N-acetilglucosamina  (Fuc-al,3-GIcNAc) y fucosil-al,6-N-acetilglucosamina
(Fuc-al,6-GIcNAC), que forman parte de glicanos presentes en la leche humana. En esta
Tesis Doctoral se han escalado esas reacciones y se han purificado los disacaridos
mediante cromatografia semi-preparativa, obteniéndose unos rendimientos del 30% para
el Fuc-al,3-GIcNAc y del 65% para el Fuc-al,6-GIcNAc. AIfC se ha utilizado ademas
en reacciones de transfucosilacion con azlcares aceptores diferentes a la GICNAc,
obteniéndose los siguientes FUS: el glicoaminoacido fucosil-a1,6-N-acetilglucosamina-
asparagina (Fuc- GIcNAc-Asn), los disacaridos fucosil-glucosa, fucosil-galactosa y el
trisacarido fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa. Por otro lado, mediante mutagénesis
aleatoria y dirigida se obtuvieron 18 variantes de la enzima AlfB. Cuatro de ellas, los
mutantes M58, M75, M78 y M79, presentaron un rendimiento de transfucosilacion
superior al 50% para la sintesis de Fuc-a1,3-GIcNAc, destacando la variante M58 con la

cual se logré obtener el méximo rendimiento posible (cercano al 100%), representando



una mejora del 70% con respecto a la enzima silvestre. Los dos fucosil-GIcNAc
disacéridos sintetizados se utilizaron para evaluar el potencial efecto prebidtico en
diferentes cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium. Se observd que 6 de las 11 cepas
ensayadas de Lactobacillus casei, y 2 de las 6 cepas ensayadas de Lactobacillus
rhamnosus fueron capaces de fermentar el disacarido Fuc-al,3-GIcNAc. Ademas, la
cepas BL87 de L. casei y BL327 de L. rhamnosus fermentaron Fuc-al,6-GIcNAc. Las
especies Bifidobacterium breve y Bifidobacterium pseudocatenulatum también
metabolizaron el disacarido Fuc-al,3-GIcNAc. A su vez, ambos fucosil-disacaridos se
ensayaron por su potencial anti-adhesivo frente a cepas enteropatdgenas de Escherichia
coli (EPEC) aisladas de nifios con gastroenteritis. Se observd que ambos disacéridos
inhiben la adhesion en diferentes niveles de algunas cepas EPEC a células epiteliales
humanas (linea HT-29).

La cepa probiotica L. rhamnosus GG (LGG) es capaz de utilizar la L-fucosa como
fuente de carbono y en su metabolismo esta implicado el operon fuc, que contiene genes
que codifican para una permeasa de L-fucosa (fucP), para la ruta catabdlica de esta
hexosa (fucl, fucK, fucU y fucA) y para un regulador transcripcional (fucR). Analisis
transcripcionales demostraron que el operon fuc esta inducido por L-fucosa a través de
FucR, que actGa como un activador transcripcional. LGG metaboliza el disacarido Fuc-
al,3-GIcNAc y a diferencia de otros lactobacilos que excretan la L-fucosa al medio, la
presencia del operon fuc le permite utilizar la L-fucosa que forma parte de ese
disacérido. Por altimo, se ha demostrado que la cepa L. casei BL23 es capaz de utilizar
el glicoaminoacido Fuc-GIcNAc-Asn sintetizado aqui y que el operon alf2 esta
implicado en su metabolismo. Este operdn contiene los genes alfHC, que codifican para
una permeasa y para la a-L-fucosidasa AIfC mencionada arriba, respectivamente, y en
direccion opuesta se encuentran los genes anotados como asdA, alfR2, pepV, asnA2 y
sugKk que codifican para las siguientes proteinas hipotéticas: una aspartato
descarboxilasa/aminotransferasa, un regulador transcripcional, una peptidasa V, una
glicosilasparaginasa y una azUcar quinasa, respectivamente. Analisis fenotipicos de
mutantes para esos genes y andlisis transcripcionales sugirieron que ambos clusters de
genes estan inducidos por el Fuc-GIcNAc-Asn a través de la inactivacion del represor
AIfR2.

El conjunto de todos estos resultados demuestra que la capacidad de algunos

lactobacilos para adaptarse al tracto gastrointestinal humano se correlaciona en parte



con la presencia de genes involucrados en el transporte y catabolismo de FUS, los
cuales son abundantes en este nicho particular. Ademas, las a-L-fucosidasas de L.casei
BL23, responsables de la hidrdlisis de estos compuestos fucosilados, también han
mostrado ser altamente eficientes en su sintesis. Esto ha permitido determinar su
potencial prebiotico con diferentes cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, asi como

también su actividad antiadhesiva contra patdgenos intestinales.
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Introduccion

1 Oligosacaridos y su importancia bioldgica

Los oligosacéridos, ademaés de los oligopéptidos y oligonucle6tidos, son la tercera
clase mas diversa y compleja de biopolimeros que se encuentran comdnmente en la
naturaleza. (Werz & Seeberger 2005). Estos oligosacaridos, libres o como
glicoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos) juegan un papel fundamental en muchos
procesos bioldgicos, habiéndose demostrado que son cruciales en el desarrollo,
crecimiento y supervivencia de todos los organismos (Varki 1993). Glicoconjugados
tales como N/O-glicoproteinas son constituyentes de las membranas de células
eucariotas y de mucinas que se encuentran sobre la superficie de células epiteliales
(Holemann & Seeberger 2004); donde se ha demostrado, entre otras funciones, su
implicacion en interacciones célula-célula o célula-matriz extracelular, asi como
también en la modulacion de las funciones de otras proteinas y en la presentacion de
estructuras diana de union para muchos microorganismos (Varki 1993). En la leche
humana, tanto los oligosacéridos libres como los glicoconjugados juegan un importante
papel en la salud de los recién nacidos, contribuyendo no solo a prevenir la union de
patdgenos a las células del huésped sino también como una excelente fuente de carbono
y energia para microoganismos beneficiosos que se encuentran habitualmente en el
tracto gastrointestinal (Bode 2012, Garrido et al 2013, Newburg 1996, Peterson et al
2013) (Fig. 1).

Tanto la complejidad como la diversidad de los oligosacéridos se debe a muchos
factores; dentro de los cuales se incluyen su naturaleza no linear, el nimero de
diferentes azucares, la estructura molecular de cada residuo, la formacion de enlaces que
conlleva a la formacion de multiples isdmeros y su union a otras moléculas dando lugar
a glicoconjugados (Koeller 2000, Smilowitz et al 2014). Esta gran diversidad,
correspondiendo bien sea a oligosacaridos libres o glicoconjugados ha llevado al estudio
y descubrimiento de una gran variedad de funciones biol6gicas (Smilowitz et al 2014,
Varki 1993); lo cual es un avance importante en la busqueda de alternativas dirigidas a

mejorar la salud y prevenir enfermedades.
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2  Oligosacaridos de la leche humana (OLH)

Los oligosacéridos de la leche humana (OLH) son el tercer componente sélido
mas abundante seguido de la lactosa y los lipidos, y estdn compuestos basicamente por
cinco monosacaridos; glucosa (Glc), galactosa (Gal), N-acetilglucosamina (GIcNACc),
fucosa (Fuc) y acido sialico (Sia) (Bode 2012). Todos los OLH contienen lactosa
(GalB1-4Glc) en su extremo reductor, los cuales pueden ser elongados por la adicion de
lacto-N-biosa (Galp1,3GIcNAc; cadena tipo 1) o N-acetillactosamina (Galp1,4GIcNAc;
cadena tipo 2) mediante enlaces B1-3 o B1-6 dando lugar a diferentes estructuras (Bode
2012), entre ellas la lacto-N-tetrosa (LNT; Galp1,3GIcNAcpB1,3Galpl,4Glc), para la
cual se ha demostrado que es capaz de promover el crecimiento de algunas bacterias
beneficiosas en el intestino humano (Bode 2012, Kitaoka et al 2005). Ademas, la lactosa
0 la cadena de oligosacaridos elongada puede ser fucosilada mediante enlaces a1-2, al-
3 o al-4 dando lugar a otros tipos de estructuras tales como el trisacarido 2’-
fucosillactosa (2’-FL; Fucal,2Galp1,4Glc) o diferentes isomeros de lacto-N-
fucopentaosa (LNFP I, LNFP Il, LNFP 111 y LNFP V). Estos oligosacaridos fucosilados
han sido aislados y caracterizados, encontrandose cantidades relativamente altas desde
los primeros dias de lactancia, principalmente de 2’-FL y LNFP I. Estos dos azUcares
han mostrado tener un papel bioldgico importante en el tracto gastrointestinal de los
recién nacidos (Asakuma et al 2008); al igual que se ha demostrado actividad bioldgica
para la LNFP Il (GalB1-4(Fucal-3)GIlcNAcB1-3GalB1-4Glc) (Atochina & Harn 2005),
cuya estructura contiene el trisacarido correspondiente al antigeno de Lewis® (LeX)
(Bode 2012).

La formacion de los OLH como bloques estructurales, se debe a un gran ndmero de
glicosiltransferasas especificas que se expresan en las glandulas mamarias (Coppa et al
2006). Estas enzimas participan en la formacion de enlaces glicosidicos a traves de los
distintos sitios de union que presentan sus monosacaridos constituyentes, dando lugar a
maultiples formas isoméricas, donde la composicién de algunos de estos azucares refleja
caracteristicas de los antigenos del grupo sanguineo (Bode 2012, Engfer et al 2000,
Newburg et al 2005) y, por lo tanto, cada mujer no sintetiza el mismo grupo de
oligosacaridos que se pueden encontrar en la leche materna (Kobata 2010). Por ejemplo,
la expresion o no de las fucosiltransferasas FUT2 (al-2) y FUT3 (al-3/4) puede dar

lugar a la formacién de oligosacaridos correspondientes a los del sistema del grupo
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sanguineo Secretor (Se) y Lewis (Le), que se pueden clasificar en cuatro grupos
diferentes (Secretor Le-positivo (Se+Le+), Secretor Le-negativo (Se+Le-), no Secretor
Le-positivo (Se-Le+) y no Secretor Le-negativo (Se-Le-). La clasificacion dentro de
estos cuatro grupos es una simplificacion de la complejidad de los OLH, ya que otras
fucosiltransferasas (FUTL, 5, 6, 7 0 9) podrian estar implicadas en la fucosilacion de
distintos oligosacaridos (Bode 2012, Newburg et al 2005).

Las altas concentraciones de oligosacaridos es una caracteristica solamente de la leche
humana, encontrandose cantidades que pueden oscilar entre 5 y 15 g/L, de los cuales,
entre el 50-80% de éstos se encuentran fucosilados (Bode 2012). Solo pequefas
cantidades de estos azUcares estan presentes en la leche madura de bovino, que es la

base para la sintesis de la leche de férmula infantil (Bode 2009).

2.1 Beneficios de los oligosacaridos fucosilados (FUS)

A pesar del alto contenido de oligosacaridos en la leche humana, especialmente
fucosilados (FUS), no hay evidencias de que éstos constituyan un aporte nutricional
directo, ya que no pueden ser digeridos en el tracto gastrointestinal humano (Engfer et
al 2000). Sin embargo, se ha demostrado, que este tipo de azlcares esta involucrado en
varios procesos bioldgicos, tales como metastasis de células tumorales (Misonou et al
2009), inflamacién (Levander et al 2009) y adhesion célula-célula (Osumi et al 2009).
La razon de ésto es que ademas de estar presentes en la leche humana, también se
encuentran en los antigenos de los grupos sanguineos, sobre las superficies de las
células de los mamiferos y en la mucina intestinal (Becker & Lowe 2003). Ademas, se
ha evidenciado que los FUS de la leche humana pueden presentar al menos tres
funciones principales en el tracto gastrointestinal infantil: 1. promover el crecimiento y
establecimiento de la microbiota, generalmente dominado por bifidobacterias; 2.
prevenir la adhesion de patdgenos a la superficie del epitelio intestinal; y 3. mejorar las
defensas del huésped mediante la modulacion del sistema inmune (Smilowitz et al
2014).
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A Prebiéticos

B Actividad antiadhesiva
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Figura 1. Efectos postulados de los oligosacaridos de la leche humana (OLH). La sigla
en inglés se muestra como HMO (human milk oligosaccharides). Los OLH pueden
beneficiar a los recién nacidos de diferentes maneras. (A) Los OLH son prebi6ticos que
sirven como substratos metabolicos para bacterias beneficiosas (verde) y proporcionan
una ventaja en el crecimiento sobre potenciales patégenos (purpura). (B) Los OLH son
antimicrobianos anti-adhesivos que sirven como sefiuelos receptores e impiden la
adhesion de patdgenos. (C) Los OLH directamente afectan las células epiteliales
intestinales y modulan la expresion génica, lo cual conduce a cambios en los glicanos de
la superficie celular y otras respuestas celulares. (D) Los OLH modulan la produccion
de citoquinas de linfocitos, conduciendo a una respuesta mas equilibrada Th1/Th2. (E)
Los OLH reducen las interacciones célula-célula mediadas por selectinas en el sistema
inmune y disminuye los leucocitos circulantes en células endoteliales activadas, lo cual
conduce a la reduccion de la infiltracion de leucocitos en la mucosa y su activacion. (F)
Los OLH proveen &cido sialico como un nutriente potencialmente esencial para la
cognicion y desarrollo del cerebro. Modificado de Bode (2012).

Se ha demostrado que los OLH presentan actividad anti-adhesiva contra pat6genos
intestinales, confiriendo proteccion a los recién nacidos contra enfermedades diarreicas
(Morrow et al 2005). Igualmente, se ha evidenciado que los FUS son fermentados in
vitro por la microbiota de los recién nacidos y por cepas de Bifidobacterium longum en
cultivos puros (Yu et al 2013a). Por lo tanto se considera que este tipo de carbohidratos
serian buenos candidatos para actuar como anti-adhesinas, evitando enfermedades
entéricas, y como prebioticos favoreciendo el crecimiento de la microbiota beneficiosa

en el intestino humano.
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2.2 FUS como anti-adhesinas

Las enfermedades diarreicas infecciosas constituyen la principal causa de
morbilidad y mortalidad de los nifios recién nacidos, no solo en paises en via de
desarrollo sino también en areas desarrolladas (Coppa et al 2006); y tales infecciones
del tracto gastrointestinal son causadas por una amplia variedad de enteropatdgenos,
incluyendo bacterias, virus y parésitos (Coppa et al 2006). Sin embargo, la lactancia
materna ofrece proteccion con diferentes mecanismos contra la diarrea debido a la
presencia de varias sustancias anti-infectivas presentes en la leche humana (Howie et al
1990, Morrow et al 1999); las cuales incluyen oligosacaridos (Morrow et al 2005).
Estos oligosacaridos, y principalmente los fucosil-oligosacéaridos que se encuentran
como glicoconjugados de las superficies de las células funcionan como receptores de
unién de algunas bacterias patdgenas y virus (Newburg et al 2005). Una estrategia para
prevenir la adherencia inicial de los patdgenos y la consecuente infeccién podria ser
mediante la interrupcién de las interacciones adhesina-receptor (Fig. 2). Esta estrategia
ha resultado util con algunos FUS solubles que inhiben por competicion la unién de
patdgenos a los receptores de las células intestinales, ya que pueden actuar como
analogos de éstos y por lo tanto proteger a los recién nacidos de enfermedades entéricas
(Newburg et al 2005). Asi los oligosacéridos derivados de la leche humana han
mostrado que tienen actividad anti-adhesiva contra varios patdgenos (Coppa et al 2006,
Newburg 2009), siendo especialmente protectora contra enfermedades diarreicas
infantiles la fraccion de fucosil-glicano (Morrow et al 2005). La 2’-FL bloqued in vitro
la union del enteropatdgeno Campylobacter jejuni al antigeno H (O) del grupo
sanguineo expresado en la superficie de las células epiteliales, inhibiendo la infeccién
por Campylobacter in vivo (Ruiz-Palacios et al 2003). La adherencia localizada de
Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) era inhibida por tetrasacaridos vy
pentasacaridos fucosilados, lo que sugiere un papel de estos azUcares como sitios de
unién (Cravioto et al 1991), mientras que la adherencia de Salmonella enterica serotipo
Typhimurium a las células Caco-2 también es bloqueada por el oligosacarido fucosilado
H tipo 2 (Fucal-2Galp1-4GIcNACc) o por pretratamiento de las células con a-(1,2)-
fucosidasa (Chessa et al 2009), la cual hidrolizaba el oligosacarido liberando la fucosa,

de tal forma que la estructura para la union no estaba disponible.
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Figura 2. Modelo de accién directa de los oligosacéaridos en la prevencion de
infecciones. A) Las adhesinas bacterianas reconocen a los receptores oligosacaridos en
las células del epitelio intestinal. B) Inhibicion de la adhesion bacteriana por prebi6ticos
con estructuras similares a los glicanos receptores (Dominguez-Vergara et al 2009).

2.3 FUS como prebidticos

Los prebidticos son definidos como ingredientes que producen una estimulacion
selectiva del crecimiento y/o actividad(es) de uno o de un limitado numero de
géneros/especies de microorganismos en la microbiota intestinal confiriendo beneficios para
la salud del hospedador (Gibson et al., 2004; Roberfroid, 2007; Roberfroid et al., 2010).
Por lo tanto es necesario que los prebidticos sean resistentes a la acidez gastrica, a la
hidrélisis por enzimas digestivas y que no sean absorbidos en el tracto gastrointestinal.
Estas condiciones se cumplen para los OLH, que llegan intactos al colon. En la
actualidad esta bien establecido que la microbiota del colon tiene una influencia muy
grande en la salud, por lo que existe un gran interés en la utilizacion de prebi6ticos
como ingredientes de alimentos funcionales (Macfarlane et al 2008). Una amplia
variedad de suplementos dietéticos no digeribles han sido identificados y considerados
como prebidticos, los cuales modifican el balance de la microbiota intestinal,
estimulando el crecimiento y/o actividad de microorganismos beneficiosos Yy
suprimiendo bacterias potencialmente perjudiciales. Estos suplementos incluyen
lactulosa, lactitol y una gran variedad de oligosacaridos tales como inulina,
galactooligosacaridos (GOS) y fructooligosacaridos (FOS) (Heyman & Menard 2002).
Hasta ahora existen pocos estudios acerca del potencial efecto prebiotico de los FUS; no
obstante, algunos de estos oligosacaridos que se encuentran en la leche humana como
son 2’-FL, 3’-FL y lactodifucotetraosa son metabolizados por especies de

Bifidobacterium que expresan a-L-fucosidasas, las cuales han sido encontradas en las
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especies B. longum, Bifidobacterium bifidum y Bifidobacterium breve (Ashida et al
2009, Ruiz-Moyano et al 2013, Sela et al 2012). Lactobacillus casei BL23, que expresa
tres a-L-fucosidasas (AIfA, AIfB y AIfC) diferentes (Rodriguez-Diaz et al 2011), es
capaz de utilizar el disacarido fucosil-a-1,3-GIcNAc (Rodriguez-Diaz et al 2012). Este
disacérido forma parte del antigeno de Lewis™ (LeX), el cual es encontrado en los
oligosacaridos de la leche humana (Kobata 2010) y en muchas glicoproteinas en las
superficies de las mucosas (King 1994). Por lo tanto, se puede hipotetizar que los FUS
podrian ser utilizados para promover el desarrollo de microorganismos beneficiosos en

el intestino (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto prebidtico de oligosacaridos de la leche humana (OLH). Este esquema
simplificado muestra que las bacterias beneficiosas (verde) y no beneficiosas (violeta)
tienen diferentes capacidades de metabolizar los OLH. En presencia de OLH (derecha),
las bacterias beneficiosas son capaces de metabolizar estos azlcares lo cual les permite
desarrollarse, mientras que las no beneficiosas no pueden crecer por la incapacidad de
metabolizar los OLH. En la ausencia de OLH (izquierda), ambos tipos de bacterias
compiten por los mismos recursos (Bode 2009).

3 Bacterias intestinales

El tracto gastrointestinal humano (TGIH) contiene decenas de billones de
microorganismos, comprendiendo en su mayoria bacterias (Rajilic-Stojanovic & de Vos
2014), las cuales participan en un conjunto dindmico de interacciones mutualistas con
su hospedador (Hooper et al 2012). Aunque la biomasa microbiana se mantiene
relativamente baja en las regiones proximales del estdmago, con 10?2 células por g, en
la region mas distal del intestino delgado (iledn) aumenta a 10® células por g, y
densidades més altas son encontradas en el colon con valores de hasta 10* células por g
(Fig. 4) (Walter & Ley 2011). Se ha demostrado que los factores genéticos

principalmente relacionados con inmunidad, también como factores ambientales y
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estocasticos afectan la composicion de la comunidad microbiana (Benson et al 2010,
Bourlioux et al 2003); incluso, el orden en el que las bacterias colonizan el TGIH afecta
a la composicion de dicha comunidad, puesto que las bacterias ya establecidas pueden
modificar su entorno, afectando a la colonizacion de otros microorganismos (Walter &
Ley 2011).

Intestino delagado

Duodeno Yeyuno ileon

ngq)ﬂm v v vV -
1107

<— Ciego Recto

Estémago Intestino grueso (colon)

Figura 4. Representacion esquematica del intestino humano indicando sus diferentes
regiones y las densidades microbianas en cada una de ellas. Diferentes nichos del tracto
gastrointestinal determina la composicién de la microbiota. Modificado de Kleerebezem
& Vaughan (2009).

Por otro lado, el mantenimiento de estas poblaciones microbianas en el TGIH y
principalmente en el colon se relaciona con un ambiente rico en nutrientes, incluyendo
polisacaridos ingeridos de la dieta y glicanos derivados del hospedador, los cuales son
secretados en la capa de las mucosas y en la superficie del epitelio (Kashyap et al 2013).
Las mucinas intestinales son una fuente rica de carbohidratos, comprendiendo entre un
50-80% de oligosacaridos en peso (Corfield et al 2001) y el consumo de glicanos de las
mucosas por muchas especies de bacterias intestinales ha sido bien documentado
(Martens et al 2008, Sonnenburg et al 2005, Turroni et al 2010).

A pesar que la microbiota intestinal de cada individuo est4d compuesta por cientos de
diferentes especies de bacterias; relativamente pocos grupos son los predominantes. En
general, el phylum de Firmicutes (bacterias Gram-positivas) y Bacteroidetes (bacterias
Gram-negativas) son los que se encuentran en mayor proporcion en el sistema digestivo
humano seguido por bacterias del grupo de Actinobacterias y en una frecuencia mas
baja se encuentran las que pertenecen al grupo de Proteobacterias (Eckburg et al 2005,
Sankar et al 2015).
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Los miembros de las comunidades microbianas en el tracto gastrointestinal pueden ser
ecoldgicamente clasificadas como autdctonos (indigenas) y aloctonas (no indigenas)
(Savage, 1977). La principal diferencia entre las especies autdctonas y aléctonas es que
las primeras colonizan naturalmente el habitat, mientras que las segundas no pueden
colonizarlo, excepto en situaciones anormales o atipicas (Tabla 1). Los
microorganismos autoctonos estan siempre presentes en el TGIH de los adultos sanos y
desempefian un papel en el mantenimiento de poblaciones bacterianas estables. Las
especies aldctonas no son caracteristicas del habitat normal, siendo microorganismos
transitorios, las cuales llegan al TGIH a traves de los alimentos, del agua, o desde otros
habitats del cuerpo. Sin embargo, estos microorganismos pueden colonizar los hébitats
desocupados por los microorganismos autdctonos en un sistema gastrointestinal alterado
(Ouwehand, 2006).

Las comunidades microbianas presentes en el intestino grueso son bastante estables y
relativamente uniformes a lo largo de la longitud del colon (Zoetendal et al, 2002;
Eckburg et al, 2005), y en gran medida estan dominadas por microorganismos
autoctonos (Walter y la Ley de 2011). Sin embargo, la poblacion en el resto del
intestino es menos estable (Hayashi et al, 2005;. Booijink et al, 2010). Por ejemplo, de
todos los filotipos detectados en el estbmago humano, sélo Helicobacter pylori persiste
en este ecosistema, estando ausente en la cavidad oral o en los alimentos, y posee rasgos
fenotipicos y gendmicos para sobrevivir en el estomago. Asi mismo, otros grupos de
bacterias detectadas en el estémago e intestino delgado son microorganismos aldctonos
procedentes de la cavidad oral (Walter y Ley, 2011).

La pretension de entender la ecologia microbiana de estos grupos de bacterias en el
TGIH ha estado siempre ligada a la aspiracion de manipular, promover y mantener la
salud humana. Por lo tanto, varios estudios se han llevado a cabo con diferentes
microorganismos intestinales tanto autdctonos como aléctonos, los cuales, en conjunto
pueden ser vistos como un organo funcional que contribuye entre otros beneficios, en la
biosintesis de nutrientes escenciales tales como las vitaminas K y B12, la
transformacion de acidos biliares conjugados y fermentacién de componentes de la dieta
tales como carbohidratos que no pueden ser degradados por las enzimas digestivas

humanas (Manson et al 2008).




Introduccion

Tabla 1. Tipos de microorganismos dominantes (autoctonos y aloctonos) en los
principales habitats del tracto gastrointestinal humano (TGIH). Tomado y adaptado de
Walter & Ley (2011).

Poblaciones bacterianas

Region del
TGIH Autbctonos Albctonos

Gemella (e.g., G. haemolysans),
Granulicatella, Streptococcus (e.g.,
Estomago  Helicobacter pylori S. mitis), Veillonella, Prevotella,
Porphyromonas, Rothia, Neisseria,
Fusobacterium, Lactobacillus

Escherichia coli, Klebsiella,
Enterococcus, Bacteroides,
Intestino Ruminococcus, Dorea, Granulicatella, Streptococcus (e.g.,
delgado Clostridium, Coprococcus, S. mitis), Veillonella, Lactobacillus
Weissella, Lactobacillus
(algunas especies)

Cinco phylum principales:
Firmicutes, Bacteroidetes,
Intestino Actinobacteria,
grueso Verrucomicrobia, y
Proteobacteria. Cientos de
especies

Microorganismos aldctonos son
superados en numero por los
microorganismos autéctonos

3.1 Bacterias lacticas: Bifidobacterium y Lactobacillus

3.1.1 Bibidobacterium

Miembros del género Bifidobacterium se encuentran entre los primeros
microorganimos que colonizan el TGIH y se cree que ejercen beneficios de salud en el
hospedador. Debido a sus propiedades promotoras de salud, las bifidobacterias se han
incorporado en muchos alimentos funcionales como ingredientes activos (Nova et al
2016). Las bifidobacterias constituyen una proporcion considerable de la microbiota
intestinal de los lactantes que se alimentan con leche materna, encontrandose algunas
especies predominantes tales como Bifidobacterium longum subsp. infantis (B. infantis),
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve o Bifidobacterium longum subsp.
longum, mientras que otras especies tales como Bifidobacterium bifidum o
Bifidobacterium catenulatum que son tipicas de la microbiota intestinal de adultos
predomina en los lactantes que se alimentan con leche de formula (Haarman & Knol

2005). Por lo tanto, algunos de los componentes de los OLH determinan el “factor
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bifidus” que se ha descrito para la leche humana. Los OLH actiian como una clase de
sustancias prebidticas que promueven el crecimiento de ciertas especies de
bifidobacterias y se ha demostrado que las diferencias en la composiciéon de los OLH
entre diferentes madres determina las proporciones bacterianas en la microbiota
intestinal de los lactantes que se alimentan con leche materna (Lewis et al 2015, Wang
et al 2015).

3.1.2 Lactobacillus

Lactobacillus son un grupo de bacterias subdominante de la microbiota intestinal
humana que también se encuentra en otros sitios del cuerpo, ciertos alimentos y otros
nichos ricos en nutrientes (e.g. material vegetal). Este género representa los tipos de
microorganismos que han co-evolucionado junto con los mamiferos, lo cual
proporciona una base racional para postular una asociacion con beneficios en la salud
(O'Callaghan & O'Toole 2013). La inspeccion del genoma de varios lactobacilos
intestinales tales como Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii o Lactobaillus
acidophilus, revel6 que estas especies estdn adaptadas para colonizar el ambiente
intestinal, aunque sus capacidades para aprovechar los componentes de los OLH o de
las mucinas son limitadas y probablemente dependen de los carbohidratos derivados de
la dieta para su crecimiento (Altermann et al 2005, Azcarate-Peril et al 2008, Pridmore
et al 2004).

La capacidad generalmente limitada para la utilizacién de OLH o mucinas y la aparente
falta de potencial metabdlico para el catabolismo de OLH codificado por los genomas
de Lactobacillus presenta una excepcion en el grupo de Lactobacillus
casei/Lactobacillus paracasei/Lactobacillus rhamnosus. Los miembros de este grupo
filogenéticamente relacionado contienen 3 genes que codifican para a-L-fucosidasas de
la familia GH29 (Rodriguez-Diaz et al 2011). Aunque algunas de estas enzimas
muestran actividad in vitro con OLH fucosilados como 2’-FL 0 estructuras del antigeno
H, estos carbohidratos especificos no son utilizados por lactobacilos. Por el contrario la
utilizacion del disacéarido Fuc-al,3-GIcNAc, un componenete de los OLH ha sido
caracterizada genéticamente en L. casei (Rodriguez-Diaz et al 2012). El repertorio de
sistemas para la utilizacion de OLH vy glicoconjugados en el grupo L.

casei/paracasei/rhamnosus se amplia con el operon gnb el cual es requerido para el uso
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de lacto-N-biosa (componente del nicleo de OLH) y también para la utilizacion de
galacto-N-biosa (componente del nicleo de O-glicanos de glicoproteinas) (Bidart et al
2014). Todos estos hallazgos reflejan una adaptacion particular del grupo L.
casei/paracasei/rhamnosus que les permitiria captar nutrientes en el tracto

gastrointestinal de los lactantes que se alimentan con leche materna.

4  Lactobacillus y Bifidobacterium en la leche humana

La leche humana ademas de contener una gran variedad de moléculas bioactivas
que contribuyen al buen desarrollo de los recién nacidos alimentados de este fluido
materno (Newburg 2005), se considera también que es una de las principales fuentes de
bacterias, tales como Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium y
otras bacterias Gram-positivas que colonizan el tracto gastrointestinal de los nifios
lactantes (Fernandez et al 2013). Especies del género Lactobacillus han sido aisladas
tanto de la leche humana como de las heces de los lactantes e incluyen entre otras a L.
rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, L. gasseri, Lactobacillus brevis y L. casei
(Albesharat et al 2011, Martin et al 2007). Entre las especies de Bifidobacterium que se
han aislado e identificado de la leche humana se encuentran B. breve, B. longum, B.
adolescentes y B. bifidum (Makino et al 2011, Martin et al 2009, Martin et al 2012, Soto
et al 2014). Se ha demostrado que tanto especies de Lactobacillus como de
Bifidobacterium utilizan oligosacaridos especificos de la leche humana (Ashida et al
2009, Rodriguez-Diaz et al 2011, Ruiz-Moyano et al 2013, Sela et al 2012, Ward et al
2006), lo que permitiria su adaptacion dentro del tracto gastrointestinal de los nifios
amamantados. Varios estudios han demostrado que durante la lactancia, hay una
transferencia de madre a hijo de una gran variedad de cepas bacterianas, lo cual sugiere
que la exposicion del lactante a estas bacterias desde los primeros dias de su nacimiento,
ejerce efectos beneficiosos contra enfermedades diarreicas y respiratorias, ademas de
reducir el riesgo de desarrollar otras enfermedades tales como la diabetes o la obesidad
(Hunt et al 2011, Sanz 2011). En este sentido se ha demostrado que estas bacterias son
componentes de la microbiota natural de las glandulas mamarias en lugar de ser

simples microorganismos contaminantes (Fernandez et al 2013).
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5 Probioticos

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio de salud en el hospedador”
(Hill et al 2014). Por esta definicion, las bacterias nativas no son probiéticos, hasta que
no se hayan aislado, purificado y demostrado que tengan un beneficio para la salud
cuando se administran (Kleerebezem & Vaughan 2009)

Para que un microorganismo pueda ser considerado probi6tico, éste debe cumplir varios
criterios. Debe conferir al menos un beneficio en la salud del hospedador, resistir a los
acidos y sales biliares, tener capacidad para adherirse a las células epiteliales del
intestino, ser capaz de persistir a lo largo del tracto digestivo, producir agentes anti-
microbianos, modular la respuesta inmune y resistir a los procesos tecnoldgicos
(Heyman & Menard 2002). La mayoria de los microorganismos probidticos
caracterizados actualmente pertenecen a los g@éneros de Lactobacillus y
Bifidobacterium, sin embargo algunas cepas pertenecientes a los géneros de
Streptococcus, Enterococcus, Escherichia, Bacillus son considerados como probioticos
(de Vrese & Schrezenmeir 2008).

6 Metabolismo de carbohidratos por bacterias intestinales

El metabolismo de carbohidratos se ha estudiado ampliamente en Bacteroidetes,
particularmente en especies del género Bacteroides. Los estudios se han centrado
basicamente en este tipo de microorganismos dada su habilidad para prosperar en el
ecosistema intestinal, debido a su capacidad en la produccion y uso de glicanos
presentes en ese nicho (Comstock 2009). Estas especies tienen una maquinaria extensa
para utilizar los polisacaridos complejos presentes en el colon como fuente de carbono y
energia. De este modo, muchas de las especies de Bacteroides generan productos finales
de la fermentacion en forma de &cidos grasos de cadena corta (SCFAS; Short-chain fatty
acids) que proporcionan nutricion y otras propiedades beneficiosas al hospedador
(Comstock 2009). Una de las especies bastante estudiadas corresponde a Bacteroides
thetaiotaomicron, la cual contiene en su genoma 88 diferentes loci para la utilizacién de
polisacaridos (PUL; polysaccharide utilization loci) que le permiten degradar

carbohidratos derivados de la dieta (plantas, leche) o del hospedador (mucinas); por lo
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que se puede considerar que el metabolismo de estos glicanos es un factor importante en
la colonizacion intestinal y con probables impactos en la ecologia microbiana (Martens
et al 2008). La degradacion de glicanos derivados de la dieta o del hospedador por parte
de los numerosos PULs en especies de Bacteroides genera la liberacion de sus
monosacaridos constituyentes en el espacio periplasmatico. El transporte de estos
monosacaridos al citoplasma involucra permeasas especificas para importarlos sin la
simultanea fosforilacion. La mayoria de estos azlcares son luego convertidos a sus
formas de hexosa fosforilada mediante la accion de quinasas citoplasmaticas. Estas
moléculas fosforiladadas pueden ser dirigidas bien sea hacia el catabolismo o a la
sintesis de glicanos bacterianos (Brigham & Malamy 2005). Las estrategias moleculares
usadas por los miembros de la microbiota intestinal para cosechar y degradar glicanos
complejos son importantes para entender la genética y las propiedades metabdlicas
relacionadas con la adaptacion al ambiente intestinal humano (Martens et al 2008). Por
lo tanto, el metabolismo de los carbohidratos por parte de bacterias intestinales, depende
tanto de proteinas transportadoras que se encargan de tomar y transportar los azucares
desde el medio extracelular, como también de enzimas glicosidasas capaces de su
degradacion, permitiendo de esta manera la utilizacion de los monosacaridos
constituyentes a través de distintas rutas metabdlicas (Fig. 5). El catabolismo de los
hidratos de carbono por parte de la microbiota, finalmente permite la obtencion de
energia para el crecimiento y colonizacion del tracto gastrointestinal (Sela et al 2008);
asi como también la produccién de metabolitos, principalmente SCFAs con efectos
beneficiosos (El Kaoutari et al 2014).

6.1 Mecanismos de transporte y utilizacion de carbohidratos

Muchas de las enzimas involucradas en el metabolismo de carbohidratos han sido
bioquimicamente caracterizadas en la cepa E. coli K-12, en la cual se ha determinado la
presencia de cuatro tipos de transporte de carbohidratos (Plantinga et al 2004). Entre
ellos, dos corresponden a transportadores secundarios (permeasas), por los cuales el
substrato pasa desde el medio extracelular al citoplasma impulsado por la fuerza motriz
de un proton (H*) (pmf; proton-motive force) y/o del i6n sodio (Na*) (smf; sodium-
motive force). La diferencia entre estos dos tipos de transportadores secundarios es que

uno de ellos (smf), ademés de lo mencionado es dependiente de una proteina de union
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que se encarga de entregar el substrato al transportador localizado en la membrana
(Poolman & Konings 1993). Otro de los transportadores presente estudiado
extensivamente en E. coli y otras bacterias es del tipo PTS (phosphoenolpyruvate:
carbohydrate phosphotranferase system). Este sistema utiliza varias proteinas
citosdlicas, tales como los componentes 1A y IIB para transferir el grupo fosforilo
desde el fosfoenolpiruvato (PEP) al substrato que se toma mediante la permeasa
denominada componente IIC (Postma et al 1993). Finalmente, el cuarto tipo de
transporte de carbohidratos corresponde a la superfamilia de transportadores primarios
de tipo ABC (ATP-Binding-Cassette). En este sistema una proteina de union dona el
soluto (azucar) a dos dominios de transporte localizados en la membrana.
Subsecuentemente, el transporte es conducido por la hidrdlisis del ATP, lo cual es
mediado por dos ATPasas que estan asociadas con el transportador en el lado

citoplasmatico de la membrana (Higgins 2001).

En las bacterias intestinales del grupo de las bifidobacterias se han realizado algunos
estudios sobre el mecanismo para la utilizacion de carbohidratos de importancia en
leche humana y mucosas, tales como lacto-N-biosa (LNB; pGall,3GIcNAc) y galacto-
N-biosa (GNB; pGall,3GalNAc) (Nishimoto & Kitaoka 2007, Xiao et al 2010, Yoshida
et al 2012). Tanto la LNB como la GNB forman parte de los OLH y del nucleo
estructural de O-glicanos de tipo mucina, respectivamente (Jensen et al 2010). Ademas
la LNB se encuentra en glicolipidos y glicoproteinas de varios tipos celulares,
incluyendo el epitelio intestinal y los antigenos del grupo sanguineo (Finne et al 1989,
Hakomori 2008). En B. bifidum se ha descrito un cluster de genes relacionado con el
metabolismo de LNB y GNB. Estos disacaridos son incorporados al interior celular
mediante transportadores especificos de tipo ABC. Una vez dentro de la bacteria, estos
azucares son hidrolizados por una GNB/LNB fosforilasa (LNBP) en galactosa-1P y la
N-acetilhexosamina respectiva, las cuales siguen distintas rutas catabdlicas (Wada et al
2008a). El hecho de que en el genoma de Bifidobacterium longum se de un
agrupamiento de genes que codifican para glicosidasas junto con proteinas
transportadoras de carbohidratos refleja una estrategia logica para la utilizacion de una

gran variedad de glicanos presentes en la leche humana (Fig. 5) (Sela et al 2008).

El grupo de los firmicutes en el intestino humano esta representado principalmente por

bacterias del acido lactico tales como Lactobacillus y Enterococcus; asi como también
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por especies de Clostridium y Ruminococcus (Power et al 2014, VVoreades et al 2014).
En este grupo de bacterias, a pesar del impacto que tienen en la salud humana, existe
gran desconocimiento acerca de los mecanismos en la utilizacién de carbohidratos
presentes en el tracto gastrointestinal. Se ha demostrado que la cepa probiotica L. casei
BL23 es capaz de metabolizar los disacaridos LNB y GNB (Bidart et al 2014). Estos
carbohidratos son incorporados mediante el PTS®™ que transporta también N-
acetilgalactosamina (GalNAc). El PTS esta compuesto de dos proteinas generales (El y
HPr) (Viana et al 2000) y el transportador especifico de carbohidratos (EII). EI EI se
autofosforila en un residuo de histidina mediante el PEP y luego transfiere el grupo
fosforilo a HPr en el residuo 15; una histidina conservada. HPr funciona como un
donador de grupos fosforilo para los diferentes transportadores Ell, cada uno de ellos es
especifico para un azlcar o grupo de azUcares estructuralmente relacionados. El
componente EIl consiste en tres o cuatro proteinas: las del dominio citoplasmatico
(ENIA 'y EIIB) y las de los transportadores transmembrana (EIIC y EIID) (Postma et al
1993). A diferencia de las especies de Bifidobacterium, L. casei BL23 utiliza una fosfo-
B-galactosidasa especifica para la hidrdlisis de LNB y GNB una vez que estos son
internalizados mediante el PTS®™ (Bidart et al 2014).

6.2 Metabolismo de L-fucosa

La L-fucosa (6-deoxi-L-galactosa) es una de las pocas hexosas con la
configuracion L encontradas en la naturaleza. Este monosacérido unido a otros
carbohidratos, forma glicanos fucosilados, los cuales se encuentran presentes tanto en
las superficies de las células epiteliales o sanguineas (Becker & Lowe 2003, Coyne et al
2005) como en la leche humana (Bode 2009). Estos hechos hacen que la L-fucosa sea
un azucar importante en la ecologia microbiana del tracto gastrointestinal. La
composiciéon de la microbiota intestinal se relaciona con la fucosilacion de
glicoconjugados, siendo ésta dependiente del estado secretor de los individuos, donde la
a-(1,2) fucosiltransferasa codificada por el gen FUT2, también conocido como gen
secretor, es la responsable de adicionar una fucosa mediante un enlace a-(1,2) a un
residuo de P-D-galactosa de los glicanos que forman parte del mucus intestinal
(Kashyap et al 2013, Wacklin et al 2011). Por lo tanto, la L-fucosa es muy comun en la
mucina de individuos que contienen por lo menos una copia funcional del gen que

codifica para la a-(1,2) fucosiltransferasa (FUT2). Aproximadamente el 20% de la
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poblacién caucasica carece de copias funcionales de este gen (conocidos como “no
secretores”) y, como resultado, carecen de residuos de fucosa terminales con un enlace
a-(1,2) en su mucina intestinal (Kelly et al 1995). La importancia de este monosacérido
en las mucosas radica, entre otras funciones, en su intervencion para mediar las
interacciones entre los microorganismos y su hospedador (Kashyap et al 2013). Debido
a la elevada concentracion de L-fucosa encontrada en el nicho intestinal de los
individuos secretores, ésta puede ser usada como fuente de carbono y su utilizacién ha
sido identificada como factor clave para la colonizacion intestinal de algunas bacterias,
tales como el patdogeno Campylobacter jejuni, el cual es capaz de usar este
monosacarido, otorgadndole una ventaja competitiva, como se determiné en modelos de
infeccion en cerdos recién nacidos (Stahl et al 2011). Por otro lado el mutante AfucAO
de la cepa probidtica Escherichia coli Nissle 1917 fue incapaz de usar L-fucosa,
mostrando niveles de colonizacién en intestino de raton dos érdenes de magnitud mas

bajos comparado con la cepa silvestre (Autieri et al 2007).

El metabolismo de L-fucosa ha sido extensivamente caracterizado en E. coli (Baldoma
& Aguilar 1988, Chen et al 1987a, Chen et al 1987b). En esta bacteria, la L-fucosa es
transportada por una permeasa y catabolizada a fuculosa-1-fostafato que finalmente es
escindida a dihidroxiacetona-fosfato y L-lactaldehido por una aldolasa especifica. EI L-
lactaldehido puede ser luego metabolizado a 1,2-propanodiol o lactato, y la
dihidroacetona-fosfato entra a la glicélisis (Baldoma & Aguilar 1988). Una via similar
ha sido descrita en Bacteroides (Hooper et al 1999). Sin embargo, C. jejuni se basa en
una ruta diferente para su metabolismo, que involucra una L-fucosa deshidrogenasa y
una L-fucunolactonasa, aunque los genes correspondientes y enzimas no han sido

completamente caracterizados (Stahl et al 2011).

La L-fucosa, ademas de servir como fuente de carbono y energia, en algunas bacterias
actla como una molécula sefializadora. En E.coli enterohemorragica, el sistema de dos
componentes FusKR detecta L-fucosa extracelular y activa genes metabolicos y de
virulencia (Pacheco et al 2012). Algunas cepas de Streptococcus pneumonie, a pesar de
tener todos los genes que codifican para una ruta completa para el catabolismo de L-
fucosa (Fig. 6), no son capaces de utilizarla. Los genes fuc de S. pneumonie estan
agrupados con genes que codifican glicosidasas extracelulares que liberan fucosil-

oligosacaridos de los antignenos de Lewis’ y del grupo sanguineo de tipo Ay B de la
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superficie celular del hospedador. Estos carbohidratos fucosilados son internalizados
por transportadores especificos codificados por el mismo operdn. Los genes fuc de S.
pneumonie son necesarios para la virulencia y son inducidos por L-fucosa, pero este

azucar no es metabolizado por la bacteria (Higgins et al 2014).
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Figura 5. Metabolismo de oligosacaridos de la leche humana y derivados en
Bifidobacterium longum subsp. infantis. Los carbohidratos atraviesan la membrana
celular a través de transportadores ABC especificos para el transporte de OLH como
lactosa, N-acetilglucosamina y acido sialico; permeasas pertenecientes a la familia MFS
especifica de fucosa, glucosa, galactosa y lactosa; y PTS para el transporte de glucosa y
N-acetilglucosamina. Las glicosilhidrolasas intracelulares procesan los polimeros de
azUcares en carbohidratos constituyentes, los cuales son degradados antes de entrar en la
ruta metabolica. La via fermentativa central (Bifid shunt) se muestra en negro con
coeficientes estequiométricos representando la utilizaciéon de dos hexosas. PTS,
“phosphotransferase system”; “phophate”; G6P, “glucose 6-phosphate”; F6P,
“fructose  6-phosphate”;  GA-3P, “glyceraldehyde  3-phosphate”;  DHAP,
“dihydroxiacetone phosphate”; GH, “glicosil hydrolase”; Glc, “glucose”; Gal,
“galactose”- GlcNAc, “N-acetylglucosamine”; Fuc, “fucose”; NuSAc, “sialic acid”;

¢, “lactose”; LNB, “lacto-N-biose”; LNT, “lacto-N-tetraose”; HMO, “human milk
ollgosaccharlde”. Tomado de Sela et al (2008).
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6.2.1 Metabolismo de la L-fucosa por Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

A pesar de existir algunos estudios sobre la utilizacion de carbohidratos
fucosilados por parte de bacterias consideradas probioticos (Ashida et al 2009,
Rodriguez-Diaz et al 2012, Ruiz-Moyano et al 2013), poco se conoce sobre el
metabolismo de la L-fucosa. L. rhamnosus GG (LGG) es una bacteria comercializada
como probidtico (Saxelin et al 2005). Esta cepa fue aislada del habitat intestinal humano
y sus beneficios en salud como probidtico han sido ampliamente documentados (Saxelin
et al 2005, Yan & Polk 2012). Estudios genéticos y bioquimicos han revelado que LGG
posee muchos mecanismos para sobrevivir y persistir en el tracto gastrointestinal
(Lebeer et al 2010), los cuales incluyen resistencia a sales biliares (Koskenniemi et al
2011), factores proteicos para la fijacion en la mucosa (Reunanen et al 2012),
glicosidasas, transportadores de azucares y enzimas cataliticas necesarias para explotar

las fuentes de carbohidratos caracteristicos del habitat intestinal (Kankainen et al 2009).

LGG es capaz de usar L-fucosa como fuente de carbono, y los genes putativos para la
utilizacion de este azlcar estan anotados en la secuencia de su genoma (Fig. 6), pero su
funcionalidad nunca ha sido probada, y hay muy pocos datos disponibles sobre la
utilizacion de L-fucosa en Lactobacillus. Un andlisis de la utilizacion de L-fucosa en
multitud de aislados de L. rhamnosus provenientes de diferentes origenes ha
evidenciado que la capacidad de metabolizar este azUcar esta presente en las cepas de
origen humano y ausente en cepas de origen lacteo o de vegetales (Douillard et al 2013).
Esto sugiere que la utilizacion de L-fucosa puede ser importante en la persistencia y
colonizacion del habitat intestinal por lactobacilos.
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Figura 6. Representacion esquematica de grupos de genes para el catabolismo de L-
fucosa en diferentes grupos de bacterias. B. fragilis, Bacteroides fragilis; B.
thetaiotaomicron, Bacteroides thetaiotaomicron; H. influenzae, Haemophilus
influenzae; S. pneumoniae, Streptococcus pneumoniae. En cepas de S. pneumoniae, dos
operones fuc (tipo 1 y tipo 2) han sido descritos. Dentro de estos operones, genes que
codifican glicosil hidrolasas (GH) se muestran junto al nimero de la familia a la cual
pertenecen.

6.3 Metabolismo de fucosil-oligosacaridos (FUS)

Los FUS provenientes de la leche humana y los que se encuentran en las mucosas
del epitelio intestinal (Becker & Lowe 2003, Bode 2012); al igual que muchos otros
carbohidratos que provienen de la dieta, al no ser digeridos en el tracto gastrointestinal
(Gnoth et al 2000), pueden ser utilizados por microorganismos autoctonos del sistema
digestivo humano. EI metabolismo de estos carbohidratos en particular ain no estad muy

esclarecido en las bacterias intestinales; y de acuerdo a los estudios realizados hasta
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ahora, entre los microorganismos probidticos, solo algunas especies de Bifidobacterium
y unas pocas especies de Lactobacillus (L. casei BL23, L. casei LC2W, L. casei BD-II,
L. rhamnosus GG y L. rhamnosus HNOO1), parecen estar adaptadas para metabolizar
este tipo de azucares (Ashida et al 2009, Rodriguez-Diaz et al 2012, Sela et al 2012).
Las bifidobacterias contienen en sus genomas genes que codifican a-L-fucosidasas, las
cuales son capaces de hidrolizar in vitro distintos fucosil-oligasacaridos formados por
diferentes tipos de enlaces a-(1,2), a-(1,3) y a-(1,4) (Ashida et al 2009). Ademas se han
encontrado secuencias de genes relacionados con el transporte, tales como permeasas
que permitirian la entrada de estos azUcares fucosilados (Sela et al 2008), sin embargo
su funcién adn no se ha determinado (Sela et al 2012), ni tampoco se conoce mucho
acerca de sus rutas metabdlicas. En Lactobacillus, a pesar de que existe un gran nimero
de especies que colonizan el tracto gastrointestinal y otras superficies de las mucosas en
humanos, el andlisis de secuencias de este grupo de bacterias reveld que, genes que
codifican a-L-fucosidasas solo se encuentran presentes en el grupo L.
casei/Lactobacillus paracasei/Lactobacillus rhamnosus (Rodriguez-Diaz et al 2012).

6.3.1 Transporte y metabolismo de fucosil-a-1,3-GIcNAc por L. casei
BL23

En el genoma de Lactobacillus casei BL23 se encuentra un cluster de genes
implicados en el metabolismo del disacérido fucosil-a-1,3-GIcNAc: los genes alfB y
alfR que codifican para una a-L-fucosidasa y un regulador transcripcional,
respectivamente, y alfEFG, que codifican para proteinas con homologia a enzimas
EIIAB, EIIC y EIID del PTS (Rodriguez-Diaz et al 2012). Los ensayos in vitro
demuestran que AIfB presenta alta actividad de hidrolisis del fucosil-a-1,3-GIcNACc
(Rodriguez-Diaz et al 2011), y la inactivacion de los genes alfB o alfF impide el
crecimiento de L. casei con este disacarido. Con estos estudios se demostré que AlfB
estd involucrada en su metabolismo y que el transportador codificado por alfEFG
participa en el metabolismo de fucosil-a-1,3-GIcNAc (Fig. 7). Ademas se determind
que los genes alfR y ccpA; este ulimo codifica para la proteina de control de catabolito
A (CcpA), participan en la regulacién de los dos clusters alfBR y alfEFG (Rodriguez-
Diaz et al 2012). Es de destacar, que L. casei BL23 metaboliza solo la porcion de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) durante el crecimiento con fucosil-a-1,3-GIcNACc y excreta

la L-fucosa al medio de cultivo (Rodriguez-Diaz et al 2012). Pese a que no se conoce
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los mecanismos para la excrecion de la L-fucosa; el transporte e hidrolisis del disacarido
asi como el catabolismo de GIcNAc estan establecidos (Bidart et al 2014, Rodriguez-
Diaz et al 2012).

L. casei BL23, ademas de expresar la a-L-fucosidasa AIfB y otras enzimas para el
metabolismo de fucosil-a-1,3-GIcNAc, también contiene genes que codifican para las a-
L-fucosidasas AIfA y AIfC. De estas dos enzimas, solo AIfC ha mostrado tener alta
actividad de hidrolisis del disacarido fucosil-a-1,6-GIcNAc cuando se realizaron
ensayos in vitro, sin embargo L. casei BL23 no es capaz de crecer cuando es cultivada
con este azUcar (Rodriguez-Diaz et al 2011). El metabolismo de fuc-a-1,6-GICNAc no
se ha descrito en ningun organismo; y lo Gnico que se conoce hasta ahora es que este
disacarido forma parte del grupo de azlcares que constituyen el ndcleo de la N-
glicosilacion de las proteinas presentes en células eucariotas y en la mucosa (Moran et
al 2011).
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Figura 7. Modelo descrito para el transporte y metabolismo del disacarido fuc-a-1,3-
GIcNAC en L. casei BL23. Se muestra la expresion de los genes correspondientes a los
clusters alfBR y alfEFG con diferentes fuentes de carbono para el crecimiento (indicada
por las flechas de diferente grosor). El elemento de respuesta catabolica (cre; catabolite
responsive element) es el sitio de unién de la proteina CcpA. Tomado y modificado del
material suplementario de Rodriguez-Diaz et al (2012).
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6.4 Metabolismo de N-glicanos fucosilados

Los N-glicanos se encuentran abundantemente en la naturaleza y sus estructuras se
componen principalmente de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), D-manosa (Man), D-
galactosa (Gal), L-fucosa (Fuc) y acido sialico (acido N-acetilneuraminico; Nu5Ac)
(Moran et al 2011). Los N-glicanos estan divididos en cuatro grupos: 1. Alto contenido
de manosa; 2. Complejos; 3. Hibridos y 4. Glicanos poli-N-acetillactosamina. En todos
ellos los oligosacaridos se unen al nitrégeno de una asparagina de la cadena peptidica
mediante un enlace N-glicosil (Holemann & Seeberger 2004). Aunque los detalles
estructurales estan bien establecidos, poco se conoce acerca de su relacion actividad-

estructura.

En células eucariotas, las enzimas oligosacaril transferasas se encargan de glicosilar los
residuos de asparagina (Asn) dentro de la secuencia consenso Asn-Xxx-Ser/Thr (Xxx es
cualquier aminoécido excepto la prolina) de las cadenas peptidicas formando asi las
glicoproteinas (Imperiali & Hendrickson 1995). Estas N-glicoproteinas son degradadas
en el lisosoma mediante la accion de muchas enzimas (Fig. 8), tales como glicosidasas
que se encargan de eliminar gradualmente los carbohidratos del extremo no reductor del
complejo N-glicano; proteasas que degradan la cadena peptidica y una
glicosilasparaginasa que finalmente participa en la hidrolisis del enlace proteina-
carbohidrato (GIcNAc-Asn) liberando GIcNAc y formando &cido aspartico (Witte et al
2011). La fraccion GIcNAc-Asn puede llevar un residuo de fucosa mediante un enlace
a-1,6 conformando asi el compuesto Fuc-GIcNAc-Asn el cual forma parte de la
estructura de muchas glicoproteinas de mamiferos (Aronson & Kuranda 1989). La
secuencia de reacciones hidroliticas en el catabolismo de dicha fraccidén puede variar de
una especie a otra; por ejemplo la glicosilasparaginasa humana no es capaz de hidrolizar
el puente N-glicosidico en presencia de fucosa (Noronkoski & Mononen 1997),
mientras que la glicosilasparaginasa de rata si lo puede hacer (Baenziger et al 1974).
Con esto se ha demostrado que el catabolismo de la fraccion Fuc-GIcNAc-Asn en
humanos se produce por la accion consecutiva de una a-L-fucosidasa y una
glicosilasparaginasa (Noronkoski & Mononen 1997). Esto indica que una fucosa unida a
GIcNAc-Asn mediante un enlace a-1,6 evita el acceso de la L-asparagina al sitio activo

de la glicosilasparaginasa humana (Noronkoski & Mononen 1997).
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Las N-glicoproteinas ademas de su participacion en una multitud de procesos celulares
incluyendo la respuesta inmune, orientacion intracelular, reconocimiento intercelular,
procesos proteoliticos, desarrollo embrionario, diferenciacion, etc (Paulson 1989, Upreti
et al 2003, Varki 1993), pueden también contribuir a la colonizacion de ciertos
microorganismos en el tracto gastrointestinal (GI), ya que muchas de estas
glicoproteinas presentes pueden actuar como receptores para la adhesion (Moran et al
2011). Por otro lado, algunos de sus componentes (por ejemplo: carbohidratos y
péptidos) servirian como substratos para la obtencién de nutrientes por los
micoorganismos, asegurando asi su permanencia en el intestino humano (Hooper &
Gordon 2001, Hooper et al 1999, Koropatkin et al 2012). La diversidad quimica de
estos glicoconjugados requiere que los microorganismos autdctonos (generalmente
bacterias) produzcan diferentes enzimas degradativas, como una inversion metabolica
para utilizar efectivamente estos polimeros heterogéneos (Koropatkin et al 2012). Sin
embargo, hasta la fecha solo en pocos microorganismos se ha descrito la utilizacion de
N-glicanos que forman parte de glicoproteinas. Entre estos microorganismos,
Capnocytophaga canimorsus, una bacteria Gram-negativa que coloniza la cavidad oral
de muchos mamiferos incluidos los humanos, es capaz de utilizar glicanos que forman

parte de glicoproteinas del hospedador (Renzi et al 2011).
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Figura 8. Representacion esquematica para la degradacion de N-glicoproteinas de
células eucariotas. Los carbohidratos son degradados secuencialmente empezando desde
el extremo no reductor mediante la accion de distintas glicosidasas. La accion de las
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proteasas permite la hidrolisis de las cadenas peptidicas. En el paso final, el enlace
glicosil-asparagina es hidrolizado por la glicosilasparaginasa. Los monosacaridos
constituyentes de la N-glicoproteina estdn representados como se describen a
continuacion: acido D-sidlico (diamante rojo), D-galactosa (circulo amarillo), D-N-
acetilglucosamina (cuadrado azul), D-manosa (circulo verde) y L-fucosa (triangulo
rojo). Tomado y modificado de Witte et al (2011).

Otras bacterias como S. pneumonie, Streptococcus oralis, Streptococcus pyogenes y B.
fragilis son capaces de utilizar los azucares de las glicoproteinas humanas y crecer
eficientemente. Esta capacidad se debe gracias a la presencia de exoglicosidasas y
endoglicosidasas involucradas en la desglicosilacion de estos complejos glicoproteicos,
lo cual estaria contribuyendo a su colonizacion y patogénesis (Burnaugh et al 2008,
Byers et al 1999, Cao et al 2014, Collin et al 2002), aunque los mecanismos moleculares
que utilizan para el aprovechamiento de este tipo de complejos aln no estan muy claros.
En algunos estudios se ha logrado la caracterizacion molecular y funcional de algunas
enzimas tales como glicosilasparaginasas y peptidasas involucradas en el catabolismo
de componentes glicoproteicos. En Flavobacterium meningosepticum se ha
caracterizado muy bien una glicosilasparaginasa responsable de la hidrolisis del
glicoaminoécido GIcNAc-Asn (Plummer et al 1984, Plummer & Tarentino 1991,
Tarentino et al 1985, Tarentino et al 1990, Tretter et al 1991). En algunas especies de
Lactobacillus como son Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus y
Lactobacillus sakei se han descrito algunas peptidasas involucradas principlamente en la
degradacion de dipéptidos (Montel et al 1995, Tan et al 1995, VVongerichten et al 1994).
Aunque L. delbrueckii y L. helveticus son bacterias que se encuentran en productos
lacteos y L. sakei en carnes y embutidos; las peptidasas de estas especies tienen la
capacidad de hidrolizar dipeptidos comunes, los cuales pueden ser encontrados tanto en
las proteinas de la leche (caseina) como en proteinas de la carne. Sin embargo, a pesar
de que estas especies juegan un papel importante en la elaboracion de productos
fermentados derivados de la leche y en la produccion de embutidos, el conocimiento
sobre sus sistemas proteoliticos para la adaptacion a estos nichos es en algunos casos

incompleto.

B. thetaiotaomicron es la especie en la que mejor se ha estudiado la utilizacion de
glicanos que forman parte de la mucina (Martens et al 2008) En esta bacteria se ha

caracterizado un sistema que coordina la expresion de un operon fucRIAK para la
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utilizacion de la L-fucosa, siendo FUcR un represor transcripcional que funciona como
un sensor molecular de la disponibilidad de este azucar. L-fucosa actla a través de FUCR
como un inductor de la transcripcion de fucRIAK ya que reduce la unién de FucR al
promotor de este operdn; y como un co-represor del locus csp (control of signal
production), el cual es responsable de la produccién de la sefial bacteriana que resulta
en una produccion incrementada de glicoconjugados fucosilados en el hospedador. Esta
estrategia de regulacion permitiria a B. thetaiotaomicron mantener las concentraciones
de fucosa intracelular en un nivel determinado. La produccién de fuentes de energia
aprovechables por esta especie mediante esta estrategia le permite desarrollarse mas

eficazmente en un ecosistema altamente competitivo (Hooper et al 1999).

7  Oligosacaridos en la leche de otros mamiferos y formulas infantiles

La composicion de oligosacaridos en la leche de otros mamiferos diferentes al
humano ha sido estudiada durante muchos afios, pero en ninguin caso se ha evidenciado
que coincida con la alta cantidad y gran diversidad estructural que se encuentra en los
OLH (Urashima et al 2001). Los oligosacéaridos en la leche de primates, incluyendo los
humanos son mas complejos y presentan mayor diversidad comparado con los que se
encuentran en la leche de los no primates. En humanos entre el 50-80% de los
oligosacaridos son fucosilados dependiendo del grupo Se/Le, lo cual es seguido por los
chimpancés con alrededor de un 50% y gorilas con solo un 15%. La mayoria de las

otras especies muestran muy bajos niveles de fucosilacion (<1%) (Tao et al 2011).

Las concentraciones de oligosacaridos en leche de la mayoria de los animales
domeésticos incluyendo vacas, cabras, ovejas y cerdos se encuentran entre 100-1000
veces menos que los que se encuentran en la leche humana, con una mas baja diversidad
y una menor abundancia de oligosacaridos fucosilados. La base de la mayoria de las
formulas infantiles es la leche de bovino, que ademas de contener una baja cantidad y
diversidad de oligosacéridos, contiene algunos carbohidratos que no se encuentran en la
leche humana como es el &cido N-glicolilneuraminico (Nu5Gc), del cual no se sabe ain

si puede afectar la salud de los lactantes (Bode 2012).
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8 Sintesis de compuestos fucosilados en el laboratorio

Metodologias de sintesis quimica y/o quimio-enzimética se han venido
desarrollando desde hace muchos afios para la produccion de glicoproteinas con
importancia biologica relevante (Okamoto et al 2014). Entre las estrategias para
sintetizar glicoproteinas, dos juegos distintos de precursores pueden ser considerados:
péptido/glicopéptido o proteina/oligosacéarido (Fig. 9). En el primer caso, reacciones de
acoplamiento quimioselectiva de péptidos son empleadas para conectar con los
segmentos péptido/glicopéptido, lo que conlleva la formacion de las glicoproteinas con
la estructura deseada (Fig. 9a). En el segundo caso, reacciones enzimaticas pueden ser
utilizadas para incorporar covalentemente los oligosacaridos en la proteina (Fig. 9b).
Esta estrategia ha sido ampliamente aplicable a la sintesis de N-glicoproteinas
relativamente grandes. Para ambas estrategias, los oligosacaridos como bloques
fundamentales son independientemente preparados mediante sintesis quimica,
enziméatica o quimioenzimatica (Okamoto et al 2014). La sintesis quimica para la
produccién de oligosacaridos ha sido bastante utilizada durante muchos afios con fines
diversos (Bartolozzi & Seeberger 2001, Choay 1989, Flowers 1978, Jain & Matta 1992,
Kameyama et al 1991, Wang et al 2011, Werz 2012). Sin embargo, la sintesis rentable
es el principal obstaculo, ya que ésta requiere mdultiples pasos de proteccion y
desproteccién de grupos quimicos para conseguir el producto con la selectividad

deseada.
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Figura 9. Representacion esquematica de la estrategia de sintesis en glicoproteinas. (a)
Sintesis de péptidos y glicopéptidos empleando reacciones de ligacion quimica. (b)
Sintesis convergente de oligosacaridos y proteinas que depende de un un acoplamiento
enzimatico. Tomado y adaptado de Okamoto et al (2014).
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A pesar de que los compuestos fucosilados (incluidos oligosacaridos y glicoproteinas)
estan involucrados en varios procesos bioldgicos importantes, estos permanecen en
algunos casos dificilmente accesibles a la investigacion cientifica y farmacéutica debido
a las dificultades inherentes a su sintesis. Hasta la fecha, solo unos pocos estudios
relacionados con la sintesis de oligosacaridos que contienen fucosa se han desarrollado
mediante sintesis quimica (Jain & Matta 1992, Kameyama et al 1991) y sintesis
enzimética (Petschacher & Nidetzky 2016). Para demostrar su funcién bioldgica y para
estudiar sus potenciales aplicaciones, se requieren cantidades suficientes de estos
compuestos estructuralmente definidos. Sin embargo, las dificultades encontradas para
su extraccion natural y/o sintesis quimica plantea la necesidad de desarrollar
aproximaciones enzimaticas. La sintesis enzimatica de oligosacaridos mediante
glicosiltransferasas (GTs) (EC 2.4.1) o algunas glicosilhidrolasas (GHs) (EC 3.2.1)
provee un perfecto control de la configuracién anomérica y alta regio-selectividad para
formar enlaces glicosidicos sin la necesidad de proteccion de grupos reactivos (OH)
(Hancock et al 2006, Murray et al 1996).

8.1 Gilicosiltransferasas (GTs) y glicosilhidrolasas (GHS)

En los sistemas biologicos, las GTs y las GHs son las responsables de la sintesis y
del catabolismo de carbohidratos, respectivamente (Hancock et al 2006). Las GTs
catalizan la transferencia de un monosacarido desde un donador activado, tal como un
azlcar-nucleétido, (por ejemplo: Uridina Difosfato Galactosa [UDP-Gal]) a una
molécula aceptora (Hancock et al 2006), mientras que las GHs hidrolizan enlaces
glicosidicos mediante el uso de mecanismos que han sido extensivamente estudiados
(Rye & Withers 2000, Zechel & Withers 2000, Zechel & Withers 2001). Con base a la
similitud de secuencias, las GTs y GHs han sido clasificadas dentro de
aproximadamente 85 y mas de 100 familias, respectivamente. Se ha observado que las
GHs se caracterizan por adoptar una gran variedad de formas estructurales, mientras que
la mayoria de las GTs se caracterizan por ser mas rigidas, presentando solo dos formas
estructurales, forma A (GTfA) y forma B (GTfB) (Hancock et al 2006).

Tanto las GTs como las GHs han sido ampliamente estudiadas para la sintesis de
oligosacaridos (Crout & Vic 1998, Hancock et al 2006). A pesar de que la reaccién

catalizada con las GTs es muy especifica y de que éstas no tienen capacidad para
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hidrolizar el producto final, la desventaja de estas enzimas es que son dificiles de aislar,
ya que siempre se encuentran asociadas a la membrana celular y generalmente utilizan
substratos donadores caros, tales como azucar-nucle6tidos (Crout & Vic 1998, Hancock
et al 2006). Para suplir este tipo de inconvenientes, principalmente la baja
disponibilidad de los azucares-nucledtidos, estrategias tales como la ingenieria
metabdlica en algunos microorganismos se han llevado a cabo. Tanto UDP-glucosa
como UDP-galactosa han sido producidos en buenas cantidades mediante la
sobreexpresion de la enzima UDP-glucosa pirofosforilasa (GalU) en la bacteria
probidtica L. casei BL23 (Rodriguez-Diaz & Yebra 2011). La produccion de guanosina
difosfato L-fucosa (GDP-L-fucosa), substrato utilizado en la sintesis de fucosil-
oligosacaridos, ha sido llevada a cabo en Escherichia coli bajo diferentes estrategias. La
GDP-L-fucosa en esta bacteria puede ser sintetizada a partir del intermediario glicolitico
fructosa-6-fosfato, el cual es transformado en GDP-manosa por las actividades de la
manosa-6P isomerasa (ManA), la fosfomanomutasa (ManB) y la manosa-1P
guanililtransferasa (ManC). Subsecuentemente este azucar-nucleétido es convertido en
GDP-L-fucosa por las enzimas GDP-manosa-4,6-dehidratasa y GDP-L-fucosa sintasa
dependiente de NADPH. La sobreexpresion de diferentes combinaciones de estas cinco
enzimas (Lee et al 2009), la regeneracion de NADPH por la expresion de glucosa-6P
deshidrogenasa 0 NADH quinasa (Lee et al 2011), y el incremento de GTP mediante la
modulacion de las rutas sintéticas de los nucle6tidos de guanidina, dio como resultado el
aumento de la sintesis de GDP-L-fucosa en cepas de E. coli recombinates (Lee et al
2012). A pesar de lograr aproximaciones exitosas para la produccién de azlcares-
nucleétidos, las GTs por ser proteinas que se encuentran asociadas a la membrana
celular, conllevan una expresion en bacterias hospedadoras bastante complicada (Seto et
al 1999). Esto hace que esta estrategia sea bastante costosa y por ende poco viable para

la sintesis de carbohidratos.

Por otro lado las GHs, también Ilamadas glicosidasas, son enzimas que se encuentran
ampliamente distribuidas en todos los reinos de la vida y tienen como funcion la ruptura
de puentes glicosidicos en muchos carbohidratos, jugando asi un papel muy importante
en una gran variedad de procesos bioldgicos (Gloster et al 2008). Estas glicosidasas
pueden catalizar la hidrélsis de enlaces glicosidicos bajo dos mecanismos diferentes; (i)
Mecanismo de inversion: se da mediante una reaccion de desplazamiento directo en la

cual dos grupos carboxilicos en el sitio activo actian como un acido y como una base
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general; el acido protona el oxigeno glicosidico mientras que la base activa el agua
entrante dando lugar al producto con una configuracion anomeérica invertida (Fig. 10a).
(i) Mecanismo de retencidn: consiste en una reaccién de doble desplazamiento
catalizada por dos grupos carboxilicos que actuan como acido/base y nucleofilo. En el
primer paso, el nucledfilo forma un intermediario covalente enzima-glicosilo mientras
que el grupo &cido/base protona al oxigeno glicosidico del grupo saliente. En el segundo
paso, el mismo residuo, previamente actuando como un &cido, trabaja como una base
general activando el aceptor entrante (agua, alcohol u otro azucar). Esto lleva a la
formacion de un producto con la misma configuracion anomeérica que el substrato (Fig.
10b) (McCarter & Withers 1994). Mediante este Gltimo mecanismo se promueve la
sintesis de carbohidratos por reacciones de transglicosilacion (Naumoff 2011).

La transglicosilacion mediante el uso de glicosidasas tiene la desventaja de que el
producto puede ser hidrolizado durante la reaccion y el rendimiento final podria ser
relativamente bajo (Cobucci-Ponzano & Moracci 2012); sin embargo, éstas presentan
varias ventajas sobre las GTs, tales como su facil acceso debido a la gran disponibilidad
en muchos organismos, especialmente en microorganismos (Cabezas et al 1983), el
potencial para transferir oligosacaridos en bloque en un solo paso (Wang & Huang
2009) y el uso de substratos facilmente disponibles tales como compuestos de o/p-

nitrofenil-azUcares (Rodriguez-Diaz et al 2011).

En base a la similitud de secuencia de aminoacidos las GHs se agrupan en familias

(Okuyama 2011) (http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html). Las a-L-

fucosidasas pertenecen a las familias GH29 y GH95, las cuales siguen distintos
mecanismos de reaccion; retencion e inversion, respectivamente. Las fucosidasas que
pertenecen a la familia GH95, son exclusivamente 1,2-a-fucosidasas (EC 3.2.1.63) que
hidrolizan enlaces Fucal-2Gal unidos a los extremos no reductores de oligosacaridos
(Katayama et al 2004, Leonard et al 2008), los cuales pueden encontrarse en la leche
humana (2’-FL; Fucal-2GalB1-4Glc), glicoconjugados del grupo sanguineo (antigenos
de Lewis y ABO) y en residuos ramificados de xiloglucano que se encuentran en las
plantas (Leonard et al 2008). No obstante, este tipo de enzimas no pueden ser utilizadas
para la sintesis de carbohidratos por transglicosilacion, ya que éstas emplean el
mecanismo de inversion, el cual no permite dicha actividad (Naumoff 2011). Por otro
lado, las fucosidasas que pertenecen a la familia GH29, a-L-fucosidasas (EC 3.2.1.51),

ademas de tener la capacidad de hidrolizar una gran variedad de residuos fucosilados
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con diferentes enlaces de tipo a-(1-2) unido a galactosa y a-(1-3), a-(1-4) y o-(1-6)
unidos a N-acetilglucosamina (Cobucci-Ponzano et al 2008, Eneyskaya et al 2001,
Rodriguez-Diaz et al 2011), son capaces de llevar a cabo sintesis de carbohidratos por la
reaccion de transglicosilacion (Ajisaka et al 1998, Eneyskaya et al 2001, Osanjo et al
2007, Rodriguez-Diaz et al 2013, White et al 1987).
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Figura 10. Mecanismos de reaccién de glicosidasas. a) Inversion, b) Retencion.
Tomado y modificado de Perugino et al (2004)
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8.2 Reaccion de transglicosilacion con a-L-fucosidasas

La reaccion de transglicosilacion realizada por a-L-fucosidasas es denominada
transfucosilacion. Pocos trabajos describen la sintesis de carbohidratos mediante este
mecanismo a pesar de que existe una gran disponibilidad de estas enzimas en diferentes
fuentes, incluyendo microorganismos, plantas, insectos, moluscos y mamiferos
(Henrissat 1991). Entre los microorganismos que se han usado como fuente de o-L-
fucosidasas con fines de transfucosilacion estan Aspergillus niger (Ajisaka & Shirakabe
1992), Penicillium multicolor (Ajisaka et al 1998), Thermus sp (Eneyskaya et al 2001),
Thermotoga maritima (Osanjo et al 2007) y Paenibacillus thiaminolycticus (Benesova
et al 2015).

Recientemente en nuestro laboratorio se ha llevado a cabo la clonacion de tres genes de
la cepa BL23 de L. casei que codifican para tres a-L-fucosidasas (AlIfA, AlIfB y AIfC)
diferentes; las cuales han sido purificadas y caracterizadas por su capacidad de
hidrolizar in vitro FUS naturales como 2’-FL, antigeno H y fucosil-a-1,3/1,4/1,6-N-
acetilglucosamina (Rodriguez-Diaz et al 2011). Ademas de demostrarse por primera vez
el papel fisiologico de una de las a-L-fucosidasas (AlfB) para metabolizar fucosil-a-1,3-
GIcNACc en L. casei (Rodriguez-Diaz et al 2012), se comprob6 también la capacidad de
sintesis por reaccion de transfucosilacion a pequefia escala con las a-L-fucosidasas AlfB
y AIfC, produciendo fucosil-a-1,3-GIcNAc y fucosil-a-1,6-GIcNAc, con rendimientos
del 23% y 56%, respectivamente (Rodriguez-Diaz et al 2013). Estos disacaridos
fucosilados son de gran importancia ya que forman parte de glicoconjugados presentes
en la superficie de la mucosa intestinal humana y de oligosacaridos de la leche humana.
Fuc-a-1,3-GIcNAc forma parte del grupo de antigenos Lewis®, los cuales son
encontrados en muchas glicoproteinas de la mucosa del epitelio intestinal (King 1994) y
también se localizan en oligosacaridos de la leche humana (Kobata 2010). Fuc-a-1,6-
GIcNAc forma parte del grupo de carbohidratos presentes en la N-glicosilacion de las

proteinas, incluidas las de la mucosa gastrointestinal (Hagglund et al 2007).
8.3 Mutagénesis de a-L-fucosidasas

Aunque las glicosidasas han demostrado ser muy valiosas en la sintesis de

carbohidratos, el uso de estas enzimas esta sujeto a dos limitaciones clave; el reto de
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conducir la reaccién en una direccion termodinamicamente desfavorable y la
degradacion del producto de reaccion (Hancock et al 2006). Con el fin de superar tales
limitaciones y mejorar el rendimiento en la sintesis, muchas glicosidasas han sido
extensivamente sometidas a tacticas de ingenieria de enzimas mediante distintas
estrategias tales como la generacion de glicosintasas, cuyo principio se basa en la
mutacién de residuos cataliticos, de tal forma que se afectaria el sitio activo de la
enzima (Hancock et al 2006). Las glicosintasas han perdido la capacidad de hidrolisis
pero no la de formacion de nuevos enlaces glicosidicos, impulsando de esta manera la
reaccion hacia la direccidon de sintesis (Mackenzie et al 1998). A estas glicosidasas
mutantes se les ha sustituido un residuo nucleofilico (Asp o Glu) en su sitio activo por
otro residuo (tipicamente Ala, Ser o Gly) (Bojarova & Kren 2009). Esta tecnologia fue
introducida el afio 1998 con una B-glicosidasa de Agrobacterium sp. (una exo-p-
glicosidasa de retencion), donde se observo que esta variante cataliza eficientemente la
formacion de puentes B-glicosidicos cuando se incubaba con a-glucosil fluoruro
(substrato donador) en la presencia de substratos aceptores apropiados (Mackenzie et al
1998). Basados en esta tecnologia se ha logrado que dos a-L-fucosidasas pertenecientes
a Thermotoga maritima y Sulfolobus solfataricus sean convertidas en a-L-fucosintasas
(Cobucci-Ponzano et al 2009). Estas enzimas mutantes, aunque se considera que son
eficientes en algunos casos para la union de residuos a-L-fucosil a varias moléculas
aceptoras, intrinsecamente no logran controlar la regioselectividad y especificidad del
aceptor, dificultando la obtencion de productos puros (Sakurama et al 2012a). Otro
inconveniente para este tipo de enzimas es que, ademas de que generalmente usan
substratos donadores con baja estabilidad tales como glucosil-fluoruro (Osanjo et al
2007), la actividad hidrolitica, aunque de forma lenta, se conserva, llevando finalmente
a la hidrolisis parcial del producto (Honda & Kitaoka 2006). Tales desventajas hacen
que estas enzimas mutantes, las cuales provienen de microorganismos hipertermofilos,
no sean muy atractivas para la sintesis de compuestos fucosilados. Sin embargo, a-L-
fucosintasas procedentes de Bifidobacterium bifidum, permitieron la sintesis de varios
productos fucosilados, con rendimientos de hasta el 55%, con un buen control de la
regioselectividad y con alta especificidad del substrato (Sakurama et al 2012a, Wada et
al 2008b).

Otra de las estrategias para obtener enzimas con actividad de transfucosilacion mejorada

es mediante evolucion dirigida (Osanjo et al 2007). Esta estrategia hace referencia a una
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variedad de meétodos que permiten mejorar o alterar la funcidén enzimatica, los cuales
son basados en los principios de la seleccion natural (Johannes & Zhao 2006, Kittl &
Withers 2010). El desarrollo de este tipo de enzimas con actividad mejorada, se ha dado
gracias a los avances en la biologia molecular e ingenieria genética (Osanjo et al 2007).
Estos métodos se centran basicamente en crear librerias de genes mutantes a partir de un
gen silvestre a través de mutagénesis al azar, seguido por la seleccion de las “mejores
variantes” y recombinacion de éstas para conseguir enzimas mutantes con las
caracteristicas deseadas a las cuales se las llama transfucosidasas (Johannes & Zhao
2006, Nannemann et al 2011). Hasta la fecha, la primera y Gnica a-L-transfucosidasa
obtenida mediante evolucion dirigida ha sido a partir de la a-L-fucosidasa de T.
maritima. Con esta variante, la cual contiene tres mutaciones cerca de su sitio activo
implicadas en la actividad de sintesis, se ha logrado producir pNP-Gal-a-1,2-Fuc con un

rendimiento maximo del 65% en mas de 13 horas de reaccion (Osanjo et al 2007).
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Objetivos

Objetivos

Objetivo general

Los fucosil-oligosacéaridos (FUS) son muy abundantes en la leche humana y en la
mucosa gastrointestinal, y se les ha atribuido funciones fisiologicas y protectoras
importantes para la salud de los nifios. Entre esas funciones destaca su actividad anti-
adhesiva frente a patdgenos, esto es, son capaces de bloquear la unién de patdgenos
bacterianos y viricos a las células huésped, debido a la similitud estructural de los FUS
con la de los receptores glicoconjugados de la superficie celular. Ademas, recientemente
se ha descrito su utilizacion como fuente de carbono y energia por especies de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, lo cual abre la posibilidad de utilizar los FUS
como prebidticos nuevos. A pesar de las evidencias de la participacion de los FUS en
funciones bioldgicas importantes, estos permanecen relativamente inaccesibles a la
investigacion cientifica y a la industria debido a las dificultades encontradas para su
extraccion natural o para su sintesis quimica. Con estos antecedentes en la presente
Tesis Doctoral se planted la sintesis de FUS mediante aproximaciones enzimaticas
utilizando enzimas a-L-fucosidasas silvestres y modificadas por ingenieria de proteinas,
con mayor actividad de transfucosilacion. Los FUS sintetizados fueron evaluados por
su actividad biolégica como prebidticos y antiadhesinas frente a enteropatdégeneos. Por
ultimo, se estudiaron las rutas metabdlicas implicadas en la utilizacion de estos
carbohidratos y sus derivados en microorganismos probidticos. Esto ayudard a
comprender mejor la funcion de los FUS en el establecimiento de estos microorganimos

en el tracto gastrointestinal de los nifios.

Para poder desarrollar esos objetivos generales se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

Objetivos especificos

1. Sintetizar y desarrollar el escalado de la sintesis de fucosil-oligosacaridos, por
medio de la actividad de transfucosilacion de las a-L-fucosidasas AIfB y AIfC
de Lactobacillus casei, y purificar los compuestos fucosilados por métodos

cromatograficos.
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Mejorar la actividad de transfucosilacion de la a-L-fucosidasa AIfB, mediante la

aplicacion de métodos de mutagénesis aleatoria y dirigida.

Evaluar in vitro el potencial prebiotico de los fucosil-oligosacaridos sintetizados

en los objetivos 1y 2.

Evaluar in vitro la actividad anti-adhesiva frente a enteropatdgenos de los

fucosil-oligosacaridos sintetizados en los objetivos 1y 2.

Realizar la identificacion, y el analisis molecular y funcional de los genes
responsables de la utilizacion de compuestos fucosilados y del monosacarido L-
fucosa en las cepas probioticas Lactobacillus casei BL23 y Lactobacillus

rhamnosus GG, respectivamente.
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Materiales y Métodos

1 o-L-fucosidasas de L. casei BL23: actividad de hidrdlisis y transfucosilacion

1.1 Actividad de hidrolisis

Las a-L-fucosidasas AIfA, AIfB y AIfC de L. casei BL23 fueron expresadas como
proteinas recombinantes con colas de histidina 6X(His) y purificadas como se ha
descrito previamente (Rodriguez-Diaz et al 2011). Para verificar su estado funcional, se
realizaron previamente ensayos de hidrolisis de p-nitrofenil-a-L-fucospirandsido (pNP-
fuc) a 1 mM con diferentes concentraciones de estas enzimas (0.01; 0.05 y 0.1 mg/ml)
en tampdn fosfato sédico 100 mM pH 7.4 a temperatura ambiente. La cinética de la
reaccion se determind mediante la medicion de la absorbancia a 401 nm en intervalos de
10 segundos durante 1 hora. La determinacion de la actividad hidrolitica de las a-L-
fucosidasas AIfB mutantes se realizd mediante la utilizacion de extractos crudos de las
cepas de E. coli que contenian estas enzimas en presencia de pNP-fuc a 5 mM, donde se
midieron los cambios de absorbancia a 401 nm. Todas las mediciones eran realizadas en
placas multipocillos (100 ul de muestra de reaccion) en un lector de placas Multiskan
Ascent (Labsystem; USA).

1.1.1 Parametros cinéticos

Para la determinacion de los pardmetros cinéticos (Vmax y Km) de las a-L-
fucosidasas (silvestres y mutantes) se realizaron reacciones en placas multipocillos
utilizando 10 pg de cada una de las enzimas en tampén Tris-HCI 100 mM, pH 7, a 42°C
en presencia de 0.01 a 10 mM de pNP-fuc. La actividad se determiné midiendo la
absorbancia a 401 nm en un lector de microplacas POLARstar Omega (BMG Labtech,

Offenburg, Germany) en intervalos de 10 segundos durante 1 hora.

La actividad especifica de algunos de los mutantes de AIfB (M58 y sus variantes) fue
determinada utilizando las mismas condiciones de reaccién descritas anteriormente pero
en presencia de 4 mM del disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc. Los célculos de los valores se
realizaron a partir de la cuantificacion de uno de los productos hidrolizados (L-fucosa)

en diferentes tiempos (5, 10, 20 y 60 minutos).
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1.2  Reacciones de transfucosilacion para la sintesis de FUS

Una vez verificada la actividad hidrolitica de las a-L-fucosidasas silvestres, se
procedio a determinar la actividad de transfucosilacion como se se ha descrito
anteriormente (Rodriguez-Diaz et al 2013), con algunas modificaciones. En volumenes
de 100 pl se realizaron mezclas de reaccion en tampon Tris-HCI 100 mM, pH 7.0,
conteniendo pNP-fuc 50 mM como substrato donador y N-acetilglucosamina (GIcNAc),
glucosa (Glu), galactosa (Gal), lactosa (Lac) y N’,N-diacetilquitobiosa (DAQ) a 150
mM como substratos aceptores en reacciones independientes. Ademas, la 2-acetamido-
2-deoxi-B-D-glucopiranosil-L-asparagina (GIcNAc-Asn) a concentracién de 100 mM
también fue utilizada como molécula aceptora. Las mezclas fueron calentadas a 98°C
hasta solubilizar completamente el pNP-fuc y luego se enfriaron a la temperatura de
reaccion de 42°C. Las reacciones se iniciaron por la adicién de 500 U/ml de AIfA, 180
U/ml de AIfB y 800 U/ml de AIfC (una unidad esta definida como la cantidad de
enzima capaz de liberar un pmol de pNP en una hora) y se dejo actuar por diferentes
tiempos (5, 10, 15, 20, 40, 60 y 120 min) con el fin de determinar el tiempo necesario
para obtener el mejor rendimiento. Transcurrido cada uno de los tiempos, las muestras
eran calentadas a 98°C durante 3 min para detener la reaccion. La actividad de
transfucosilacion con las a-L-fucosidasas mutantes AlfB se realiz6 solamente con uno
de los aceptores que se habian utilizado anteriormente (GIcNAc) y con 20 U/ml de cada
una de las enzimas mutantes manteniendo las demdas condiciones descritas

anteriormente.

1.3  Sintesis a escala semi-preparativa

El escalado de la sintesis se realizé con las enzimas que mostraron tener actividad
transfucosidasa (AIfB y AIfC). Para la sintesis con las moléculas aceptoras GICNAc-Asn
y DAQ se realiz6 en volimenes de 300 y 400 pl de las mezclas de reaccién
respectivamente; mientras que con las demas moléculas (GIcNAc, Glu y Gal), las
reacciones se escalaron a volumenes de 1 ml. El tiempo de reaccién con cada una de
estas enzimas fue el mismo con el que se obtuvo el maximo rendimiento en la sintesis a
pequefia escala (100 ul) con cada uno de los substratos utilizados. Las demas
condiciones (cantidad de enzima, temperatura y pH) fueron las mismas utilizadas

anteriormente.
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1.4 Anadlisis por HPLC con columna analitica

Los productos de las reacciones de transfucosilacién a pequefia escala eran
analizados por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) con un sistema Jasco
PU2080PLUS acoplado a un detector de indice de refraccion (Jasco RI-2031 Plus)
usando una columna analitica Rezex RCM-Monosaccharide (Phenoenex, Torrance, CA,
USA). La columna era mantenida a 80°C y las muestras de 20 pl eran inyectadas y
eluidas en modo isocratico usando agua como la fase movil a un flujo de 0.6 mi/min.
Esta columna fue utilizada para analizar todas las reacciones realizadas, excepto para la
que se utilizd6 Asn-GIcNAc como molécula aceptora, para la cual se us6 una columna
analitica Rezex-RSO Oligosaccharide Ag® (Phenoenex, Torrance, CA, USA) a un fujo
de 0.3 ml/min y manteniendo las demas condiciones ya descritas. Para algunos casos, la
formacion de los productos era confirmada por la comparacion de sus tiempos de
retencion con los de los estandares. El rendimiento en cada uno de los tiempos
establecidos se determin6 como el porcentaje que corresponde a la cantidad de producto

formado con respecto a la cantidad de substrato donador (pNP-fuc) adicionado.

1.5 Purificacién de FUS por HPLC en columna semi-preparativa

Los productos de las reacciones de transfucosilacion a escala semi-preparativa
fueron purificados por HPLC con un sistema Jasco PU2080PLUS acoplado a un
detector de indice de refraccion (Jasco RI-2031 Plus) usando una columna semi-
preparativa Rezex RCM-Monosaccharide (Phenomenex, Torrance, CA, USA). La
columna era mantenida a 80°C y las muestras de 300 ul, 400 pul y 1 ml eran eluidas en
modo isocratico usando agua como la fase mévil a un flujo de 4 ml/min. Se recolectaron
fracciones de 1 ml. Las fracciones apropiadas fueron agrupadas, concentradas por
evaporador rotatorio (Concentrator plus, Germany) y analizadas mediante una columna
analitica Rezex-Monosaccharide (Phenoenex, Torrance, CA, USA) en las condiciones
descritas anteriormente. Los FUS puros eran confirmados mediante la observacion de

un unico pico en el cromatograma.
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1.6 Cuantificacion de compuestos fucosilados

La cuantificacion de Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAC se realiz6 mediante
la utilizacion de curvas patron con azlcares estandares (Fig. 11). Para el caso de otros
azucares (fucosil-glucosa, fucosil-galactosa y fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-
DAQ)), cuya forma estructural aun se desconoce, la cuantificacion se realiz6 con curvas
patron de los estandares de uno de sus componentes (L-fucosa). Para ello se requiri6 la
hidrolisis de los productos con AIfC (1,5 mg/ml) en una reaccion de 30 ul conteniendo
15 pl del azucar producido en tampon Tris-HCI 100 mM, pH 7,4 a 42°C durante 2
horas. Las reacciones eran detenidas por calentamiento a 98 °C y analizadas por HPLC
como se describe anteriormente. En la cuantificacion donde se tuvo en cuenta la L-
fucosa liberada, se asumié una hidrdlisis completa del producto previamente sintetizado

y se considero que las concentraciones molares se mantuvieron.
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Figura 11. Curvas patron utilizadas para la cuantificacion de azlcares. a) Fuc-a-1,3-
GIcNAc; b) Fuc-a-1,6-GIcNAc y ¢) L-fucosa

El compuesto Fuc-GIcNAc-Asn, debido a su alto costo, no se sometid a hidrolisis para
su cuantificacion, por lo que solamente se hizo una estimacion de la cantidad producida
mediante una curva patrén con el substrato donador (GIcNAc-Asn), asumiendo que el

coeficiente de extincion molar de esta molécula se aproxima al del producto formado.

1.7 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Para confirmar la estructura del compuesto Fuc-a-1,6-GIcNAc-Asn, producido
mediante transglicosidacion, las muestras se liofilizaron, se disolvieron en 550 pl de
agua deuterada (D,O) y se analizaron mediante RMN. El espectro de RMN fue

adquirido a 27°C utilizando un espectrometro Bruker Avancell 600MHz, equipado con
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una criosonda inversa. El espectro monodimensional (1D) de *H con presaturacion para
supresion de agua fue adquirido con 256 transientes. El espectro se referencio en
relacién a la sefial de agua a 4.7 ppm. Los experimentos ‘H-*C heteronucleares de
coherencia cuantica unica (HSQC) y de enlace mdaltiple (HMBC) fueron adquiridos con
360 transientes sobre una anchura espectral de 10 (para *H) y 160-220 ppm (para **C) y
con 128 puntos en la dimension indirecta. Los experimentos de correlacion
espectroscopica (COSY) vy correlacion espectroscopica total (TOCSY) fueron
adquiridos con 64 transientes sobre una anchura espectral de 10 ppm en ambas
dimensiones y 128 puntos en la dimension indirecta. EI espectro de RMN fue procesado
con el programa MestReNoeva 8.1 (© 2013 Mestrelab Research S.L.).

2 Medios de cultivos y condiciones de crecimiento
2.1 Cultivo de cepas en medio MRS complejo

Las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium usadas en este estudio se describen
en la Tabla 2. Estas cepas eran rutinariamente cultivadas a 37°C bajo condiciones
estaticas en medio MRS (Difco, Sparks, MD, USA) durante 18 horas. EIl cultivo de las
bifidobacterias se hacia adicionando L-cisteina al 0.1% al medio de cultivo (MRS) y en
condiciones anaerdbicas usando un sistema de generacion de atmosfera anaerobia

(Anaerogen, Oxoid, Basingstoke, UK).

2.2  Cultivo en medio MRS de fermentacién

Tanto las cepas de Lactobacillus como de Bifidobacterium fueron también
cultivadas en medio MRS de fermentacion (Scharlau Chemie S.A. Barcelona, Spain)
suplementado con 0.5% de L-fucosa. La utilizacidn de este az(car era determinado tanto
por el cambio de color del medio de cultivo por su acidificacién (violeta — amarillo)
como por la medicion de los niveles de pH (CRISON, pH-Meter BASIC 20+). Para las
cepas de Bifidobacterium, ademéas de adicionar L-cisteina al 0,1% en el medio de

cultivo, se usaron condiciones anaerdbicas (Anaerogen, Oxoid, Basingstoke, UK).
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3 Cultivo de cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium en MRS basal

3.1 Curvas de crecimiento de Lactobacillus

Las cepas de Lactobacillus (Tabla 2) eran cultivadas toda la noche a 37°C bajo
condiciones estaticas en medio MRS basal sin azlcar conteniendo: bacto pectona
(Difco, Sparks, MD, USA), 10 g¢/l; extracto de levadura (Pronadisa, Madrid, Spain), 4
g/l; acetato de sodio, 5 g/l; tri-amonio de citrato, 2 g/l; sulfato de magnesio hepta-
hidratado, 0.2 g/l; sulfato de manganeso mono-hidratado, 0.05 g/l y Tween 80, 1 ml/I.
Tras la incubacion, los cultivos eran diluidos a una ODssy de 0.1 en MRS basal
conteniendo 4 mM de Fuc-a-1,3-GIcNAc o Fuc-a-1,6-GIcNAc. Ademas, la cepa BL23
de L. casei y mutantes en el operdn alf2 fueron cultivados en el mismo medio con el
compuesto Fuc-GIcNAc-Asn, los disacaridos fucosil-glucosa y fucosil-galactosa a 4
mM y el trisacarido fucosil-N,N’-diacetlchitobiosa a 2 mM. El crecimiento de las
bacterias era monitoreado hasta 31.5 horas por mediciones espectrofotométricas cada 30
min a una ODsso en placas de 96 pocillos a 37°C sin agitacion en un lector de
microplacas POLARstar Omega (BMG Labtech, Offenburg, Germany). Para la mayoria
de los casos se realizd6 un minimo de tres réplicas bioldgicas independientes para cada
curva de crecimiento. Los resultados fueron presentados como las medias con sus
desviaciones estandar. Las tasas de crecimiento () fueron calculadas usando el modelo
de Gompertz (Grad Pad Software, San Diego, CA, USA).

Para los analisis de la expresion de genes, los cultivos se realizaron en el medio MRS
basal descrito anteriormente bajo las siguientes condiciones: conteniendo 4 mM del
disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc o 0.5% de L-fucosa o 0.5% de L-fucosa mas 0.2% de
glucosa para las cepas de L. rhamnosus GG (silvestre y mutantes); y conteniendo el
disacarido Fuc-a-1,6-GIcNAc o GIcNAc o glucosa a 4 mM para las cepas de L. casei
BL23 (silvestre y mutantes). Estas bacterias se cultivaron hasta una ODssg de 0.5-1 en

placas de 96 pocillos y manteniendo las demas condiciones ya descritas.

El crecimiento anaerdbico y aerobico de L. rhamnosus GG era llevado a cabo en 10 ml
de MRS de fermentacion suplementado con 20 mM L-fucosa 0 20 mM glucosa en jarras

de anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid) o en 50 ml en matraces Erlenmeyer con agitacién a
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200 rpm. Para todos los cultivos, el medio de MRS basal era inoculado con una ODsgs

de 0.1y los tiempos de incubacién a 37°C eran de hasta 72 h.

Tabla 2. Lista de cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium usadas en este estudio.

Género Especie Cepa Referencia de otras colecciones
L. rhamnosus BL1 CECT 278, ATCC 7469
L. rhamnosus BL2 CECT 276, NCIB 8651
L. rhamnosus BL3 CECT 275, NCIB 8963
L. casei BL23 CECT 5275
L. casei BL28 64H
L. casei BL32 CECT4040
L. casei BL82 CECT 277
L. casei BL83 CECT 4043
L. casei BL86 CECT 4045
L. casei BL87 ATCC 11578
Lactobacillus L. casei BL90 ATCC 334

L. casei BL91 CECT 4646

L. casei BL93 BG61

L. casei BL94 ATCC 393

L. zeae BL95 ATCC 15820, KCTC 3804

L. paracasei BL133 CECT 4022, ATCC 25302

L. plantarum BL166 NCIMB 8826 (WCFS1), ATCC

L. rhamnosus BL358 BAA-793

L. zeae BL257 HNO001

L. rhamnosus BL327 CECT 288

L. rhamnosus BL377 CECT 288, ATCC 9595

GG, ATCC53013

B. breve BL217 CECT 4839

B. longum BL331 CECT 4551

B. angulatum BL333 CECT 5775
Bifidobacterium B. pseudocatenulatum BL334 CECT 5776

B. adolescentis BL336 CECT 5781

B. animalis sub. lactis BL360 Bb-12

B. gallicum BL335 CECT 5778

B. bifidum, BL330 CECT 4549

Coleccion de cultivos de nuestro laboratorio (BL); Coleccion Espafiola de Cultivo Tipo
(CECT), American Type Culture Collection (ATCC); National Collection of Industrial
Food and Marine Bacteria, UK (NCIMB). Las cepas de L. casei 64H y BG61 estan
descritas en Gasser y Mendel (1968); L. rhamnosus HNOO1, también conocida como
DR20, estd descrita en Prasad et al. (1998); L. casei BL257 fue aislada de vino de
envejecimiento biolégico Moreno-Arribas y Polo (2008); B. animalis subsp. lactis Bb-
12 es una cepa de la coleccion de cultivos Christian Hansen (CHCC), Dinamarca.
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3.2 Cultivos de cepas de Bifidobacterium

Las cepas de Bifidobacterium (Tabla 2) eran cultivadas toda la noche a 37°C en
medio MRS basal y bajo condiciones anaerdbicas como se describi6 anteriormente. Tras
la incubacion, los cultivos fueron diluidos a una ODss de 0.1 en tubos eppendorf con
300 pl de medio MRS basal con 0.1% de L-cisteina y conteniendo 8 mM Fuc-a-1,3-
GIcNAc o Fuc-a-1,6-GIcNAc. El crecimiento de las bacterias era determinado por la
medicion de los niveles de pH del cultivo al término de 72 horas. Los cultivos
bacterianos control conteniendo 8 mM de GIcNAc, L-fucosa o D-glucosa también

fueron analizados.

4  Cultivo de cepas de E. coli para clonacion

La cepa E. coli DH10B (F endAl recAl galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74
®80lacZAM15 araD139 A(ara leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A-), fue usada
como huésped de clonacion y E. coli BL21-CodonPlus-RIL (thuAd2 [lon] ompT gal (A
DE3) [dem]AhsdS ADE3 = ). sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21
Anin5) fue usada como huésped para la expresion de proteinas. Estas eran cultivadas a
37°C en medio LB (Luria-Bertani) (Pronadisa, Madrid, Spain) con agitacién a 200 rpm.
El correspondiente medio sélido era preparado con la adicion 1.8% de agar. Ampicilina

a 100 pg/ml era usada para la seleccion y mantenimiento de plasmidos.

5 Cultivo de cepas de E. coli enteropatogena (EPEC) para ensayos de
antiadherencia

Las cepas de Escherichia coli enteropatogenas (EPEC) usadas para este estudio se
encuentran descritas en la Tabla 3 y éstas eran rutinariamente cultivadas en medio LB
como se describe en el punto anterior. Una colonia de cada cepa EPEC era inoculada en
medio DMEM (high glucose w/o L-glutamine, Biowest, Nuaillé, France) suplementado
con 10% (vol/vol) de suero fetal bovino descomplementado (Sigma, St. Louis, MO,
USA) y 1% (vol/vol) de L-glutamina (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e
incubada toda la noche a 37°C sin agitacion. Posteriormente, las células bacterianas
eran diluidas al 1% en el mismo medio bajo las mismas condiciones vy, tras otra noche

de incubacidn, los cultivos eran diluidos al 10% en el mismo medio e incubados sin
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agitacion a 37°C durante 4 h. Transcurrido ese tiempo, las células bacterianas eran
centrifugadas y resuspendidas en PBS (phosphate-buffered saline) a una ODsgs de 0.1,
para ser usadas en los ensayos de antiadherencia.

Tabla 3. Lista de cepas E. coli usadas en los ensayos de anti-adherencia.

Cepa Serotipo Fuente Patogenicidad
CECT515 O1:K1(L1):H7 Orina humana Pollos
CECT352 0127a:K67(B8):H-  Gastroenteritis infantil Enteropatogénica
CECT727 0111:K58(B4):H- Gastroenteritis infantil Enteropatogénica
CECT729  055:K59(B5):H6 Gastroenteritis infantil Enteropatogénica
CECT816  086:K61(B7):H- Gastroenteritis infantil Enteropatogénica
CECT817 0119:K69(B14):H-  Gastroenteritis infantil Enteropatogénica

Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)

5.1 Cultivo de células HT-29

Las células HT-29 (ATCC HTB-3) eran cultivadas en medio DMEM. Este medio
era suplementado con el 1% (vol/vol) de antibidticos (100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
streptomicina; PAA Laboratories, Dartmouth, MA, USA), inoculado a una densidad de
9.0 x 10° células por pocillo en placas de 96 pocillos e incubado a 37°C en presencia de
CO, realizando cambio de medio de cultivo cada 24 h hasta alcanzar la confluencia

(aproximadamente en 72 h).

6 Analisis de azUcares y metabolitos en los sobrenadantes de los cultivos

Para determinar los carbohidratos presentes en los sobrenadantes de los cultivos
de las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium crecidas en presencia de Fuc-a-1,3-
GIcNAc o Fuc-a-1,6-GIcNAc, las bacterias eran eliminadas por centrifugacion a 10000
X g Yy los sobrenadantes eran analizados por cromatografia de intercambio iénico a pH
12 con deteccion amperométrica pulsada en un sistema cromatografico 1CS3000
(Dionex) usando una columna CarboPac PA100. Un gradiente de 10 a 100 mM de
NaOH fue usado durante 15 min a un flujo de 1 ml/min. Para confirmar el consumo de
Fuc-GIcNAc-Asn, los sobrenandantes de los cultivos de L. casei BL23 eran analizados

por HPLC con un sistema Jasco PU-2080Plus acoplado a detectores de indice de
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refraccion (Jasco RI1-2031Plus) con una columna Rezex RCM-Oligosaccharide Ag” a un
flujo de 0.3 ml/min. El 1,2-propanodiol y el acido lactico excretados de la cepa L.
rhamnosus GG fueron determinados en el mismo sistema de HPLC acoplado a
detectores de indice de refraccion (Jasco RI-2031Plus) o UV (210 nm) con las columnas
Rezex RCM-Monosaccharide y Rezex ROA-Organic Acid, respectivamente. El flujo
fue de 0.6 ml/min y 0.5 ml/min en agua 0 5 mM de H,SO,, respectivamente. Los
azucares y metabolitos presentes en los sobrenadantes eran confirmados por sus

tiempos de retencion cuando se comparaba con sus respectivos estandares.

7 Analisis por Southern blot en cepas de Lactobacillus

7.1 Sintesis de sondas y deteccion por hibridacién

Las sondas de DNA fueron sintetizadas por PCR usando DNA cromosomal de L.
casei como molde, una mezcla de desoxinucleotidos trifosfato marcados con
digoxigenina y Taq polimerasa (Expand High Fidelity PCR System) (Roche,
Mannheim, Germany). La sonda de alfB fue amplificada con el par de oligonucléotidos
BFOR/BREYV Yy la sonda de alfC se amplifico con CFOR/CREV (Tabla 9). EI DNA
cromosomal de las cepas de Lactobacillus fue digerido con la enzima de restriccion
EcoRI y los fragmentos generados fueron separados en un gel de agarosa al 0.8% a 50
voltios en tampdn TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). Una vez separados los fragmentos, el
gel fue puesto sobre una membrana de nylon y mediante un sistema de vacio se llevo a

cabo la transferencia del DNA. El proceso fue el siguiente:

Depurinacion: se adiciond al gel una solucion de HCI 0.25 M (cambio de color azul a
amarillo del indicador de migracion azul de bromofenol). Se mantuvo durante 5 minutos

y se lavo con agua.

Desnaturalizacion: se cubrio el gel con una solucién conteniendo NaCl 1.5 M; NaOH
0.5 M y se mantuvo al vacio hasta que se recuperd el color azul.

Neutralizacion: se cubrio el gel con una solucién de Tris-HCI 0.5 pH7.4 y NaCl 3 M,

se dejo durante 1 hora y se lavd con agua.
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Transferencia: se afiadio el tampon de transferencia SSC 20X (NaCl 3 M; citrato de
sodio 0.3 M a pH 7.0) y se mantuvo en el sistema al vacio durante 30 minutos.
Transcurrido ese tiempo se lavo con SSC 2X varias veces, se retird la membrana y se
secO en estufa a 45 °C. La fijacion del DNA se hizo mediante la exposicion a UV de

baja intensidad (transiluminador) durante 4 minutos.

Hibridacion: la membrana fue puesta dentro de un tubo de hibridacion, donde se le
afiadio una solucion de hibridacién (SSC 5X, N-laurilsarcosina 0.1% SDS 0.02% y
reactivo de bloqueo (Roche, Mannheim, Germany) 1% (p/v)) y se mantuvo en horno a
65°C durante 60 minutos. Se desnaturalizaron las sondas (alfB y alfC) en solucion de
hibridacion 10 min a 95°C, se transfirieron dentro de tubos independientes que
contenian la membrana y se dejaron hibridar toda la noche. Al dia siguiente se
realizaron lavados dos veces con una solucion de SSC 2X, SDS 0.1% durante 5 minutos
cada lavado y otras dos veces por 15 minutos con la misma solucién pero mas diluida
(SSC 0.1X, SDS 0.1%). Se enjuagd con tampdn 1 (Tris-HCI 100 mM; NaCl 150 mM;
pH 7.5) a 65°C durante 10 minutos y se puso la solucion de bloqueo (tampdén 1 més
reactivo de bloqueo al 1% (p/v)) dejando durante 30 min a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo se afadio el anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con
fosfatasa alcalina (Roche) diluido 10.000 veces en solucién de bloqueo y se dejé actuar
durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavé dos veces durante 15 minutos con

tampdn de lavado (tampdn 1 mas Tween 20 al 0.3%).

Deteccidn: la membrana se puso en una bandeja y se equilibré con tampén 3 (Tris-HCI
100 mM; NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM; pH 9.5) durante 3 minutos. Se afiadid substrato
luminiscente CDP-Star (Roche) diluido 100 veces en tampon 3 y se mantuvo durante 5
min en la oscuridad. El revelado para la deteccion se hizo en un analizador de imagen
luminiscente (FUJIFILM LAS-1000, Intelligent Dark-Box II, USA) con una exposicion
de 20 segundos.

8 Ensayos de anti-adherencia

Las células bacterianas EPEC resuspendidas en PBS a una ODsgs de 0.1
conteniendo Fuc-a-1,3-GIcNAc, Fuc-o0-1,6-GIcNAc, GIcNAc o L-fucosa a una
concentracion final de 1 mM, en volumenes de 100 pl eran adicionadas a las monocapas

del cultivo celular a cada pocillo, y seguidamente se incubaba a 37°C durante 2 h. Los
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controles eran realizados sin la adicion de carbohidratos. Transcurridas las dos horas,
los pocillos eran lavados 3 veces con PBS para eliminar las bacterias EPEC no
adheridas y tratados con 50 pl de tripsina (0.5 mg/ml) a 37°C durante 5 min.
Subsecuentemente 50 ul de PBS eran adicionados a cada pocillo y las unidades
formadoras de colonia (UFC) de las bacterias adheridas eran contadas mediante siembra
de diluciones adecuadas en placa de LB agar. Los experimentos se realizaron con un

minimo de tres veces y cada muestra por triplicado.

8.1 Deteccion de la adherencia por fluorescencia

Para la deteccion por fluorescencia de las bacterias EPEC unidas a las células HT-
29, los ensayos de anti-adherencia fueron realizados como se describio anteriormente
exceptuando que las células HT-29 eran cultivadas en cubreobjetos de vidrio dentro de
pocillos hasta que alcanzaron la confluencia. Una vez las bacterias EPEC no adheridas
eran eliminadas por lavados con PBS, las células eran fijadas en 3% de formaldehido y
lavado con PBS. Las placas de cultivo eran incubadas a 46°C durante 10 min y tratadas
sucesivamente con etanol al 50%, 80% y 100%. Las células eran luego incubadas en
presencia de 1 UM de sonda fluorescente (EUB 338) (5’-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-
3’) marcada con ATTO 594 (Isogen, De Meern, The Netherlands), la cual va dirigida a
la subunidad 16S del rRNA de eubacterias (Amann et al 1990), en tampon de
hibridacion (Tris-HCI 20 mM, pH 8.0, NaCl 0.9 M y SDS 0.01%) a 46°C durante 90
min en oscuridad. La union inespecifica de la sonda era eliminada por lavados de los
pocillos con el mismo tampdn sin SDS. Los nucleos de las células HT-29 eran luego
tenidos con 4’°,6-diamino-fenilindol (DAPI) (Sigma, St. Louis, MO, USA) durante 10
min en oscuridad. Después de lavar con PBS las preparaciones eran montadas con 10 pl
de ProLong Gold Antifade Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). La
imagenes digitales epifluorescentes fueron adquiridas con un microscopio Nikon
Eclipse 90i (Nikon corporation, Japan) con un objetivo de 40X y equipado con una
camara digital (Nikon DS-5Mc). Las iméagenes individuales DAPI (azul) y EUB338
(rojo) fueron procesadas y combinadas con el software Nis Elements BR 2.32 (Nikon

corporation, Japan).
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9 Analisis estadistico

Para detectar diferencias estadisticamente significativas entre las unidades
formadoras de colonia de las muestras control sin carbohidratos y las muestras
conteniendo cada uno de los carbohidratos se realizé un andlisis estadistico mediante el
test de T-student de la version 21 del software SPSS IBM (IBM, USA). La significancia
estadistica era aceptada con P < 0.05.

10 Construccion de mutantes

10.1 Oligonucledétidos

En la tabla 4 se especifican los oligonucleétidos disefiados en este trabajo,

sintetizados por Isogen Life Science.

10.2 Construccion de plasmidos recombinantes con genes de L. rhamnosus GG
(LGG)

Los mutantes de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) en fucP (LGG_02683) y
fucl (LGG_02685) se construyeron mediante la sustitucién de los genes de tipo silvestre
por las variantes mutadas. EI gen fucP fue amplificado a partir del DNA cromosomal de
LGG por PCR con la DNA polimerasa Pfx (Invitrogene) y el par de oligonucleétidos
FucP1/FucP2 usando el DNA genémico como molde. El fragmento resultante de 2187
pb fue digerido con la enzima de restriccion Acll y los fragmentos de 634 y 590 pb
correspondiendo a las porciones 5’y 3’ de fucP, respectivamente, fueron separados en
gel de agarosa al 0.8%. Estos fragmentos fueron ligados junto con el plasmido pRV300
(Leloup et al 1997) digerido con EcoRV creando un plasmido integrativo el cual lleva el
gen fucP con una delecion interna en fase de 963 pb (pRfucP). El gen fucl fue
amplificado por PCR con los oligonucleétidos Fucll/Fucl2 y el fragmento obtenido fue
digerido con Pstl. Uno de los fragmentos generados de 997 pb fue aislado de gel y
ligado a pRV300 digerido con EcoRV/Pstl. El plasmido obtenido fue digerido con
EcoRl, tratado con Klenow y ligado, creando asi un frameshift en fucl como fue

verificado por secuenciacion (Plasmido pRfucl) (Tabla 5).
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Un fragmento interno de 437 pb del gen fucR (LGG_02680) fue amplificado con los

oligonuclettidos FucR1/FucR2 y clonado en pRV300 digerido con EcoRV; este

plasmido fue nombrado como pRfucR (Tabla 5).

Para realizar los ensayos de union a DNA, El gen fucR fue amplificado con los

oligonucleotidos FucRfor/FucRrev y la polimerasa Expand High Fidelity DNA

polymerase (Roche). El producto de PCR de 761 pb se trat6 con BamHI/Hindlll y

clonado en el vector de expresion en E. coli pQE80 (Qiagen) digerido con las mismas

enzimas, y el plasmido resultante (pQEfucR) fue secuenciado (Tabla 5).

Tabla 4. Oligonucledétidos usados en este trabajo para clonacion.

Nombre Secuencia (5'a 3" Especie/Vector
FucP1 GCCTTGCGATGGTCTATAG L. rhamnosus
FucP2 GCTTCTTCTCAGTTGATCAAC L. rhamnosus
Fucll ATTGGCGCGTTGAATGAAAG L. rhamnosus
Fucl2 ATAAGATCCGGCTGGTTTCC L. rhamnosus
FucR1 GGCGTGGCTTTGGATATG L. rhamnosus
FucR2 CATCATCGCTCGCTTGAC L. rhamnosus
FucRfor GGGGGATCCATGTTTAAAAACGAGCGA L. rhamnosus
FucRrev GTCAAGCTTTTAAGCAAGGAGTTCAACG L. rhamnosus
FucRforBamHI ~GGGGGATCCATGTTTAAAAACGAGCGA L. rhamnosus
FucRrevEcol GTCGAATTCTTAAGCAAGGAGTTCAACG L. rhamnosus
FucRforNCol TTACCATGGTTAAAAACGAGCGA L. rhamnosus
FucRrevXhol TTACTCGAGAGCAAGGAGTTCAACG L. rhamnosus
AlfBBamHIFW2 CGCGGATCCATGACAGAACCATTACCGCGC L. casei
AIfBHindIlIRv2 CGCAAGCTTTTACTCGTAATCTATTTGGGC L. casei
AlfcFor ATCCGCTGTACTTCGATGC L. casei
AlfCRev AAGAATCATT AATGGTGCC L. casei
FucperFor TATGATGTGTATGTACCAAGC L. casei
FucperRev AACAGAACATAGAAGATGCCG L. casei
AspDecaFor CGATATGGTGCTGTTTTTGC L. casei
XhoPeptVRev2 CATTGCTCGAGTGCCATGGCATCATTGACG L. casei
K29280FOR GTCTCGTTAAAGCTAGTGC L. casei
K29280REV CGGTTTGCATGTTGTAGATC L. casei
pGEXfor GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG pPQESO
pGEXrev CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG PQESD
M13Fwd CAGGAAACAGCTATGAC PRV300
M13Rev GTTTTCCCAGTCACGAC pRV300

Este mismo gen fucR fue amplificado con el par

de oligonucledtidos

FucRforBamHI/FucRrevEcol. El fragmento generado de 775 pb fue tratado con BamHI
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y EcoRI y clonado en el plasmido pGEX-2T digerido con estas mismas enzimas. El
plasmido resultante fue nombrado como pGfucR (Tabla 5), en el cual se verificéd la
insercion del gen mediante PCR con oligos externos del vector pGEXfor /pGEXrev y

digestion con enzimas apropiadas.

Para clonar este gen para su expresion como una proteina recombinante con un tag de
histidina en el carboxi terminal, su amplificacion se realiz6 con los oligos FucRforNCol
/FucRrevXhol. El producto amplificado de 768 pb se tratd con Ncol y Xhol y se clono
en pET-28a digerido con las mismas enzimas. El plasmido resultante fue nombrado
como pEfucR (Tabla 5) en el cual se comprobd la insercién del gen mediante digestion

con enzimas apropiadas.

10.3 Construccion de plasmidos recombinantes con genes de L. casei BL23

Para producir las enzimas variantes de la a-L-fucosidasa AIfB (proveniente de L.
casei BL23), se realizaron reacciones de PCR utilizando dNTPs en concentraciones
desiguales (1 mM dTTP y dCTP, 0.2 mM dATP y dGTP), el vector pQalfBWT
(conteniendo el gen alfB silvestre) (Rodriguez-Diaz et al., 2011) como molde, y el par
de oligonucledtidos: AIfBBamHIFwW2/AIfBHindIIIRv2. Los fragmentos resultantes
fueron de 1245 pb, los cuales se clonaron en el vector pQE80 digerido con BamHI y
Hindlll. Tras la transformaciéon de la mezcla de ligaciéon en E. coli, se obtuvo una
libreria de mutantes en alfB (plasmidos pQalfB) que se cribaron por su diferente
actividad fucosidasa (ver mas abajo) y se secuenciaron.

A partir de la combinacion del constructo pQalfBWT (conteniendo el gen alfB silvestre)
(Rodriguez-Diaz et al 2011) y de uno de los constructos pQalfBM58 (conteniendo el
gen alfB con tres mutaciones, M58), se generaron 6 nuevos mutantes sencillos y dobles
realizando todas las combinaciones posibles (M1, M2, M3, M1-2, M1-3 y M2-3). Para
generar los mutantes M1 y M2-3 se realizo la digestion del constructo conteniendo el
gen alfB silvestre y del que presentaba las tres mutaciones (M58) con Kpn2l (corta en
dos sitios) de forma independiente. Los fragmentos generados en cada uno de ellos de
4941 y 1056 pb se purificaron a partir de gel de agarosa al 0.8% y se ligaron de forma
cruzada; de tal forma que el fragmento de 4941 pb proveniente de M58 conteniendo la
mutacion 1 fue ligado con el fragmento de 1056 pb del silvestre. De forma contraria, el

fragmento de 4941 pb del gen silvestre se ligo con el fragmento 1056 pb de M58, el cual
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presentaba 2 mutaciones, consiguiendo asi obtener un nuevo mutante sencillo y otro
doble (pQalfBM58-M1 y pQalfBM58-M2-3, respectivamente). Para generar los
mutantes M1-2 y M3 se realizé una doble digestion con las enzimas BsrGl y Hindlll en
los constructos del silvestre y M58, generando asi dos fragmentos de 5639 y 320 pb en
cada uno de ellos. Utilizando la misma estrategia mencionada anteriormente se
obtuvieron otros dos nuevos mutantes (pQalfBM58-M1-2 y pQalfBM58-M3),
correspondiendo a un mutante doble y otro sencillo respectivamente. Los Gltimos dos
mutantes, M2 y M1-3 se consiguieron tras la digestion de los constructos de mutantes
previamente generados (pQalfBM58-M1, pQalfBM58-M2-3 y pQalfBM58-M3), en la
cual, los dos primeros plasmidos fueron digeridos con Kpn2l, mientras que el tercero
fue digerido con BsrGl y Hindlll. Después se purificaron en gel de agarosa los
fragmentos que interesaban; correspondientes a 4941, 5677 y 1056 pb, respectivamente.
La ligacion del fragmento de 5677 pb proveniente de pQE80alfBM58-M2-3 con el
fragmento de 320 pb de pQalfBWT anteriormente purificado, permitio la obtencion del
mutante sencillo pQalfBM58-M2. Entre tanto, la ligacion de los fragmentos de 4941 y
1056 de pQalfBM58-M1 y pQalfBM58-M3, respectivamente, permitié obtener el
mutante doble pQalfBM58-M1-3. De esta manera se logrd finalmente conseguir las 6

posibles combinaciones de mutantes derivados de la variante pQalfBM58.

Los mutantes en los genes del operon alf2 que codifican para una a-L-fucosidasa AIfC
(LCABL_29340), una permeasa (LCABL_29330) un regulador transcripcional
(LCABL_29310) y una quinasa (LCABL_29280) fueron generados. Estos genes fueron
amplificados a partir del DNA gendmico de L. casei BL23 por PCR con la polimerasa
Phusion  (Invitrogen) utilizando los siguientes pares de oligonucléotidos
respectivamente: AlfcFor/AlfCRev, FucperFor/FucperRev,
AspDecaFor/XhoPeptVRev2 y K29280FOR/ K29280REV (Tabla 4). El fragmento
generado de 669 pb que codifica para la a-L-fucosidasa AIfC (LCABL_29340) y el
fragmento del gen de 486 pb que codifica para la quinasa (LCABL_29280) fueron
clonados en pRV300 digerido con EcoRV, a los cuales se los nombro como plasmido
pRalfC y pRsugK, respectivamente. Por otro lado, el fragmento de 1322 pb del gen que
codifica para la permeasa (LCABL_29320) fue clonado en pRV300 digerido con Bcll y
tratado con Klenow. Una vez se obtuvo este constructo, se digirio con Bcll, se trato con
Klenow y se ligd, lo que permitié crear una mutacion con un cambio en la pauta de

lectura (frameshift) como se pudo comprobar por secuenciacion (plasmido pRalfH). El
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fragmento de 1289 pb del gen que codifica para el regulador transcripcional

(LCABL_29310) se clon6 en romos en el plasmido pRV300 digerido con dos enzimas

(EcoRV y Kpnl) y tratado con la enzima Klenow. Una vez el constructo fue obtenido,

éste fue digerido nuevamente con Sall (corta en dos sitios del inserto) y religado, lo cual

permitio eliminar un fragmento central, generando asi una delecién de 466 pb (plasmido

pRalfR2) (Tabla 5).

Tabla 5. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Genotipo relevante o propiedades Fuente o referencia
pRV300 Plasmido no replicativo de | (Leloup et al 1997)
Lactobacillus; Erm"y Amp'.
pQES8OL Plasmido para expresion - 6xHis-N- | Qiagen
terminal; Amp'y CIff
pGEX-2T Plasmido para expresion con fusion | GE Healthcare Life
proteina GST; Amp' Sciences
pET-28a Plasmido para expresion - 6xHis N y C- | EMD Biosciences
terminal; Kan'
pRfucP pRV300 con un fragmento de 1.2 kb del | En este trabajo
gen fucP de LGG
pRfucl pRV300 con un fragmento de 0.99 kb | En este trabajo
del gen fucl de LGG
pRfucR pRV300 con un fragmento de 0.43 kb | En este trabajo
del gen fucR de LGG
pQfucR pQE80 con un fragmento de 0.77 kb | En este trabajo
(gen fucR de LGG)
pGfucR PGEX-2T con un fragmento de 0.77 kb | En este trabajo
(gen fucR de LGG)
pEfucR pET-28a con un fragmento de 0.77 kb | En este trabajo
(gen fucR de LGG)
pQalfBWT PQES8O0 con el gen alfB (1.2 kb) de BL23 | (Rodriguez-Diaz et al
2011)
pQalfBMut pPQE80 (19 constructos) con el gen alfB | En este trabajo

de BL23 con distintas mutaciones

pQalfBM58-M1

PQES8O0 con el gen alfB de BL23 con una
mutacion 1 (M1: N196S)

En este trabajo

pQalfBM58-M2

PQES8O0 con el gen alfB de BL23 con una
mutacion 1 (M2: V261M)

En este trabajo

pQalfBM58-M3

pQEB8O0 con el gen alfB de BL23 con una
mutacion 1 (M3: N346K)

En este trabajo
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pQalfBM58-M1-2 | pQE80 con el gen alfB con doble | En este trabajo
mutacién; 1y 2 (M1-2: N196S; V261M)

pQalfBM58-M1-3 | pQE80 con el gen alfB con doble | En este trabajo
mutacion; 1y 3 (M1-3: N196S; N346K)

pQalfBM58-M2-3 | pQE80 con el gen alfB con doble | En este trabajo
mutacioén; 2 'y 3 (M2-3: V261M; N346K)

pRalfC pRV300 con un fragmento de 0.67 kb | En este trabajo
del gen alfC que codifica para una
fucosidasa de L. casei BL23

pRalfH pRV300 con un fragmento de 1.3 kb del | En este trabajo
gen que codifica para una permeasa de L.
casei BL23

pRsugK pRV300 con un fragmento de 0.48 kb | En este trabajo

del gen que codifica para una hipotética
quinasa de L. casei BL23

pRalfR2 pRV300 con un fragmento de 0.82 kb | En este trabajo
del gen que codifica para un regulador
transcripcional de L. casei BL23

Erm": resitencia a eritromicina, Amp": resistencia a ampicilina, Kan": resistencia a
kanamicina, CIf": resistencia a cloranfenicol

11 Transformacion

11.1 Transformacion de E. coli

Los productos de la ligaciones, de los genes de L. rhamnosus (pRfucP, pRfucl, pRfucR,
pQfucR, pGfucR y pEfucR) y de L. casei (pRalfC, pRalfH, pRalfR2, pRsugK, Yy todos
los plasmidos pQalfB y sus variantes), fueron usados para transformar E. coli DH10B
por electroporacion, preparando las células electrocompetentes tal y como recomienda
el fabricante del GenePulser (Bio-Rad). Sin embargo, el plasmido pRalfH, una vez
transformado en esta cepa fue recuperado como plasmido recombinante y utilizado para
transformar la cepa de E. coli GM119 (dam™ dcm’), como un paso intermedio para
obtener el plasmido con el sitio accesible para el corte con Bcll (no metilado). La
transformacion se realizé mediante electroporacion (GenePulser) a 2.5 KV y 200 Q con
50 ul de estas cepas electrocompetentes y entre 1-10 ul de los productos de ligacién en
cubetas de 0.2 cm entre electrodos. Una vez realizada la electroporacion, las bacterias se

resuspendieron en 450 ul de medio de recuperacion SOC (Triptona 20 g/l; extracto de
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levadura 5 g/l; MgSO, 4.8 g¢/l; dextrosa 3.6 g/l; NaCl 0.5 g/l y KCI 0.18 g¢/l) y se
incubaron a 37°C durante 1 h en agitacion a 200 rpm. Transcurrido el tiempo de
incubacidn, para la seleccidn se sembro en placas con medio LB-agar suplementado con
100 pg/ml de ampicilina para las transformaciones con los plasmidos pRV300, pQESOL
y pGEX-2T y con 25 pg/ml de kanamicina para las transformaciones con el plasmido
pET-28a.

Las transformaciones de las ligaciones de alfB mutagenizado (plasmidos pQalfB) se
sembraron en medio LB-agar conteniendo ademas de ampicilina 100 pg/ml, 0.1 mM de
X-Fuc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-L-fucopiran6sido) y se seleccionaron las colonias
con tonalidad azul claro, las cuales supuestamente expresaban variantes de la a-L-

fucosidasa AIfB con baja actividad hidrolitica.

Tabla 6. Cepas E. coli usadas en transformacién con plasmidos recombinantes para
inactivacion de genes y expresion de proteinas.

Cepa Genotipo Fuente 0
referencia
DH10B F ~endAl recAl galE1l5 galK16 nupG | Invitrogen

rpsL AlacX74 ®80lacZAM15 araD139
A(ara leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-

mcrBC) A-

GM119 F - dam-3 dcm-6 metBI galK2 (Arraj & Marinus
galT22lacY)tsx-78 supE44 (thi-)tonA3l | 1983)
mtl-I)

BL21 fhuAd2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] | New England

AhsdS ADE3 = 1 sBamHIlo AEcORI-B | Biolabs
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) 121

Aninb

C41 (D3) (BL21) F- ompT gal dcm hsdSg(rg'mg | Lucigen
)(DE3)pLysS (Cm")

Shuffle (BL21) fhuA2  [lon] ompT ahpC gal | New England

Aatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, lacl?) | Biolabs
AtrxB  sulA11  R(mcr-73::miniTn10--
Tet®)2 [dem] R(zgb-210::Tn10 --Tet®)
endAl Agor A(merC-mrr)114::1S10

Rosetta (D3) (BL21) | E. coli str. B F ompT gal dcm lon? | Novagen
hsdSg(rs mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5]) [malB*]k.12(A°)
pLysS RARE[T7p20 ileX argU thrU
tyrU glyT thrT argW metT leuW proL
Oripisa](CM®)
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Los plasmidos pGfucR y pEfucR ademas de ser usados para transformar la cepa BL21,
se utilizaron para transformar la cepa Rosetta (DE3) derivada de BL21, donde la
seleccion de las colonias que contenian pGfucR se realizd en placas LB conteniendo
ampicilina (100 pg/ml) mas cloranfenicol (34 pg/ml). Las cepas de E. coli que
contenian pEfucR fueron seleccionadas con kanamicina (25 pg/ml) y cloranfenicol (34
pg/ml). Ademas, el plasmido pGfucR fue usado para transformar las cepas C41 (DE3) y
Shuffle, derivadas también de la cepa BL21, las cuales fueron seleccionadas en medio

con ampicilina (100 pg/ml).

11.2 Transformacion de L. rhamnosus GG (LGG)

Los plasmidos conteniendo los genes mutados fucP y fucl fueron transformados
por electroporacion en LGG utilizando el equipo GenePulser (Bio-Rad) a 1.7 KV y 200
Q con 100 pl de células electrocompetentes y entre 5-10 pl de DNA (cantidad: 0.5-1
Hg) como se habia descrito anteriormente (De Keersmaecker et al 2006). Una vez
realizada la electroporacion, inmediatamente estas células fueron diluidas en 5 ml de
MRS suplementado con 2 mM de CaCl, y 20 mM de MgCI; e incubadas sin agitacion a
37°C durante 3 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, estas células fueron
sembradas en placas MRS-agar suplementado con 5 pg/ml de eritromicina e incubadas
a 37°C. Transcurridas 48 h, se seleccionaron colonias, en las cuales se habia obtenido la
integracion por una recombinacion sencilla. Posteriormente, los clones fueron
cultivados durante aproximadamente 200 generaciones en MRS sin antibidticos y
posteriormente se sembraron diluciones (10° y 107) en placas de MRS. Transcurridas
48 horas las colonias resultantes eran replicadas en placas de MRS con eritromicina (5
pg/ml). Las colonias que bajo un segundo evento de recombinacién dieron un fenotipo
sensible a la eritromicina fueron seleccionadas para evaluar por PCR la sustitucion de
los genes de tipo silvestre por la copia mutada, que presentaba una deleccién o un
frameshift con la desaparicidn de un sitio de restriccion. Después de la confirmacion de
las mutaciones por secuenciacion, dos clones fueron seleccionados y hombrados como
BL394 (AfucP) y BL395 (Afucl).

El plasmido pRFucR fue usado para transformar LGG seleccionado por resistencia a
eritromicina como se describe anteriormente. En este caso, la recombinacién homologa

da lugar a un mutante en fucR con dos copias truncadas del gen. Los integrantes
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obtenidos fueron comprobados por PCR y uno de ellos se selecciond: cepa BL396
(fucR).

11.3 Transformacion de L. casei

El plasmido pRalfR2 fue utilizado para transformar la cepa BL23 de L. casei por
electroporacion a 1.25 KV y 100 Q con 50 pl de células electrocompetentes y entre 5-
10 pl de DNA (cantidad: 0.5-1 pg). Una vez realizada la electroporacion,
inmediatamente estas células fueron diluidas en 450 pl de MRS suplementado con 0.5
M de sacarosa, 2 mM de CaCl, y 20 mM de MgCl, e incubadas sin agitacion a 37°C
durante 1.5 h. Transcurrido dicho tiempo, las células fueron sembradas en placas MRS-
agar suplementado con 5 pg/ml de eritromicina e incubadas a 37°C. Una de las colonias
que llevaba el plasmido pRalfR2 integrado en el genoma fue seleccionada y cultivada
aproximadamente durante 200 generaciones en MRS sin antibi6ticos y posteriormente
sembrada (diluciones de 10 y 107) en placas MRS, donde finalmente se seleccionaron
las colonias que bajo un segundo evento de recombinacion dieron un fenotipo sensible a
la eritromicina por excisiéon del plasmido del cromosoma. Después de la confirmacién
del evento que dejaba una copia deleccionada de alfR2 en el cromosoma mediante PCR,
la cepa mutante obtenida fue nombrada como BL405 (AalfR2). Los pldsmidos pRalfC,
pRalfH y pRsugK fueron usados para transformar la cepa BL405 (AalfR2) para obtener
dobles mutantes, de las cuales, solo los que llevaban el plasmido pRalfH integrado
fueron sometidas a un segundo evento de recombinacion, permitiendo asi la liberacion
del plasmido pRV300 y generando un fenotipo de sensibilidad a eritromicina. Tras la
confirmacion de la mutacién por PCR y secuenciacion, esta cepa doble mutante se
nombro como BL407 (AalfR2-alfH). La confirmacion de la integracion de los plasmidos
en la cepa AalfR2 se realizd por PCR y se generaron dos nuevos mutantes dobles que
fueron nombrados como BL406 (AalfR2-alfC) y BL408 (AalfR2-sugK), respectivamente
(Tabla 7).
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Tabla 7. Cepas mutantes generadas a partir de L. rhamnosus GG (LGG) y L. casei
BL23.

Cepa mutante (gen) Especie (cepa original) Caracteristicas

BL394 (AfucP) L. rhamnosus GG Deleccion 963 pb en fucP

BL395 (Afucl) L.rhamnosus GG Frameshift en fucl

BL396 (AfucR) L. rhamnosus GG Insercion pRV300 en fucR

BL405 (AalfR2) L. casei BL23 Deleccidn 466 pb en alfR2

BL407 (AalfR2-alfH) L. casei BL23 AalfR2 y frameshift en alfH

BL406 (AalfR2-alfC) L. casei BL23 AalfR2 e insercion pRV300
en alfC

BL408 (AalfR2-sugK) L. casei BL23 AalfR2 e insercion pRV300
en sugK

12 Expresiony purificacion de proteinas

El gen fucR de L. rhamnosus GG clonado en los plasmidos pQE80OL, pGEX-2T y
PET-28a, fue expresado en diferentes cepas de E. coli (BL21, Rosetta, Shuffle y C41
[DE3]). En la cepa BL21 solo se expresé el gen clonado en pQE8OL, mientras que las
cepas Shuffle y C41 [DE3] fueron usadas para expresar el gen en pGEX-2T. La cepa
Rosetta fue usada para expresar fucR desde los tres plasmidos (pQE8OL, pGEX-2T y
pET-28a). El gen alfB de L. casei BL23 y sus variantes mutadas clonadas en pQE80L
fueron expresados en la cepa DH10B de E. coli. Para todos los casos, la purificacion
proteica fue realizada a partir de 500 ml de medio LB con cada una de las cepas de E.
coli las cuales habian crecido a 25°C hasta una ODssg de 0.4 e inducidas con 0.1 mM de
isopropil-p-D-tiogalactopiranésido (IPTG) durante cuatro horas. Los pellets bacterianos
fueron resuspendidos en 10 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8.0 y 50 mM de Na,SO,
conteniendo 0.5 mM DTT (dithiothreitol), 0.5 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl
fluoride) y 1 mg/ml de lisozima. Después de 30 min, las células se lisaron por inmersion
en nitrégeno liquido (solamente las que contenian FucR), el DNA fue degradado por
sonicacién y los extractos crudos se obtuvieron por centrifugacion. Estos fueron
filtrados por membranas de 0.45 um vy las proteinas provenientes de las cepas que
contenian pQE8OL y pET-28a, con expresion de colas de histidina en el amino y
carboxi terminal de FucR (FucR-6xHis-amino y FucR-6xHis-carboxi), respectivamente,
y las proteinas (6xHis)AIfB fueron pasadas a través de columnas His-Trap FF (GE
Healthcare life Sciences, UK), mientras que la expresada con fusion a GST; FucR-GST,
se purifico a través de una columna GSTrap FF (GE Healthcare life Sciences, UK). Para

ambos casos se utilizd un sistema de purificacion de proteinas mediante un equipo
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AKTA (GE Healthcare) bajo las recomendaciones del proveedor. Para las proteinas que
fueron purificadas mediante columnas His-Trap FF, se utiliz6 un tampdn de union (50
mM de Tris-HCl a pH 7,5 y 50 mM de Na,SO,) y otro de elucion, que ademés contenia
0.5 M de imidazol. Este altimo era puesto en gradiente de 5 a 65% para obtener la
maxima proteina posible. Entre tanto, para las proteinas purificadas mediante columnas
GSTrap FF se utilizo el tampdn de union (20 mM de Na,PO4 a pH 7.3y 0.15 M de
NaCl) y un tampdn de elucion que contenia 20 mM de Tris-HCI a pH 8.0 y 10 mM de
glutation reducido. Las alicuotas que se recogieron durante la purificacion fueron
analizadas junto con las proteinas que se encontraban en el pellet en una electroforesis
en gel de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Las
alicuotas en las que se evidencid expresion proteica fueron concentradas en Amicones

de 10-15 KDa (Millipore), cuantificadas y se conservaron a -80° C hasta su uso.

Debido a que la proteina FucR de LGG formaba cuerpos de inclusion en todas las
formas en las que fue expresada, se realiz6 nuevamente la expresion en la cepa Rosetta
de E. coli utilizando el plasmido pEfucR como se describié anteriormente. La
extraccion proteica se hizo a partir del pellet, el cual fue resuspendido con 10 ml de
Tris-HCI 50 mM pH 8.0 y 50 mM de Na,SO, conteniendo 8 M de urea, dejandolo
durante 3 h en rotacion continua. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se
centrifug6 y se continud con el protocolo descrito anteriormente en la purificacion de
proteinas con colas de histidina. La urea fue eliminada mediante dialisis (membrana de
10 KDa de corte) usando altas concentraciones de sal (2 M de NaCl, 50 mM de Tris-
HCI pH 8.0, ImM de MgCI2 y 1 mM de B-mercaptoetanol), que fueron disminuidas
paulatinamente en la dialisis hasta 0.2 M NaCl en pasos de reduccion de no mas de 0.2
M NaCl por cada ciclo de dialisis a 4°C. Esta proteina fue concentrada con Amicones de
10-15 KDa (Millipore), cuantificada y visualizada en una electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE.

13 Analisis de la expresion de los genes por RT-gPCR

13.1 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA de las cepas de L. rhamnosus se realizé a partir de cultivos
en MRS basal (9 ml) conteniendo 0.5% de L-fucosa o0 0.5% de L-fucosa méas 0.2% de
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glucosa crecidos hasta una ODsso de 0.9-1. Para los experimentos con el disacarido Fuc-
a-1,3-GIcNAc o L-fucosa el RNA fue aislado de cultivos (1 ml) conteniendo 4 mM de
estos azUcares, los cuales habian alcanzado una ODssy de 0.5-0.6. La extraccion de
RNA de las cepas de L. casei se realizd a partir de cultivos en MRS basal (1 ml)
conteniendo el disacarido Fuc-a-1,6-GIcNAc o GIcNAc o glucosa a 4 mM, los cuales
alcanzaron una ODsso de 0.5-0.6. Las células bacterianas fueron recuperadas por
centrifugacion y lavadas dos veces con EDTA 50 mM a pH 8.0, utilizando el mismo
volumen en el que habian crecido. Los pellets fueron resuspendidos en un 1 ml de
TRizol (Gibco) a los cuales se les adicion6 0.5 g de perlas de vidrio (0.1 mm de
didmetro). Las bacterias se rompieron con un Mini beadBeater (Biospec Products,
Vartlesville, OK) con tres ciclos de 45 segundos a maxima velocidad y el RNA total fue
aislado siguiendo las recomendaciones del fabricante de TRizol, que consistié en la
adicion de 200 pl de cloroformo, agitacion en vortex durante 15 seg, incubacién a
temperatura ambiente (3 min) y centrifugacion a 17000 x g durante 15 min a 4°C. A la
fase acuosa recuperada tras la centrifugacion se le adicioné 500 pl de isopropanol, se
incubé 10 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 17000 x g durante 10 min a
4°C. Tras eliminar el sobrenadante, el pellet se resuspendié con 1 ml de etanol al 70% y
se centrifugd a 10000 x g durante 5 min a 4°C. Una vez centrifugado, el etanol fue
eliminado y el RNA fue resuspendido en agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) y
cuantificado en un espectrofotometro Nanodrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer
V3.7). Entre 100 y 400 ng de la extraccion de RNA obtenida fueron tratados con
DNAsa | (RNase free, Fermentas).

13.2 RT-qPCR

Entre 50-100 ng de RNA previamente tratado con DNAsa fueron retrotranscritos
(RT) usando el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) y siguiendo
las instrucciones del fabricante. EI cDNA resultante fue utilizado para realizar PCR
cuantitativa (qPCR). Esta fue realizada en un LightCycler 480 Il System (Roche) con
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | mix (Roche). Los oligonucle6tidos
fueron  disefiados  mediante el  servicio  primer-BLAST de  NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) para obtener amplicones que fueron

desde 70 a 100 pb en tamafo. La qPCR fue realizada para cada muestra de cDNA con
los pares de oligonucledtidos que se muestran en la Tabla 8.
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La mezcla de reaccion (10 pl) contenia 5 pl de SYBR® Green PCR Master Mix, 0.5 pl
de cada uno de los oligonucle6tidos (10 uM) y 1 pl de la reaccion de sintesis de cDNA
diluida 10 veces. Las condiciones de los ciclos fueron las siguientes: 95°C durante 10
min, seguido por 45 ciclos de tres pasos consistiendo en desnaturalizacion a 95°C
durante 10 seg, hibridacién de los oligonucleodtidos a 60°C durante 20 seg y extension
de estos oligonucleotidos a 72°C durante 20 seg. Para cada juego de oligonucle6tidos
los valores CT (Cycle Threshold) fueron determinados por el método automatizado

implementado en el software de LightCycler (Version 4.0; Roche)

Los genes pyrG (LGG_02546), recG (LGG_01660) y leuS (LGG_00848) de LGG y
pyrG (LCABL_27380), ileS (LCABL_15110) y lepA (LCABL_17760 de L. casei BL23
fueron seleccionados como genes de referencia. La expresion relativa fue calculada con
la herramienta del software REST (Relative Expression Software Tool) (Pfaffl et al
2002). La eficiencia de la amplificacion fue determinada para cada par de
oligonucledtidos y cada reaccién RT-qPCR se realizo por triplicado como minimo con

dos muestras bioldgicas independientes.

14 Ensayos de retardo en gel

La region del promotor fucl y la regién itergénica fucA-fucR de LGG fueron
amplificadas por PCR con los siguientes pares de oligonucledtidos:
ProFuclfor/ProFuclrev y ProfucA-fucRrev/ProfucA-fucRrev respectivamente (Tabla 9).
Los ensayos de la union de FucR fueron llevados a cabo en un volumen de 15 pl
conteniendo 2.5 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 25 mM de MgCl,, 0.25 mM de
EDTA, 0.25 mM de ditiotreitol, 1.5% de glicerol, 1 pg de DNA de esperma de salman,
50 ng de cada fragmento de PCR y cantidades variables (0, 25, 50 y 75 ng) de la
proteina 6X(His)FucR. Después de 15 min a 37°C las muestras fueron resueltas en geles
de poliacrilamida al 6% en tampdn TAE 1X a 100 V que fueron tefiidos con bromuro de

etidio.
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Tabla 8. Oligonucledtidos usados en este trabajo para RT-gPCR.

Nombre

Secuencia (5" a 3")

Especie

fuclgPCRfor
fuclgPCRrev
fucKgPCRfor
fucKgPCRrev
fucPgPCRfor
fucPgPCRrev
fucUgPCRfor
fucUgPCRrev
fucAgPCRfor
fucAgPCRrev
fucRgPCRfor
fucRgPCRrev
g29280for
029280rev
g29290for
029290rev
g29300for
029300rev
029310for
029310rev
029320for
029320rev
029330for
029330rev
q29340for
029340rev

TGGCTAAGCATGGGTTCCTG
TCGCCATTGATCGTCTCTCG
CCGGAGAGCCAGTCAAAGTT
CTCAACAGGCCCAGCTACAA
TTTGTCGGCTGACACGATGA
GCCGGCGCTAATTCAGAAAG
GAGCAGATGGCCTGACAGTT
ACTGGCGGTTCACCATTAGG
GAAGTTGCTGGTGCAAAGGG
TCATCCGGGTATTCGCTGTG
TCAGTTGTGCAGTGAGCAGT
TTCAACGCCTGCATCTGCTA
TAAGACAACCATGGCGCTGT
AAAATGACGGTAATGCGGCG
CTTGGCATCAGCGATTTCCG
AATACGCCCAACTCAACGGT
AAGTGCCCGACAATTCCGAT
CTATGGCTTCAAAACGGCGG
CGACGGTCATTGGTTCCTCA
CAGAAGCGGCCAAAGCATAC
CAAGTGTCACTGCCAAACGG
CTCGCTTGCTAGTCGCCTTA
TCACCACTTCCATTCCGGTG
GGTTAGTGCCGGGTTGATGA
ACATTGCAACAGCGTGGTTC
TCGCCCAGAGAAACGAAGTC

rrrrr-rrrrrrr~r~ -~~~ -~~~ *H—-MH-™H—rHr—

. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. rhamnosus
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei
. casei

Tabla 9. Oligonucle6tidos usados en este trabajo para ensayos de retardo en gel y
sintesis de sondas para Southern blot.

Nombre

Secuencia (5"a 3")

Especie

ProFuclfor

ProFuclrev

ProfucA-fucRrev
ProfucA-fucRrev

BFOR
BREV
CFOR
CREV

GGGTTGGATGAAAGCTATACATG
TGATATCTACCAAATCTAACAAT
TCAACAACATTCTAACGGCGATC
TTGGATAGTGTCATTATAGCTTG
ATGACAGAACCATTACCGCGC
TTACTCGTAATCTATTTGGGC
ATGAATGACAATGTAGCATGG
TTATCGGTTCGCTTCATCCTC

L. rhamnosus

L. rhamnosus

L. rhamnosus
. rhamnosus
. casei

L
L
L. casei
L. casei
L

. casei

66



Materiales y Métodos

15 Analisis de secuencias

Las secuencias de los genes fuc de LGG y de los genes alf2 de L. casei BL23
fueron extraidas de la base de datos de GeneBank (acceso N° FM179322.1) y la
busqueda de homologias fue realizada con BLAST en el National Center for

Biotecnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cqi).

El andlisis del contexto gendmico fue realizado en genomas depositados en la base de

datos de genomas bacterianos para analisis comparativos (http://mbgd.genome.ad.jp/).

Los terminadores transcripcionales en el cluster de genes fuc y alf2 se buscaron con
ARNold(http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/).

16 Técnicas generales

16.1 Extraccion de DNA gendmico

Mediante el kit de extraccion de DNA genomico REAL PURE ‘SSS” (Durviz,
Valencia, Spain) el DNA total fue aislado de las cepas de Lactobacillus (Tabla 1), las
cuales previamente habian sido cultivadas en 10 ml de medio MRS a 37°C bajo
condiciones estaticas. De los 10 ml de cultivo se tomd 1.5 ml, se centrifugd a 14000 x g
durante 3 minutos y se descart6 el sobrenadante. El pellet se resuspendié con 150 pl de
solucion de lisis RBC, se afiadio 1.5 mg de lisozima y 15 U de mutanolisina y se incubd
a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se centrifugé nuevamente a 16000
x g, Yy al pellet se le afiadiéo 300 ul de solucién de lisis SSS y 50 ul de RNAsa (10
mg/ml), incubandose a 37°C durante 1 hora. Una vez finalizado el tiempo de
incubacion, al lisado celular se le afiadid 180 ul de solucién de precipitacion proteica, se
agito en vortex y se centrifugo a 16000 x g durante 5 minutos. Para precipitar el DNA,
el sobrenadante fue transferido a nuevos tubos a los que se les adiciono el mismo
volumen de isopropanol (500 ul), se mezclaron por inversion unas 50 veces y se
centrifugd a 16000 x g durante 2 minutos. Tras la centrifugacion, se elimind el
sobrenadante y el DNA se lavé afiadiendo 2 veces un volumen de 300 ul de etanol al
70% y centrifugando a 16000 x g durante 1 minuto. EI DNA de cada una de las cepas se
dejo secar durante 15 minutos a temperatura ambiente y transcurrido ese tiempo el

pellet se resuspendid con 100 ul de agua estéril y se incubd a 65°C durante 1 hora para
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ayudar a la disolucion del DNA. Las muestras fueron cuantificadas en un Nanodrop

(NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7). EI DNA se almacend a -80°C hasta su uso.

16.2 Extraccion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico de E. coli fue aislado usando el kit NucleoSpin de la casa
comercial Macherey-Nagel, siguiendo las indicaciones del fabricante. El aislamiento se
basa en la lisis alcalina de las células bacterianas seguido de la adsorcion del DNA en
presencia de una columna de silica en altas concentraciones de sal. EI procedimiento
consiste en tres pasos basicos: 1) preparacion y aclarado del lisado bacteriano, 2)

adsorcion del DNA sobre la matriz y 3) lavado y elucion del DNA plasmidico.

16.3 Preparacion de células electrocompetentes

16.3.1 E. coli

Las células de E. coli competentes para transformacion por electroporacion se
prepararon a partir de un cultivo de estas bacterias previamente crecidas durante toda la
noche en 5 ml de LB a 37°C y en agitacion constante a 200 rpm. De este cultivo se
inocul6 1 ml en 200 ml de LB y se incubd a 37°C con agitacion hasta una ODssg entre
0.5-0.6. Una vez alcanzada dicha OD, el cultivo se enfrié en hielo durante 15 min y se
centrifug6 a 8000 x g durante 20 min a 4°C. Estas células fueron lavadas tres veces; los
dos primeros lavados se realizaron con agua estéril fria, mientras que el tercer lavado se
hizo con 10% de glicerol, siendo esta Gltima solucion la que se uso para resuspenderlas
en un volumen de 800 ul, los cuales fueron distribuidos en alicuotas de 45 ul y

guardadas a -80°C hasta su uso.

16.3.2 L. rhamnosus GG

Un cultivo de L. rhamnosus GG en 50 ml de MRS suplementado con el 2% de
glicina se inicio con 2.5 ml de un cultivo previo en el mismo medio a una ODggp entre
0.8-1. Ese cultivo fue incubado a 37°C sin agitacion hasta alcanzar una ODgg entre 0.2
- 0.3. Una vez alcanzada esta densidad, se adiciond ampicilina a una concentracion final

de 5 pg/ul y la incubacion prosiguid hasta alcanzar una ODggg entre 0.4-0.5. Las células
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fueron recogidas por centrifugacion a 6000 x g durante 15 minutos a 16°C, lavadas dos
veces con tampon de electroporacion (0.5M sacarosa, 7 mM fosfato sédico pH 7.4y 1
mM cloruro de magnesio), resuspendidas en 0.4 ml del mismo tampon y puestas en
hielo. Finalmente se hicieron alicuotas de 100 pl de células en tubos Eppendorf y se
usaron inmediatamente en la transformacion por electroporacion. Protocolo modificado
de (De Keersmaecker et al 2006).

16.3.3 L. casei BL23

Un in6culo de 1 ml de cultivo de L. casei BL23 previamente crecido durante toda
la noche a 37°C fue transferido a 50 ml de MRS suplementado con glicina al 1% e
incubado a 37°C hasta alcanzar una ODssq entre 0.4-0.6. Una vez alcanzada dicha OD,
las células fueron cosechadas por centrifugacion a 8500 x g durante 10 min a 4°C y
lavadas dos veces con tampdn de electroporacion (0.3 M sacarosa, 5 mM fosfato sédico
a pH 7.4 y 1 mM cloruro de magnesio) y resuspendidas en 0.5 ml del mismo tampon.
Una vez resuspendidas, éstas se alicuotaron en volumenes de 45 pl y se guardaron a -

80°C hasta su uso.

16.4 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de los fragmentos de DNA se utilizaron diferentes

productos, segun la finalidad del fragmento amplificado.

Cuando se requirié una alta fidelidad en la amplificacion, como en el caso de la
generacion de un fragmento para clonaje de un gen especifico, se utilizé la enzima DNA
polimerasa Phusion (Thermo Fisher Scientific; USA). Las reacciones con un volumen
final de 25 pl contenian: 17 ul de agua destilada, 5 pl tampdn Phusion 5X con 7.5 mM
MgCl,, 1 pl de mezcla de desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 10 mM, 2 ul de cada
oligonucle6tido 10 puM, 0.5 pl de muestra de DNA y 0.5 pl de enzima.

Cuando la finalidad de la amplificacion era solamente comprobar los tamafios de
fragmentos esperados, se utilizo la enzima Taq polimerasa de la casa Biotools. Las
reacciones con volumen final de 25 ul contenian: 17.5 ul de agua destilada, 2.5 pl
tampon de reaccion estandar 10X con 7.5 mM MgCl,, 1 pl de mezcla de
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desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) 10 mM, 1 ul de cada oligonucle6tido 10 puM, 1 pl
de muestra de DNA y 1 ul de enzima.

El programa basico utilizado para la amplificacion fue: 1- desnaturalizacion inicial 95
°C durante 5 min, 2- desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, 3- hibridacién a la
temperatura de hibridacion de los oligonucleétiods (50-60°C) durante 30 s, 4- extension
a 72 °C entre 1 a 2.5 min segun la longitud del DNA a amplificar (pasos 2, 3y 4 se
repitieron 30 veces), extension final a 72 °C durante 7 min.

16.5 Enzimas de restriccion y ligacion

En el tratamiento del DNA con enzimas de restriccion (Fermentas y Roche), el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (Invitrogen) o la enzima ligasa del fago T4

(Roche) se siguieron las instrucciones suministradas por los fabricantes.

16.6 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA genomico, plasmidico y los productos de PCR se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa.

Los geles de agarosa se prepararon en tampén TBE 1X (Tris 45 mM, &cido bérico 45
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) con bromuro de etidio (Sigma) o Redsafe (INtRON
Biotechnology). La concentracion de agarosa de los geles varié en funcion de los
tamarios de los fragmentos de PCR a analizar. Para tamafios inferiores a 500 pb se
utilizaron geles con un 2 % de agarosa, mientras que para tamafios superiores se utilizé
una concentracion de 0.8 %. Para la visualizacién del DNA plasmidico siempre se

utilizaron geles con una concentracion de agarosa de 0.8 %.

Antes de cargar las muestras en el gel, se les afiadio 1/5 parte de tampon de carga (0.25
% azul de bromofenol, 0.25 % xilen cianol, 60 % glicerol, 10mM Tris-HCI pH 8, 1mM
EDTA). Conjuntamente con las muestras a analizar, se cargaron marcadores de pesos
moleculares (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Fermentas) que permitieron estimar el
tamafio de las moléculas de DNA presentes en las muestras. El voltaje que se aplicaba
fue entre 100y 120 V.
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16.7 Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-
SDS)

Estos geles estan formados por dos fases, en funcion y composicion diferentes:

Fase de compactacion: situada en la zona superior del gel, donde se cargan las muestras
para realizar la electroforesis. Esta compuesta por un 5 % de poliacrilamida y un pH de
6.8. Su funcidn es compactar todas las proteinas de la muestra en un solo frente antes de

entrar en la siguiente fase.

Fase de resolucion: situada en la zona inferior del gel. Su funcion es la de separar las
proteinas en funcion de su peso molecular. En este trabajo se utilizaron geles que

contenian un 10 % de poliacrilamida y un pH de 8.8.

Para preparar el gel se afiadid primero la fase de resolucién hasta 3/4 partes de la altura
de los vidrios de un sistema MiniProtean Ill (Bio-Rad), y se cubri6é con butanol. Una
vez polimerizo esta fase, se retird el butanol y se afiadio la fase de compactacion. Antes
de que ésta polimerizase se colocé el peine para formar los pocillos donde se cargaron
las muestras. Una vez estuvo el gel preparado, se coloco en la cubeta de electroforesis,
se sumergio en tampon de recorrido 1X (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0.1 % SDS) las
muestras se resolvieron a 120 V (Power Pac 3000, Bio-Rad).

16.8 Tincidn de geles de proteinas con azul de Coomassie

La tincion se realizo incubando los geles de 30 min a 1 hora en la solucién de
tincion (0.5 % azul brillante de Coomassie R-250, 10 % é&cido acético glacial, 25 %
isopropanol) en agitacion suave y a temperatura ambiente. A continuacion se realizaron
lavados con &cido acético glacial al 10 %, 25% isopropanol para eliminar el exceso de
tincion hasta que quedasen bien definidas las proteinas presentes en el gel. EI marcador
de peso molecular utilizado fue de una mezcla de proteinas de 14, 20, 30, 45, 66 y 97
KDa (GE Healthcare, UK). Las imagenes digitales fueron obtenidas en el equipo

Proxima 16 phi+ de Isogen Life Science y utilizando el software Proxima AQ-4.
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CAPITULO |
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Sintesis de fucosil-oligosacaridos (FUS) mediante actividad de transfucosilacion de

las a-L-fucosidasas aisladas de L. casei BL.23

1 Actividad de transfucosilacion con las a-L-fucosidasas AIfB y AIfC

Las reacciones de transfucosilacion fueron realizadas segun se ha descrito
previamente (Rodriguez-Diaz et al 2013), con algunas modificaciones como se
especifica en el apartado de materiales y métodos. La sintesis de FUS so6lo se logré con
las a-L-fucosidasas AlfB y AIfC. Con la o-L-fucosidasa AIfA no se evidencio la
formacion de productos con ninguno de los substratos aceptores en los tiempos
ensayados. Con las a-L-fucosidasas AIfB y AIfC se sintetizaron los disacaridos Fuc-a-
1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc, respectivamente, cuando se utilizd la GIcNAc como
substrato aceptor y segun se habia descrito anteriormente (Rodriguez-Diaz et al 2013).
Los rendimientos maximos producidos en porcentaje de Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-
1,6-GIcNAc a los 10 y 15 minutos de reaccion respectivamente fueron alrededor de
29% para AIfB y 65% para AIfC, teniendo en cuenta el pNP-fuc afiadido (Fig. 12). Los
valores de porcentaje en rendimiento mejoraron moderadamente con respecto a los
descritos anteriormente que fueron 23% y 56% para AIfB y AIfC, respectivamente
(Rodriguez-Diaz et al 2013).

Figura 12. Rendimiento en la sintesis

70 - de Fuc-a-1,3-GIcNAc (Fucl,6NAG) y
60 | e FuLenae  FUC-0-1,6-GICNAc (Fucl,3NAG)
—e— Fuc13NAG  Mmediante la actividad de

o 50 1 transfucosilacion. La actividad de las
T 40 | enzimas a-L-fucosidasas AIfB (verde) y
8 AIfC (azul) presentan rendimientos
5 30 1 distintos en la actividad de sintesis de
20 | cada uno de los disacaridos Fuc-o-1,3-
GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNACc

10 respectivamente. El porcentaje de

0 : : : : . rendimiento  determinado fue con

0 10 20 30 40 50 respecto a la cantidad de substrato

Tiempo (min) donador (pNP-fuc) adicionado.
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Se ha ensayado también la actividad de AIfC utilizando otros azUcares aceptores como
son la glucosa y la galactosa, obteniéndose la formacion de los productos fucosil-
glucosa (Fuc-Glu) y fucosil-galactosa (Fuc-Gal), respectivamente. Aunque inicialmente
fue dificil de estimar el porcentaje de produccion de estos nuevos disacaridos
fucosilados (debido a la falta de patrones), si se logrd conocer el tiempo en el que se
alcanz6 el maximo rendimiento. La cinética de la reaccion mostré que Fuc-Glu se
produce en mayor cantidad a los 10 minutos (Fig. 13a), mientras que Fuc-Gal es
mayormente producida a los 15 min (Fig. 13b). Cuando se utiliz6 lactosa como
substrato aceptor para esta enzima en la reaccion de transfucosilacion, solo se
detectaron cantidades extremadamente bajas del trisacarido (datos no mostrados), lo
cual hacia inviable su purificacion para su posterior uso en los ensayos de bioactividad.
Sin embargo, cuando se utilizé el disacarido N,N’-diacetilquitobiosa (GIcNAc-B1,4-
GIcNAc) como substrato aceptor, se logré la sintesis del trisacarido fucosil-N,N’-
diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ), obteniendose un rendimiento méximo a los 10 minutos
(Fig. 13c). Aungue no se ha determinado aln la estructura de estos compuestos,
hipotetizamos que la unién de la L-fucosa a las moléculas aceptoras se ha generado
mediante un enlace a-1,6, ya que esta enzima es especifica para la hidrdlisis y
formacion de este tipo de enlaces como se demostré anteriormente (Rodriguez-Diaz et
al 2013, Rodriguez-Diaz et al 2011). Con la a-L-fucosidasa AIfB, los substratos
aceptores utilizados diferentes a la GIcNAc (glucosa, galactosa, lactosa y N,N’-

diacetilquitobiosa) no dieron lugar a la sintesis de ningun otro FUS adicional.

2 Sintesis del glicoaminoacido Fucosil-a-1,6-N-acetilglucosamina-Asn (Fuc-
GIcNAc-Asn)

Como se describe arriba utilizando la o-L-fucosidasa AIfC en reacciones de
transfucosilacion con los substratos aceptores GICNAc y N,N’-diacetilquitobiosa se ha
sintetizado el disacdrido Fuc-a-1,6-GIcNAc y el trisacarido fucosil-N,N’-
diacetilquitobiosa, respectivamente. Ambos carbohidratos forman parte del nucleo de la
N-glicosilacion de las proteinas, en la cual la GICNAc estad unida al aminoacido Asn

(Weerapana & Imperiali 2006).
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Figura 13. Cromatogramas de HPLC (columna analitica Rezex-RCM Monosaccharide)
de las reacciones de transfucosilacion con AIfC a diferentes tiempos. Los substratos
aceptores que su utilizaron fueron glucosa (a), galactosa (b) y N,N’-diacetilquitobiosa
(c). Tanto los componentes de la mezcla como los productos sintetizados son
enumerados; 1. Tris-HCI; 2. Fucosil-glucosa; 3. glucosa; 4. L-fucosa; 5. Glicerol; 6.
Fucosil-galactosa; 7. Galactosa; 8. Fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa; 9. N,N’-
diacetilquitobiosa. Las reacciones en los diferentes tiempos se indican con colores.
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Con el objeto de analizar si AIfC también es capaz de producir el compuesto fucosilado
Fuc-GIcNAc-Asn se utilizo en reacciones de transfucosilacion con el substrato GICNAc-
Asn. Los resultados demostraron que AIfC puede utilizar este compuesto como
substrato aceptor para sintetizar Fuc-GIcNAc-Asn (Fig. 14). Como en los casos
anteriores, debido a la falta de los estandares para este tipo de compuestos, conocer las
cantidades producidas en un principio no fue posible. Sin embargo, el mayor
rendimiento se registr6 a los 20 min de reaccion, el cual fue observado en el
cromatograma de HPLC, evidenciandose un pico de mayor tamafio que se correlaciona
con una mayor area bajo la curva cuando se compara con los demas tiempos de reaccién
(Fig. 14). Ademas, en los tiempos de retencidn este pico se separ6 muy bién de los otros
componentes de la reaccion. Esto permitié realizar el analisis de la cinética de AIfC para
la sintesis de este compuesto por la actividad de transfucosilacion. Depues de los 20 min
de reaccion, el producto formado Fuc-GIcNAc-Asn comenzd a hidrolizarse por la

accion de la misma enzima hasta desaparecer por completo en el término de 2 horas.

Otro de los productos formados durante las reacciones de transfucosilacion podria
corresponder a un disacarido Fucosa-Fucosa (Fuc-Fuc), el cual eluye en una columna
analitica muy cerca del monosacarido L-fucosa. Su mayor rendimiento se produce al
término de 1 hora de reaccién (Fig. 14), siendo también hidrolizado después de las 2
horas. Sin embargo, la resolucion estructural de este producto queda todavia por

realizar.

Algunos de los componentes y productos de la reaccion coincidieron en sus tiempos de
retencion. La L-fucosa generada por la hidrolisis del pNP-Fuc (utilizado como substrato
donador) coincide en su tiempo de retencion con el glicerol, el cual es aportado a la
reaccion por la solucion de la enzima AIfC. Igualmente, el pNP-fuc y pNP coincidieron
en sus tiempos de retencion con el substrato aceptor Asn-GIcNAc. Sin embargo, este

hecho no afect6 a la determinacion de la produccion de Fuc-GIcNAc-Asn.

La estructura del compuesto Fuc-GIcNAc-Asn sintetizado en el laboratorio fue
determinada mediante espectroscopia de resonancia nuclear (RMN). El analisis de los
espectros HSQC 1D *H y 2D *H-*C (Fig 15a) en combinacién con los espectros COSY
y TOCSY 2D mostré los valores de desplazamiento quimico *H y *C que permitieron

determinar la formacion especifica de un enlace a-1,6 entre la fucosa y la GIcNAc, el

80



Capitulo I Resultados y Discusion

cual dio lugar a la estructura del glicoaminoacido Fuc-a-1,6-GIcNAc-Asn. Ademas, los
experimentos HMBC 2D mostraron la correlacion que hay entre C1° y H6a y H6b (Fig.
15b) reflejando claramente el enlace 1,6 entre los dos monosacéridos (Fucosa y N-
acetilglucosamina). El conjunto de estos analisis ademas de confirmar la estructura de la
Fuc-a-1,6-GIcNAc-Asn, demostrd la ausencia de estereoisomeros de la reaccion en las

muestras purificadas.
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Figura 14. Cromatogramas de HPLC (columna analitica Rezex-RSO Oligosaccharide)
de los productos de las reacciones de transfucosilacion con AIfC y el substrato aceptor
Fuc-Asn. Los tiempos 0, 10, 20 y 60 minutos indican la duracion de la reaccion desde
que se le adiciona la enzima. El producto sintetizado en cada uno de los tiempos de
reaccion se indica con una flecha, registrandose el mayor rendimiento a los 20 min.
Tanto los componentes de la reaccion como los productos sintetizados son enumerados:
1. Tris-HCI; 2. Fuc-Fuc?; 3. Fucosa y Glicerol; 4. Fuc-GIcNAc-Asn; 5. Asn-GIcNAc, p-
NP-Fuc y/o pNP.
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Figura 15. Espectros de RMN. Espectros heteronucleares de coherencia cuéntica unica
1D HSQC (A) y de enlace multiple 2D HMBC (B) en los experimentos de RMN
adquiridos a 600 MHz y 27°C *H-*C del glicoaminoacido Fuc-GIcNAc-Asn. Las
sefiales etiquetadas con Fu corresponden a la fucosa coeluida.

3 Produccion y purificacion de FUS a escala semi-preparativa
3.1 Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc

Una vez determinados los tiempos en los que se obtuvieron mejores rendimientos
de la sintesis de FUS, las reacciones de transfucosilacion con las o-L-fucosidasas AlfB
0 AIfC fueron escaladas de voliumenes de ul a ml bajo las condiciones descritas en la
seccién de materiales y métodos. Tras la purificacion por HPLC se recolectaron las
fracciones que contenian los productos formados (FUS) puros y se cuantificaron cada
uno de ellos. Los maximos rendimientos obtenidos en cantidades absolutas para Fuc-a-
1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc fueron de 4,2 y 9,3 g/l, respectivamente. El analisis
realizado mediante los cromatogramas de HPLC muestra la deteccién de todos los
componentes de la reaccion (Fig. 16a y 16c), excepto el pNP, el cual es liberado tras la
hidrolisis de la L-fucosa. La calidad en cuanto a pureza de cada uno de estos disacaridos
fue también analizada como se observa en los cromatogramas de las Fig. 16b y 16d, sin

evidenciarse presencia de contaminantes.
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Figura 16. Cromatogramas de HPLC (columna analitica Rezex-RCM Monosaccharide)
de los productos de las reacciones de transfucosilacion con las a-L-fucosidasas AIfB (a)
o0 AIfC (c). Cromatogramas de HPLC (columna analitica Rezex-RCM Monosaccharide)
de las fracciones agrupadas de la cromatografia a escala semi-preparativa conteniendo
los disacaridos purificados Fuc-a-1,3-GIcNAc (b) y Fuc-a-1,6-GIcNAc (d). 1. Tris-HCI;
2. Fuc-0-1,3-GIcNAc; 3. N-acetilglucosamina; 4. L-fucosa; 5. Glicerol; 6. Fuc-a-1,6-
GIcNAc.

3.2 Fucosil-glucosa, Fucosil-galactosa y Fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa

Las reacciones de transfucosilacion para sintetizar los disacaridos Fuc-Glu y Fuc-
Gal, y el trisacarido Fuc-DAQ fueron escaladas y purificadas mediante HPLC (Fig. 17)
como se describe arriba. Como no se dispone de patrones, para cuantificar estos
productos sintetizados fue necesario someterlos a una reaccion de hidrdlisis con la a-L-
fucosidasa AIfC (enzima implicada en su sintesis), de tal forma que la L-fucosa fue
liberada permitiendo su cuantificacion mediante el uso de una curva patron de este
monosacarido. Los rendimientos finales obtenidos para cada uno estos compuestos
Fuc-Gal y Fuc-DAQ) fueron de 3,3; 1,3 y 1,8 ¢l
respectivamente (Tabla 10).

fucosilados (Fuc-Glu,
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Figura 17. Andlisis por HPLC de las reacciones de transfucosilacion con AIfC.
Cromatogramas de HPLC (columna analitica Rezex-RCM Monosaccharide) de los

productos de reaccion de transfucosilacion con AIfC utilizando los substratos aceptores

glucosa (a), galactosa (c) y N,N’-diacetilquitobiosa (e). Cromatogramas de HPLC

(columna analitica Rezex-RCM Monosaccharide) de las fracciones agrupadas de la

cromatografia semipreparativa conteniendo los productos purificados fucosil-glucosa
(b), fucosil-galactosa (d) y fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (f). 1. Tris-HCI; 2. fucosil-
glucosa; 3. glucosa; 4. L-fucosa; 5. Glicerol; 6. fucosil-galactosa; 7. fucosil-N,N’-
diacetilquitobiosa.

3.3  Fuc-GIcNAc-Asn

La purificacion de Fuc-GIcNAc-Asn se llevd a cabo en la columna semi-

preparativa Rezex RCM-monosaccharides disponible en el laboratorio. Aunque las
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caracteristicas de esta columna son diferentes a las de la columna (Rezex RSO-
oligosaccharides) que se utilizd para el andlisis de la cinética de la reaccion de
transfucosilacion, se logré obtener el producto libre de la mayoria de los componentes
de la reaccion. Entre estos el pNP-fuc y pNP, los cuales afectaban al desarrollo de los
estudios posteriores de bioactividad. EI Unico componente que no se logré eliminar
completamente del producto purificado fue la L-fucosa, quedando aproximadamente en
una tercera parte del total de este monosacérido liberado. Sin embargo este azlcar no
interferia en los ensayos posteriores que se realizaron es este trabajo como se describe
en el capitulo 4 de esta Tesis. Por otro lado, a pesar de que la cantidad producida
tampoco se pudo determinar con exactitud, un célculo aproximado mediante el uso de
una curva patron del substrato aceptor permitié estimar que el glicoaminoécido Fuc-
GIcNAc-Asn obtenido corresponderia a una produccion de 3,6 g/l, representando un

rendimiento aproximado del 26%.

Tabla 10. Compuestos sintetizados con las a-L-fucosidasas AlIfB y AlfC.

Rendimiento  Tiempo®

FUS Estructura (%) (min) a-L-fucosidasa
3’-Fucosil-GIctNAc  Fuc-a-1,3-GIcNAc 129 10 AlfB
6’-Fucosil-GIcNAc  Fuc-a-1,6-GIcNAc '65 15 AlfC
Fucosil-Glu Sin determinar 19 10 AIfC
Fucosil-Gal Sin determinar 8 15 AIfC
Fucosil-DAQ Sin determinar %6,6 10 AIfC
Asn-GlcNAc-Fuc Fuc-o-1,6-GIcNAc-Asn 226 20 AIfC

1. Rendimiento de la sintesis de los productos sin purificar.
2. Rendimiento final de los productos purificados.
3. Tiempo de la reaccion de transfucosilacion

La dificultad para la purificacion de estos compuestos fucosilados radica en la escasa
diferencia que estos tienen con los substratos aceptores en sus tiempos de retencion en
las condiciones utilizadas. De los seis compuestos que se lograron sintetizar, los
disacaridos Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc son los que mejor se separaron del
substrato aceptor (GIcNAc) (Fig. 16), permitiendo asi obtener la maxima cantidad
producida sin que hubiera contaminacion por componentes de la reaccion. Sin embargo,
los tiempos de retencion de los disacaridos Fuc-Glu (Fig. 17a) y Fuc-Gal (Fig. 17c) se
encuentran muy cercanos a los tiempos de retencion de los substratos aceptores (glucosa

y galactosa respectivamente), lo que llevo a una pérdida considerable durante el proceso
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de purificacion de estos dos compuestos (Fig. 17b y 17d). Una mayor peérdida se
evidencio en la purificacion del trisacarido Fuc-DAQ (Fig. 17f), ya que el tiempo de
retencion de este compuesto fue muy similar al del azlOcar aceptor (N,N’-
diacetilquitobiosa) (Fig. 17e), imposibilitando de esta manera la obtencion de una

mayor cantidad del producto final.

4 Mejora de la actividad de tranfucosilacén de la a-L-fucosidasa AlfB

4.1 Mutagénesis aleatoria y seleccidon de variantes AlIfB

Los productos de PCR del gen alfB, a los cuales se les introdujo mutaciones
mediante reacciones de “error-prone” PCR fueron clonados en el vector de expresién
pQEB8O0. La deteccion de variantes de AIfB se realizé en medio de cultivo LB-agar con
X-fuc en la cepa E. coli DH10 transformada con estos constructos, donde se
seleccionaron 100 colonias de color azul claro, cuya tonalidad indicaba expresion de
una a-L-fucosidasa con baja actividad hidrolitica en contraste con el azul oscuro de
clones expresando el gen silvestre. De estas 100 colonias se seleccionaron 18 mutantes
AIfB, cuya actividad hidrolitica fue baja cuando se ensay0 con extractos crudos
utilizando como substrato pNP-fuc. Esto indicaba que los enzimas podrian tener una
actividad de transfucosilacién mejorada con respecto a la enzima silvestre. Mediante
secuenciacion se determind que estas variantes presentaban distintas mutaciones en sus
secuencias, donde uno, dos y hasta tres aminoacidos habian sido sustituidos por otros.
La Tabla 11 muestra cada uno de los mutantes y los cambios que estos presentaron con

respecto a la secuencia de la a-L-fucosidasa AIfB silvestre.

4.2 Andlisis cinéticos de la actividad de hidrélisis de las variantes de la a-L-
fucosidasa AIfB

Cada una de las enzimas variantes de AIfB fueron expresadas como proteinas
recombinantes, las cuales llevaban una etiqueta de 6 histidinas (6xHis) en el extremo
amino-terminal. Esto permitié su purificacion en columnas de agarosa con &cido
nitrilotriacetico-Ni como se describe en el apartado de materiales y métodos. La

cantidad de proteina obtenida correspondiendo a cada uno de los variantes fue suficiente
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para realizar todos los ensayos enzimaticos, obteniendose entre 2.5 y 9 mg por cada

purificacion.

Tabla 11. Variantes de a-L-fucosidasa AIfB, indicando el niUmero de mutaciones, tipo
de mutacién y posicion en la que se ha generado.

Aminodcido N° 0 1e 76 79 110 132 139 149 168 175 182 184 196 199 206 214 226 249 261 264 273 303 342 346 " U¢
Cepa Mutaciones

WT M E L K F T F S ND Y M NG V V HA V T A A QN
M15 |

M28 R

M29 G

M32 K R
M33 K T

M40 A

M41 M

M43 D

M52 L

M54 T A

M58 S M K
M60 S

M69 K G

M75 T

M78 ! M

M79 L

M2 |

M95 C

o

P P RNRNRWNRRRLRRNNRRR

De las 18 variantes de la enzima a-L-fucosidasa AIfB obtenidas, 12 (M15, M28, M29,
M40, M41, M43, M52, M60, M75, M79, M92 y M95) presentaron solo un cambio en
su secuencia de aminodacidos; mientras que 5, correspondiendo a las variantes M32,
M33, M54, M69 y M78 presentan 2 cambios; y una Unica variante (M58) mostré 3

cambios en su secuencia.

Los parametros cinéticos de los 18 mutantes, determinados mediante el uso de pNP-fuc
como substrato, mostraron que tanto la Vimax como la keg tenian valores inferiores con
respecto a los valores de la enzima silvestre con algunas excepciones, mientras que para

la Km sucedia lo contrario.

En general, estas variantes tuvieron una Km mas alta y valores de Vmax y kg, mas bajos
con respecto a la enzima silvestre (Tabla 12), reflejando una baja eficiencia catalitica
(kca/Km) para la hidrdlisis de pNP-fuc, utilizado como substrato. Estos datos son
consistentes con los que se obtuvieron durante el proceso de seleccion, donde estas
variantes mostraron tener una baja actividad hidrolitica sobre el X-fuc en placas de agar;
asi como cuando se realizaron ensayos con extractos crudos de E. coli utilizando como

substrato el mismo pNP-fuc (datos no mostrados). A su vez, los datos evidenciaban que
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la baja actividad detectada no era debida a una baja expresion de las variantes mutadas
en E. coli. Por lo tanto, todos estos resultados sugerian que el rendimiento de estas
variantes para la actividad de sintesis podria haber mejorado, ya que la pérdida parcial

de su actividad hidrolitica conllevaria, en teoria, una mejor actividad transferasa.

Tabla 12. Parametros cinéticos de los variantes de a-L-fucosidasa AlfB, comparado con
los valores de la AIfB silvestre.

Mutantes Z:g;%r?nc;llmg Kmn(MmM) Keat(s™) Keat/ Km(s*M™)
M15 1.76 £0.18 3.74 £ 0.65 2.25+0.23 610.57 + 73.03
M28 1.23+0.10 6.00 £ 0.69 1.57+0.14 263.46 + 8.87
M29 1.14 +0.08 4.20+0.94 1.45+0.10 355.71 + 56.47
M32 1.25+0.04 2.45 +£0.20 1.60 £ 0.05 654.38 + 32.51
M33 2.05+0.32 6.40 £+ 1.27 2.61+0.41 413.13 + 50.66
M40 1.54 +0.12 4.00 £0.54 1.97 £0.15 495.66 + 45.65
M41 1.11+0.22 2.56 + 0.64 1.42 +£0.28 562.82 + 39.55
M43 0.90 £0.13 3.45+0.58 1.15+0.16 337.59 + 25.97
M52 1.07 £0.07 7.91 £0.40 1.37 £0.09 174.24 £ 16.94
M54 1.63+0.15 2.45 +0.37 2.09+0.19 858.45 + 103.38
M58 0.34 £0.03 4.31+£0.70 0.43+£0.04 102.99 + 16.33
M60 0.48 £0.05 4.81 +£0.59 0.61 £0.07 128.30 £ 5.54
M69 2.10+£0.21 8.99+1.39 2.68 £0.27 282.75+42.33
M75 0.64 +£0.08 2.11 +£0.64 0.82+0.11 410.11 £ 94.36
M78 0.73+0.15 1.13+0.16 0.93+0.19 819.93 + 98.07
M79 0.86 £0.12 2.60 £ 0.45 1.10 £ 0.16 426.89 + 26.66
M92 2.35+0.29 4.85+0.86 3.00 £0.37 624.16 + 68.15
M95 0.61 +0.07 1.91+0.35 0.78 £0.08 421.14 £ 75.21
WT 3.32+£0.27 2.98 £0.70 4,24 +£0.35 1476.03 £ 356.76

4.3 Actividad de transfucosilacion de las variantes de la a-L-fucosidasa AlIfB

Las reacciones de transfucosilacion con las enzimas mutantes de la a-L-fucosidasa
AIfB (20U por reaccion), mostraron mejora en los rendimientos de sintesis del
disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc en diferentes niveles. De los 18 mutantes, 8 (M15, M28,
M29, M32, M33, M40, M52 y M92) tuvieron una actividad muy similar a la enzima
silvestre (rendimientos del 27-34%); otros 6 mutantes (M41, M43, M54, M60, M69 y
M95) mejoraron entre un 4 — 10% con respecto a la enzima silvestre, alcanzando un
maximo de 34 a 44% en rendimiento. Finalmente, los rendimientos mas altos se

lograron con los mutantes M78, M75, M79 y M58, cuyos valores maximos alcanzados
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fueron del 52, 55, 64 y 100% respectivamente (Tabla 13). El tiempo en el cual se
obtenia el maximo rendimiento vario entre 20-240 minutos, registrdndose el menor
tiempo (20 min) para la variante M54 y el méaximo (240 min) para M60. En la variante
M58, el cual es un triple mutante (N196S; V261M; N346K), su maximo rendimiento
(100%) en la actividad de transfucosilacion fue registrado a los 120 minutos (Tabla 13).
Ademas, se evidencio que ésta no presentaba actividad de hidrdlisis del producto, como
se pudo comprobar mediante el analisis por HPLC (Fig. 18).

Tabla 13. Rendimiento expresado en porcentaje en la actividad de transfucosilacion
para la sintesis de Fuc-a-1,3-GIcNAc con cada una de las variantes AIfB y la enzima
silvestre, indicando el tiempo (min) de la reaccién de transfucosilacion en el que se
consiguid el maximo rendimiento, asi como también se muestra el nimero y tipo de
mutaciones que cada uno de las variantes presenta.

Variantes o T|er_np0 Mutaciones
Rendimiento (%) (min)

M15 33 60 M1841
M28 34 240 K79R
M29 27 40 D175G
M32 34 40 M184K; Q342R
M33 30 60 T132K; A303T
M40 32 60 S149A
M41 38 40 V206M
M43 37 40 N168D
M52 33 240 F139L
M54 36 20 A249T; T264A
M58 100 120 N196S; V261M; N346K
M60 39 240 N168S
M69 44 120 M28K; E46K
M75 55 40 A273T
M78 52 40 L76l; V214M
M79 64 40 H226L
M92 34 60 F110I
M95 40 40 Y182C
WT 30 40 -

En negrilla se resalta los variantes con los que se obtuvo rendimientos superiores al
50%.

La alta actividad hidrolitica que presentan las a-L-fucosidasas, es el principal factor que
impide obtener altos rendimientos cuando son utilizadas en reacciones de
transfucosilacion para la sintesis de FUS. Sin embargo, de las variantes AIfB que

mostraron una baja actividad de hidrdlisis con el substrato pNP-fuc con respecto a la
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silvestre, no en todas se evidencié una mejora del rendimiento en la sintesis del
disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc (Tabla 12), reflejando de esta manera especificidades
distintas para cada uno de los substratos. Los cuatro mejores rendimientos obtenidos
con las variantes M78, M75, M79 y M58 (Tabla 12) se correlacionaron con los bajos
valores de ket (0,82; 0,93; 1,10 y 0,43 respectivamente) cuando se compararon con la
enzima silvestre (ke = 4,24) (Tabla 11). No obstante, la actividad de hidrolisis del
producto formado (Fuc-a-1,3-GIcNACc) se evidencid de mayor a menor grado en las
variantes M75, M78 y M79; sin apreciarse dicha actividad para la variante M58 (Fig.
18). Esto se reflejo en el alto rendimiento en la sintesis de este compuesto para esta

enzima.

100 —8— WT
M2
WM&
M43
20 + Meg
MTa
MTe
Ma5
il
Mg
M2
M33
I 40
M15
W41
M3z
M4
MTa
WM&z

1

Forcentaje

Prefrtodrrred

0 &0 120 180 240 300 350
Tiempo (min)

Figura 18. Representacion grafica de la actividad de transfucosilacion de los variantes
de AIfB. pNP-fuc se utilizd como substrato donador y GIcNAc como substrato aceptor.
El porcentaje de rendimiento se define como la cantidad de FUS producido respecto al
substrato donador (pNP-fuc).

5 Mutagénesis dirigida a partir de la variante M58 de la a-L-fucosidasa AlIfB

Para conocer si las tres mutaciones portadas por la enzima M58 estaban
implicadas en la alta actividad de transfucosilacion, se realizaron mutaciones dirigidas

encaminadas a obtener tanto mutantes sencillos como dobles en todas las
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combinaciones posibles. Los 6 nuevos mutantes obtenidos fueron denominados como
M1 (N196S), M2 (V261M), M3 (N346K), M1-2 (N196S; V261M), M1-3 (N196S;
N346K) y M2-3 (V261M; N346K). La obtencion de estos mutantes se realizé6 como se
describe en la seccion de materiales y métodos, logrando aislarse entre 5 y 10 mg de

enzima por purificacion.

kDa MW M1 M2 M3 M1l-2 M1-3 M2-3
90

60

45

30

Figura 19. Purificacion de proteinas mutantes AIfB. Anélisis de 5 pg de cada una de las
mutantes mediante SDS-PAGE vy tincién con azul de comassie. Los valores a la
izquierda corresponden a peso molecular (MW) de patrones de proteina. Todas las
proteinas migran como una Unica banda con el peso molecular esperado (47 kDa).

De las nuevas variantes generadas, las que presentaron una actividad hidrolitica méas
baja correspondieron a M1, M1-2 y M1-3, cuyos valores de k., fueron de 0.80, 0.77 y
0.36 respectivamente, siendo muy cercanos a los del triple mutante M58 (0.43). Las
variantes M3 (Kear: 2.24) y M2-3 (kcat: 3.9) reflejaron una actividad hidrolitica media,
cuando se compararon con M58 y la enzima silvestre (Tabla 14). Sin embargo, la
actividad especifica fue muy baja para casi todas las variantes, cuyos valores se
encontraban entre 0.25 y 2.25. Estos valores eran muy distantes del valor obtenido con
la enzima silvestre (29.5), siendo M2 la Unica variante con actividad especifica
relativamente alta, con un valor de 7.1 (Tabla 14). Por otro lado, con respecto al
pardmetro Km, en todas las variantes se observaron valores superiores a los de la
enzima silvestre (2.98 mM), menos en la variante M2, cuyo valor fue de 2.33 mM,

reflejando una alta afinidad por el substrato. Esto se manifestd en el hecho de que esta
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variante fuera la Unica que se comport6 de forma similar a la enzima silvestre en todos
los parametros cinéticos determinados; mientras que las demds variantes, se estarian
comportando como la enzima triple mutante M58. Esto sugeria que tanto la mutacion 1
(N196S) como la mutacion 3 (N346K) estarian afectando la actividad hidrolitica,
permitiendo de esta manera una alta actividad transferasa en reacciones de
transfucosilacion.

Los parametros cinéticos de estas nuevas variantes se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Pardmetros cinéticos de los variantes de M58 AIfB.

Viax(Mmol/mg Act. Esp. (umol

Mutantes prot/min) Kn(mM) Kea()  KealKin(s™M7) Fuc/mgprot/min)
M58 0.34 £0.03 431+£070 043+£0.04 102.99 + 16.33 0.25
M1 0.62 +0.06 3.43+058 0.80+0.80 241.06 + 60.96 0.77
M2 3.88 £0.96 233+0.88 496+1.22 2304.96 +£812.51 7.1
M3 1.75+0.69 569+1.46 2.24+0.89 43597 £+ 259.26 2.25
M1-2 0.60+0.14 550+048 0.77+0.17 122.63+10.78 0.59
M1-3 0.28+0.11 335+059 036+0.14 87.02 £ 16.876 0.29
M2-3 3.05+ 0.48 7.00+£047 3.90+0.61 609.28 + 41.03 2.15
silvestre 3.32+0.27 298+0.70 4.24+0.35 1476.03+ 356.76 29.5

Para determinar Vmax y Km se utiliz6 como substrato pNP-fuc
Para la actividad especifica se utilizé Fuc-a-1,3-GIcNAc

5.1 Actividad de transfucosilacion de los mutantes derivados de M58 AlfB

Las reacciones de sintesis de Fuc-a-1,3-GIcNAc con las nuevos variantes de AlfB
(M58) revelaron que la mutacién implicada en una alta actividad de transfucosilacion y
la falta de actividad hidrolitica, correspondia exclusivamente al cambio del residuo de
asparagina (N) por lisina (K) en posicion 346 (N346K) de la secuencia, presente en la
variante M3. Todas las variantes que contenian dicha mutacion (M3, M1-3, M2-3 y
M58), eran capaces de alcanzar el rendimiento maximo (100%), mientras que las que no
la contenian, como eran las variantes M1 y M1-2, solo alcanzaron rendimientos
maximos de 49 y 54% respectivamente. La variante M2 se comporté de forma muy
similar a la enzima silvestre (rendimiento del 30%) (Fig. 20), indicando que el cambio
del residuo de valina (V) por metionina (M) en la posicion 261 (V261M) no genero
ningun efecto con respecto al tipo silvestre, lo cual indica que este aminoacido no es

esencial para la actividad de transfucosilacion. El tiempo de reaccion hasta alcanzar el
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méaximo rendimiento fue de entre 20 y 60 minutos con cada una de las enzimas

mutantes y la de tipo silvestre (Figura 20).

—il 0
100 4 o —
—— WT
20 M523
— M1
= M2
ﬁ 80 —-— M3
—— M12
I:E - . —— M1-2
40 —n M23
R -0
20 4 o —_—
I] T T T T T T
0 a0 120 120 240 304 380

Tiempo (min)
Figura 20. Analisis de la actividad de transfucosilacion de los variantes de AlfB M58.
pNP-fuc se utiliz6 como substrato donador y GICNAc como substrato aceptor. El
porcentaje de rendimiento se define como la cantidad de FUS producido respecto al
substrato donador (pNP-fuc).

Por razones practicas, a pesar de que conociamos que la mutacion 3 (N346K) era la
Unica responsable del alto rendimiento en la actividad de transfucosilicacion, para
ensayos posteriores utilizamos la variante M58 (tres mutaciones) para la sintesis de Fuc-
a-1,3-GIcNAc. A pesar de que el rendimiento de esta enzima mutante fue del 100%, el
rendimiento en el producto final purificado fue de aproximadamente el 62%, lo que
significo una pérdida del 38% de la totalidad del disacérido sintetizado. Esta pérdida se
gener0 en el proceso de purificacion, ya que la falta de resolucién en la separacion de
Fuc-a-1,3-GIcNAc y GIcNAc, como se ha mencionado anteriormente, imposibilitd en
cierta medida obtener un mayor rendimiento del producto final en estado puro. Sin
embargo, la cantidad obtenida con esta enzima mutante fue 3 veces mayor que la que se
aislaba mediante la enzima silvestre, logrando producir aproximadamente 13 g/l; una

cantidad suficiente para realizar los ensayos de bioactividad posteriores.
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Discusion

El cuello de botella en la investigacion de los oligosacaridos de la leche humana
(OLH) se debe principalmente a la baja disponibilidad comercial de estos compuestos.
Por lo tanto, el gran interés en obtener suficientes cantidades de OLH para realizar
ensayos biologicos fue uno de los retos planteados en este trabajo, donde se evidencio
que la sintesis mediante actividad enzimatica es una buena alternativa para producir este
tipo de compuestos. En este trabajo se confirmé la eficiencia de las enzimas a-L-
fucosidasas de L. casei para sintetizar oligosacaridos fucosilados mediante actividad de
transfucosilacion. Este tipo de compuestos, los cuales se encuentran en una alta
proporcion en la leche materna humana, han evidenciado varios beneficios en la salud
de los recién nacidos (Smilowitz et al 2014). El uso de glicosidasas en la sintesis de
carbohidratos tiene la ventaja de proveer un perfecto control de la configuracién
anomérica y alta regioselectividad, esto permite conseguir el producto con la
selectividad deseada (Bojarova & Kren 2009) sin la necesidad de recurrir a la
proteccion y desproteccion de grupos reactivos, como ocurre en el proceso de sintesis
quimica (Jain & Matta 1992, Kameyama et al 1991), lo que hace que este Gltimo sea un
proceso costoso y de bajo rendimiento. Las a-L-fucosidasas provenientes de algunas
especies de hongos (Ajisaka et al 1998, Vetere et al 1997) y bacterias (Benesova et al
2015, Eneyskaya et al 2001, Osanjo et al 2007), asi como también de moluscos y
mamiferos (Berteau et al 2004) se han venido utilizando para la sintesis de compuestos
fucosilados mediante la actividad de transfucosilacion. Sin embargo, los rendimientos
alcanzados con estas enzimas en la mayoria de los casos han sido relativamente bajos
(5-35%) (Berteau et al 2004, Eneyskaya et al 2001); ademas la especificidad para
formar enlaces glicosidicos puede en ocasiones estar disminuida, llevando a la
obtencion de una mezcla de compuestos de todas las combinaciones posibles en una
misma reaccion, dificultando asi la purificacion (Osanjo et al 2007). La sintesis de los
disacaridos fucosil-a-1,3-GIcNAc y fucosil-a-1,6-GIcNAc mediante reacciones de
transfucosilacion a pequefia escala ya se habia demostrado previamente en nuestro
laboratorio, obteniendo rendimientos del 23 y 56% con las a-L-fucosidasas AIfB yAIfC
de L. casei, respectivamente (Rodriguez-Diaz et al 2013). El hecho de que no sea
posible conseguir un 100% de rendimiento en reacciones de transfucosilacion con este
tipo de enzimas, radica en que su funcion natural es hidrolizar los enlaces glicosidicos.

Por lo tanto, el producto de la sintesis es un substrato que puede ser hidrolizado.
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Con el fin de mejorar la actividad transferasa de estas enzimas la reaccion se debe
realizar bajo condiciones especiales tales como el uso de solventes orgéanicos en la
reaccion (Svensson & Thiem 1990) o la utilizacion de altas concentraciones de substrato
donador (Murata et al 1999). Por otro lado, el tipo de tampdn, pH y temperatura deben
ser los adecuados. En este trabajo, mediante el escalado a 1 ml en las reacciones de
transfucosilacion, bajo condiciones similares a las utilizadas por Rodriguez-Diaz et al
2013, se obtuvo una produccion de 4,2 mg/ml de fuc-a-1,3-GIcNAc y 9,3 mg/ml de fuc-
a-1,6-GIcNAc, utilizando las a-L-fucosidasas AlfB y AIfC, respectivamente. La sintesis
de FUS con estas dos enzimas presenta varias ventajas, que incluyen el provenir de una
bacteria probidtica, alcanzar un buen rendimiento en la sintesis y poseer una alta
regioselectividad y por lo tanto evitar la formacion de posibles isomeros, esto Gltimo
facilita la purificacion de los productos y los ensayos de su bioactividad.

Asi mismo, la a-L-fucosidasa AIfC resulté ser eficiente para la sintesis de otros
azucares en reacciones de transfucosilacion. Asi, cuando los aceptores eran glucosa,
galactosa y N,N’-diacetilquitobiosa se obtuvieron los disacaridos fucosil-glucosa y
fucosil-galactosa y el trisacarido fucosil-N,N’-diacetilchitobiosa con rendimientos de
19, 8 y 6.6%, respectivamente. Sorprendentemente esta enzima también fue capaz de
adicionar una L-fucosa al compuesto Asn-GIcNAc que actuaba como substrato aceptor
logrando de esta manera la formacion del glicoaminoacido Fuc-GIcNAc-Asn con un
rendimiento del 26%. Esto demuestra que esta enzima ademas de tener una alta
especificidad para la formacion de enlaces glicosidicos a-1,6 como ya se ha demostrado
anteriormente (Rodriguez-Diaz et al 2013) y confirmado también aqui; puede actuar con
diferentes tipos de substratos aceptores dando lugar a la formacién de distintos
compuestos fucosilados. La razon por la cual esta enzima presenta una alta
regioselectividad para distintos substratos aceptores muy probablemente se deba a la
flexibilidad de las constricciones topologicas que esta podria presentar dentro o cerca de
su sitio activo. Una colaboracion con el Grupo de Cristalografia de Macromoléculas
(Dr. Alberto Marina, Instituto de Investigaciones Biomédicas de Valencia, CSIC) ha
llevado a la resolucion de la estructura tridimensional del enzima AIfC. Los analisis
cristalograficos de esta enzima han permitido observar algunos ensanchamientos de area
dentro del centro catalitico (anexo 2), indicando que esta caracteristica muy
probablemente es la que permite la entrada y acoplamiento de diferentes tipos de

substratos. Estos resultados sugieren la posibilidad de explotar estas enzimas en la
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sintesis de diferentes tipos de compuestos con aplicacion potencial en la industria
alimentaria, farmacéutica y biotecnolégica. En este trabajo se demostré que las
reacciones de transglicosilacion con las a-L-fucosidasas AIfB y AIfC pueden ser
eficientemente escaladas y los compuestos fucosilados producidos pueden ser

purificados.

El rendimiento de transfucosilacion conseguido con la a-L-fucosidasa AIfB fue del
29%, el cual es similar al de otras a-L-fucosidasas silvestres descritas anteriormente
(Berteau et al 2004, Osanjo et al 2007). En los ultimos afios, se han alcanzado avances
substanciales en el campo de la ingenieria de enzimas para mejorar o alterar su actividad
catalitica y especificidad de substrato bajo diferentes estrategias, permitiendo asi un
mejor rendimiento en la sintesis de compuestos importantes para la industria
farmacéutica, quimica y agricola (Hancock et al 2006). Dichas estrategias, generalmente
usan la informacion estructural de las enzimas, tales como los datos de las estructuras
cristalizadas o datos obtenidos a partir de modelos de homologia, que permiten
identificar residuos especificos que puedan ser mutados y de esta manera mejorar su
actividad. Diferente a estas estrategias, la evolucion dirigida no se basa en el
entendimiento detallado de la relacion entre la estructura de la enzima y su funcion; mas
bien, ésta se basa en los principios darwinianos de mutacion y seleccion (Johannes &
Zhao 2006). Ultimamente, la evolucion dirigida se ha convertido en una herramienta
poderosa para la adaptacién de varias funciones de las enzimas tales como
especificidad, actividad, estabilidad y solubilidad (Johannes & Zhao 2006). Estrategias
de mutagénesis al azar y evolucién dirigida han sido usadas en la generacion de enzimas
alteradas para diversas aplicaciones industriales (Cherry & Fidantsef 2003, Panke &
Wubbolts 2005).

Las variantes de AlfB conseguidas en este trabajo mediante la estrategia de mutagénesis
al azar, evidenciaron una pérdida de actividad hidrolitica, y la mayoria reflejaron una
mejor actividad transferasa con respecto a la enzima silvestre. El analisis de los
parametros cinéticos sugiere que la ganancia de la actividad transfucosidasa se
correlaciona negativamente con la actividad hidrolitica. Por ejemplo, en el mutante
M58, cuyo rendimiento en la actividad de transfucosilacion fue de un 100% para la
sintesis de fuc-a-1,3GIcNACc; la actividad de hidrélisis disminuydé mas de 100 veces
para este mismo disacarido comparado con la enzima silvestre (Tabla 14). Aunque es

dificil tener un entendimiento claro de los mecanismos que llevan a la actividad
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hidrolitica reducida de las variantes obtenidas, los resultados observados con una
sialidasa de Tripanosoma cruzi sugieren que dicha actividad reducida podria estar
asociada a un aumento en la duracion de la interaccion enzima-substrato, confiriendo asi
una mayor estabilizacion de los intermediarios covalentes (Amaya et al 2004). Sin
embargo, en algunas de las variantes (M32, M41, M54, M75, M78, M79 y M95)
aunque se mejoraron las actividades de transfucosilacion, los valores de Km para pNP-
fuc fueron igual o mas bajos que los obtenidos con la enzima silvestre, sugiriendo que la
alta actividad transferasa no siempre esta determinada por un alto valor de Km.
Interesantemente, se observd que los valores bajos de kcat para pNP-fuc (Tabla 12) de
las variantes se correlacionan con una mejora en la actividad de transfucosilacion (Fig.
18), lo cual indica que las mutaciones en estas variantes estarian afectando algunas
interacciones enzima-substrato que podrian ser esenciales para la actividad hidrolitica.
Modelos moleculares sugieren que determinadas mutaciones pueden causar
reorientacion en los aminoécidos que estan en contacto directo con los substratos
resultando en una mejor energia de acoplamiento y por lo tanto en una alta actividad

transferasa (Osanjo et al 2007).

Las 6 nuevas variantes (M1, M2, M3, M1-2, M1-3 y M2-3) generadas por mutagénesis
dirigida a partir del variante M58, que presenta 3 sustituciones puntuales (N196S;
V261M; N346K), nos permitieron determinar que la mutacion N346K es la responsable
de la alta actividad de transfucosilacién (Fig. 20). Dado que los parametros cinéticos
(Tabla 14) de todas estas variantes, excepto M2 indicaban un comportamiento similar a
la variante parental (M58), pensamos en un principio que al menos dos mutaciones (M1
y M3) estarian involucradas en la alta actividad transferasa, la cual se efectuaria
mediante una accion sinérgica. Sin embargo, aunque la mutacion 1 (M1; N196S) mostro
un efecto mejorado en la actividad transfucosidasa (49% de rendimiento), solamente las
enzimas que contenian la mutacién 3 (M3, M1-3 y M2-3) fueron capaces de sintetizar el
disacéarido fuc-a-1,3-GIcNAc con un 100% de rendimiento (Fig. 20), sugiriendo que no
hay ningan efecto sinérgico en la actividad de transfucosilacion y que el alto
rendimiento se debe solamente a la mutacion N346K. Por lo tanto, se puede pensar que
este Unico cambio estaria afectando de alguna manera la interaccion enzima-substrato,
llevando asi a la mejora de dicha actividad sin la subsecuente hidrolisis del producto

sintetizado como se puede observar en la Fig. 20.
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Los estudios de cristalografia de AlIfB (Dr. Alberto Marina, Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Valencia, CSIC) han mostrado que tanto la mutacion 1 (N196S) como la
mutacion 3 (N346K) se encuentran relativamente cerca del sitio activo de la proteina,
que se encuentra en forma tetramérica. La mutacion 2 (V261M) esta méas distante de
esta region catalitica (anexo 1), evidenciando asi para esta Ultima el efecto nulo en la
mejora de la actividad transfucosidasa, cuyo rendimiento fue similar al de la enzima
silvestre (Fig. 20). Entre tanto, la mutacion N196S (M1), dada su proximidad estaria
afectando parcialmente a uno de los residuos cataliticos (Aspl66) (anexo 1), cuya
funcién es intervenir en la formacion del intermediario covalente enzima-glicosil,
permitiendo finalmente la sintesis o hidrdlisis (dependiendo de las moléculas aceptoras
disponibles) de un determinado azUcar (McCarter & Withers 1994). Por lo tanto, el
hecho de que esta mutacion permita un rendimiento hasta del 49% en la actividad de
transfucosilacion (Fig. 20) se debe probablemente a que para la serina, por ser un
aminoacido mas pequefio que la asparagina, las interaciones serian menores con el
residuo catalitico (Aspl166) o con otros aminoacidos cercanos al centro activo que

comprometerian la alta actividad hidrolitica, lo cual favoreceria la reaccién de sintesis.

Sorprendentemente, aunque la mutacion 3 (N346K) se encuentra en una posicion
adyacente al centro activo de una subunidad contigua, la proximidad con éste es
mediante la entrada de un loop, sin evidenciarse ningun tipo de contacto con los
residuos cataliticos como ocurre con la mutacion N196S. (anexo 1). Aunque el
mecanismo de la alta actividad transferasa del mutante N346K aln no se conoce, se
puede postular que dicha mutacién estaria afectando la forma estructural del loop, el
cual funcionaria como una “puerta” de entrada de substratos. Por lo tanto, el cambio de
la forma estructural de este loop muy probablemente conlleva una pérdida de afinidad
por fuc-a-1,3-GIcNAc y no por el pNP-fuc, lo cual evitaria que este disacarido vuelva a
entrar al sitio activo una vez se haya sintetizado y sea hidrolizado nuevamente,
aumentando el rendimiento. Estudios estructurales adicionales son necesarios para

validar esta hipotesis.
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Determinacion de las propiedades bioactivas de los fucosil-oligosacaridos (FUS)
1  Potencial prebiotico

1.1 Fermentacion de disacaridos fucosil-N-acetilglucosamina por cepas de

Lactobacillus

El andlisis de la secuencia del genoma de lactobacilos ha revelado que los genes
que codifican para a-L-fucosidasas estan presentes mayoritariamente en el grupo L.
casei/paracasei/rhamnosus. Por lo tanto, con el fin de ensayar la capacidad de varias
cepas de estas especies en utilizar disacéridos fucosil-N-acetilglucosamina como fuente
de carbono, se determind el patron de crecimiento en medio MRS suplementado con
Fuc-a-1,3-GIcNAc o Fuc-a-1,6-GIcNAc sintetizados en el capitulo | de esta Tesis.
También se evaluaron dos cepas de Lactobacillus zeae (Tabla 2), la cual es una especie
filogenéticamente cercana a ese grupo de lactobacilos, y una cepa de Lactobacillus
plantarum (Tabla 2), cuyo genoma no contiene genes para o-L-fucosidasas. Los
resultados revelaron que 6 de las 11 cepas de L. casei evaluadas fueron capaces de
fermentar Fuc-o-1,3-GIcNAc (Fig. 21), incluyendo la cepa BL23, para la cual, la
habilidad de fermentar este carbohidrato ya se habia demostrado previamente
(Rodriguez-Diaz et al 2012), por lo que fue utilizada como control positivo en estos
experimentos. La cepa BL93 de L. casei mostrd una baja tasa de crecimiento en ese
disacérido (0,035 h™), aunque superior a la del control sin fuente de carbohidrato (0,028
h™). Solo la cepa BL87 de L. casei, fue capaz de metabolizar Fuc-a-1,6-GIcNAc, con
una tasa de crecimiento (0,042 h™) més baja que la obtenida para esta cepa con Fuc-o-
1,3-GIcNAc (0,073 h™). Las cepas BL358 y BL377 de L. rhamnosus crecieron
utilizando Fuc-a-1,3-GIcNACc, y la cepa BL327 de esta misma especie crecio con Fuc-o-
1,6-GIcNAc como fuente de carbono (Fig. 22). No se observaron diferencias en el
crecimiento para el resto de las cepas evaluadas en presencia de los fucosil-disacaridos

con respecto a los controles de cultivo sin fuente de carbono.
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Figura 21. Curvas de crecimiento de cepas de Lactobacillus casei. Los cultivos se
realizaron en medio MRS basal sin ninguna fuente de carbono (cuadrados), con fuc-a-
1,3-GIcNACc (circulos) o fuc-a-1,6-GIcNAc (tridngulos) como Unica fuente de carbono.
L. casei (BL23) se utilizo6 como control positivo de crecimiento. Los valores
presentados son los valores promedio de tres replicas. Las barras de error indican las

desviaciones estandar.
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Figura 22. Curvas de crecimiento de cepas de Lactobacillus rhamnosus. Los cultivos se
realizaron en medio MRS basal sin ninguna fuente de carbono (cuadrados), con fuc-a-
1,3-GIcNACc (circulos) o fuc-a-1,6-GIcNAc (tridngulos) como Unica fuente de carbono.
Los valores presentados son los valores promedio de tres réplicas. Las barras de error

indican las desviaciones estandar.
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En las cepas restantes, correspondiendo a L. rhamnosus (BL1, BL2 y BL3), L. casei
(BL28, BL82, BL83, BL90 y BL94), L. zeae (BL95 y BL257), L. paracasei (BL133) y
L. plantarum (BL166) no se evidencid crecimiento con ninguno de los dos disacaridos

(Fig. 23).
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Figura 23. Curvas de crecimiento de cepas de Lactobacillus que no utilizaron ninguno
de los disacaridos. Los cultivos se realzaron en medio MRS basal sin ninguna fuente de
carbono (cuadrados), con fuc-a-1,3-GIcNAc (circulos) o fuc-a-1,6-GIcNAc (triangulos)
como Unica fuente de carbono. Los valores presentados son los valores promedio de tres
réplicas. Las barras de error indican las desviaciones estandar.
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1.2 Fermentacion de disacaridos fucosil-N-acetilglucosamina por cepas de

Bifidobacterium

Con el fin de determinar la capacidad de las especies de Bifidobacterium para
utilizar disacaridos fucosil-N-acetilglucosamina como fuente de carbono, se analiz6 su
crecimiento en medio MRS basal suplemementado con 8 mM de Fuc-a-1,3-GIcNAc o
Fuc-a-1,6-GIcNAc. La utilizacion de estas fuentes de carbono se determind por la
disminucion del pH de los sobrenadantes del cultivo como consecuencia de la
fermentacion (Tabla 15). No se observo ningln crecimiento para ninguna de las cepas
evaluadas en los controles de cultivo sin fuente de carbohidratos, cuyos valores de pH
oscilaron entre 6.69 y 6.93. Las cepas de Bifidobacterium breve y Bifidobacterium
pseudocatenulatum fueron capaces de fermentar Fuc-a-1,3-GIcNAc, como se muestra

por la disminucion de pH en los sobrenadantes de cultivo (Tabla 15).

Tabla 15. Valores de pH de sobrenadantes de cultivo de cepas de Bifidobacterium. Los
cultivos se realizaron en MRS basal suplementado con carbohidratos a 8 mM

Sin Fuc-a-1,3- Fuc-a-1,6-

Especies azucar GIcNAc GIcNAc  GIcNAc  L-fucosa Glucosa
B. breve 6.71 5.65 6.55 5.72 6.49 5.61
B. bifidum 6.81 6.74 6.54 6.86 6.82 6.36
B. longum 6.73 6.93 6.5 6.61 6.55 5.77
B. angulatum 6.72 6.68 6.52 6.76 6.76 6.11
B.

pseudocatenulatum  6.69 5.72 6.45 5.83 6.54 5.63
B. gallicum 6.9 6.72 6.51 6.76 6.78 5.72
B. adolescentis 6.74 6.95 6.52 6.78 6.78 6.12
B. animalis subsp.

Lactis 6.93 6.69 6.58 6.83 6.82 5.52

Los valores en negrilla corresponden a los resultados de crecimiento positivos
(acidificacion).

1.3 Analisis de azlcares en los sobrenadantes de los medios de cultivo

Para confirmar que Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc eran fermentados por
las cepas de Lactobacillus anteriormente descritas, se analizaron los sobrenadantes de
los cultivos y se determiné el contenido de azucares. Se encontré L-fucosa en los
sobrenadantes de las cepas de L. casei, BL23, BL32, BL86, BL87, BL91 y BL93
cultivadas en presencia de Fuc-a-1,3-GIcNAc, asi como también en los sobrenadantes
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de las cepas BL87 y BL327 pertenecientes a L. casei y L. rhamnosus, respectivamente,
cultivadas en Fuc-a-1,6-GIcNAc. Estos hallazgos estan de acuerdo con la incapacidad
de estas cepas para fermentar L-fucosa en medio MRS conteniendo 0.5% de este azucar
(datos no mostrados). Adicionalmente, estos resultados sugerian que los fucosil-
disacaridos eran probablemente transportados, hidrolizados y la L-fucosa resultante era
excretada al medio extracelular. Sin embargo, la L-fucosa no fue encontrada en los
sobrenadantes de cultivo de las cepas BL358 y BL377 de L. rhamnosus cultivadas en
Fuc-a-1,3-GIcNACc, indicando que ambos disacaridos constituyentes, GICNAc y L-
fucosa, fueron metabolizados. Esto concuerda con la capacidad de estas cepas de crecer
en medio MRS con L-fucosa como fuente de carbono, asi como también con la
presencia de un operén fuc en la cepa BL377, involucrado en el metabolismo de esta

hexosa como se describe en el capitulo I11 de este trabajo.

En Bifidobacterium, L-fucosa también fue encontrada en el sobrenadante de las cepas
BL217 y BL334 de B. breve y B. pseudocatenulatum, las cuales habian logrado
acidificar el medio (Tabla 15) cuando fueron cultivadas en presencia de Fuc-a-1,3-
GlcNAc. Esto sugiere que el disacarido fue hidrolizado por una a-L-fucosidasa y solo la
porcion de GIcNAc fue metabolizada. Esto estaba de acuerdo con el crecimiento de

ambas cepas en GICNAc pero no en L-fucosa como fuentes de carbono (Tabla 15).

En el andlisis de los sobrenadantes de las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium en
las que no se evidencio crecimiento en presencia de los disacaridos Fuc-a-1,3-GIcNAc y
Fuc-a-1,6-GIcNAc (Tabla 15), no se detecté L-fucosa pero si los disacaridos; lo que
permitid corroborar la ineficacia absoluta de su utilizacion como fuente de carbono bajo

las condiciones ensayadas.

El anélisis se realizd6 mediante la determinacion de presencia (1) o ausencia (0) de los
azucares (Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNACc) con los que se habia cultivado cada
una de las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, asi como también presencia o
ausencia de sus componentes (L-fucosa y GIcNAc) (Tabla 16).

Aunque en la mayoria de los sobrenadantes de las cepas que crecieron en presencia de
Fuc-a-1,3-GIcNAc se detectaba solamente L-fucosa; en el sobrenadante de la cepa
BL93 de L. casei, se detectd tanto L-fucosa como Fuc-a-1,3-GIcNAc (Tabla 16),
indicando que este disacérido estaba siendo parcialmente metabolizado, lo cual se

reflejaba en el bajo crecimiento (ODssp = 0.45) (Fig. 21). Un caso similar ocurrié con
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los sobrenadantes de las cepas BL87 (L. casei) y BL327 (L. rhamnosus) cultivadas en
presencia de Fuc-a-1,6-GIcNAc, detectandose tanto L-fucosa como el disacarido (Tabla
16), lo cual también se reflejo en un bajo crecimiento (ODssp = 0.40 y 0.5

respectivamente).

Tabla 16. Presencia de azlcares en los sobrenadantes de los medios de cultivo. El
analisis se realizo tras el crecimiento con los disacaridos Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-o-
1,6-GIcNACc

Género Cepa Fuc-a-1,3-GIcNAC Fuc-a-1,6-GIcNAC
Fuc GIcNAc F3 Fuc GIcNAc F6

BL1 0 0 1 0 0 1

BL2 0 0 1 0 0 1

BL3 0 0 1 0 0 1

BL23 1 0 0 0 0 1

BL28 0 0 1 0 0 1

BL32 1 0 0 0 0 1

BL82 0 0 1 0 0 1

BL83 0 0 1 0 0 1

BL86 1 0 0 0 0 1

BL87 1 0 0 1 0 1

Lactobacillus BL90 0 0 1 0 0 1
BL91 1 0 0 0 0 1

BL93 1 0 1 0 0 1

BL94 0 0 1 0 0 1

BL95 0 0 1 0 0 1

BL133 0 0 1 0 0 1

BL166 0 0 1 0 0 1

BL358 0 0 0 0 0 1

BL257 0 0 1 0 0 1

BL327 1 0 0 1 0 1

BL377 0 0 0 0 0 1

BL217 1 0 0 0 0 1

BL331 0 0 1 0 0 1

BL333 0 0 1 0 0 1

. . BL334 1 0 0 0 0 1
Bifidobacterium BL336 0 0 1 0 0 1
BL360 0 0 1 0 0 1

BL335 0 0 1 0 0 1

BL330 0 0 1 0 0 1

Presencia (1); ausencia (0)

Subrayado y en negrilla se resalta las cepas que metabolizaron los disacaridos (Fuc-a-
1,3-GIcNAc o Fuc-a-1,6-GIcNACc) de forma parcial.

Fuc = L-fucosa; GIcNAc = N-acetilglucosamina; F3 = Fuc-a-1,3-GIcNAc y F6 = Fuc-a-
1,6-GIcNAc.
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2  Presencia de genes homologos para alfB y alfC en cepas de Lactobacillus

Previamente se habia demostrado que la capacidad de L. casei BL23 para
fermentar Fuc-a-1,3-GlcNAc estaba asociada con la actividad de la a-L-fucosidasa
AIfB codificada por el gen alfB (Rodriguez-Diaz et al 2012). Para determinar si las
demas cepas de Lactobacillus que metabolizan Fuc-a-1,3-GIcNAc también contienen
un homologo para el gen alfB, se realiz6 un analisis por Southern blot (Fig. 24a). Los
resultados mostraron que todas las cepas de L. casei (BL32, BL86, BL87, BL91 y
BL93) y cepas de L. rhamnosus (BL358 y BL377) que crecen en presencia de ese
disacarido presentaron sefiales de hibridacion, sugiriendo que en estas cepas el
metabolismo de Fuc-a-1,3-GlcNAc también depende de una a-L-fucosidasa homologa a
AIfB. Curiosamente, aunque la cepa BL257 de L. zeae no crece en la presencia de Fuc-
a-1,3-GIcNAc, mostré una banda de hibridacion, sugiriendo que en esta cepa el

homdlogo de alfB no es funcional o alguna otra etapa metabodlica puede estar truncada.

La a-L-fucosidasa AIfC aislada de L. casei BL23 mostré una actividad especifica alta
en la hidrdlisis de Fuc-a-1,6-GIcNAc (Rodriguez-Diaz et al 2011), aunque esta cepay la
mayoria de las cepas evaluadas anteriormente no pueden crecer usando este
carbohidrato como fuente de carbono. La presencia de genes homoélogos de alfC se
analizo en cepas de Lactobacillus, y los resultados mostraron que la sonda del gen alfC
de L. casei BL23 hibridé con el DNA cromosomal de 8 de las 10 cepas de L. casei y de
4 de las 6 cepas de L. rhamnosus (Fig. 24b), sugiriendo que las enzimas relacionadas
con AIfC estan ampliamente distribuidas entre estas dos especies. Las cepas BL87 de L.
casei y BL327 de L. rhamnosus, las cuales dieron positivo en la hibridacién, indicando
que contienen un gen homologo a alfC, mostraron la capacidad para metabolizar el
disacarido Fuc-a-1,6-GIcNAc aunque con baja eficiencia. Sin embargo, el resto de las
cepas de Lactobacillus que contienen un gen homélogo para alfC no crecieron en
presencia de Fuc-a-1,6-GIcNAc, sugiriendo inicialmente que este azlcar no es el
substrato natural de AIfC, o que el gen alfC y/u otros genes necesarios (por ejemplo:
genes que codifican para proteinas transportadoras) no son expresados, o que, en las
condiciones fisioldgicas evaluadas, estas cepas no eran capaz de utilizar este disacarido.

Todas estas cuestiones son discutidas en el capitulo IV de esta Tesis.
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Figura 24. Analisis por Southern blot. El analisis se realiz6 con el DNA genémico
digerido con EcoRI de las cepas de Lactobacillus rhamosus (BL1, BL2, BL3, BL327,
BL358, BL377), cepas de Lactobacillus casei (BL23, BL28, BL32, BL82, BL83, BL86,
BL87, BL90, BL91, BL93, BL94), cepas de Lactobacillus zeae (BL95, BL257), cepa
de Lactobacillus paracasei (BL133) y cepa de Lactobacillus plantarum (BL166). Un
fragmento de DNA correspondiendo a alfB (a) o alfC (b) de la cepa de Lactobacillus
casei BL23 fue usado como sonda. EI DNA gendmico de esta cepa fue usado como
control positivo. Los numeros en la izquierda indican el tamafio en kb de los fragmentos
de DNA de la cepa BL23.

3 Inhibicion de la adherencia de bacterias enteropatogenas E. coli (EPEC) por

disacaridos fucosil-N-acetilglucosamina

Los fucosil-disacaridos sintetizados y purificados aqui (Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-
a-1,6-GIcNAc) y sus componentes monosacaridos, GICNAc y L-fucosa, fueron
ensayados para determinar su capacidad de inhibir la adhesién de bacterias EPEC a la
linea celular epitelial humana HT-29. Ambos fucosil-disacaridos forman parte de los
glicoconjugados de la mucosa y la leche humana; por lo tanto, cinco cepas EPEC con
diferentes serotipos y aisladas de infantes con gastroenteritis (Tabla 3) fueron escogidas
para probar el potencial anti-adhesivo. Adicionalmente también se ensayé la cepa tipo
E. coli (CECT 515), la cual es un enteropatdégeno de pollos, evidenciandose que su
adherencia no fue afectada por ninguno de los cuatro carbohidratos probados (Fig. 25).

Como control (100% de adhesién) se utilizO PBS sin carbohidratos afiadidos. Los
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resultados mostraron que ambos fucosil-disacaridos inhibieron la adhesion de ciertas
cepas EPEC en diferentes grados a las células HT-29, mientras que la union de otras
cepas EPEC no fue inhibida (Fig. 25), aunque para la mayoria de los casos la inhibicién
no fue estadisticamente significativa. Notablemente, se pudo apreciar que la adherencia
de la cepa CECT 816 a las células HT-29 si fue significativamente inhibida por Fuc-a-
1,6-GIcNACc (Inhibicion de 66.8% + 12.2%, P = 0.011). Ademas, la unién de esta cepa
también fue inhibida por Fuc-a-1,3-GIcNAc, aunque en este caso el valor no fue
estadisticamente significativo (inhibicion de 23.5% * 4.6%, P = 0.072) (Tabla 17). La
disminucion de la adhesidn tampoco fue significativa para la cepa CECT 352, aunque si
se observd que dicha adhesion fue afectada por ambos fucosil-disacéaridos y por sus
constituyentes monosacaridos, GIcCNAc y L-fucosa (Fig. 25). El carbohidrato con la mas
alta inhibicion para esta cepa (CECT 352) fue el Fuc-o-1,6-GIcNAc (inhibicion de
64.2% + 10.1%, P = 0.095) (Tabla 17, Fig. 25).

Tabla 17. Porcentaje de inhibicién con cada uno de los FUS y sus componentes

% de inhibicion de adhesion para cada cepa EPEC

FUSy
Componentes CECT515 CECT352 CECT727 CECT729 CECT816 CECTB817
fuc-0-1.3-GIcNAC 0 52+14  62%9 0 24+5 24+ 20
fuc-a-16-GlcNAc ~ 7%24 6410  59%17  29%15 6712 2230
GIcNAG 0 53110 0 0 351+ 16 0
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Figura 25. Inhibicion de la adhesion de bacterias EPEC. Adherencia de las cepas de
Escherichia coli CECT 515, CECT 352, CECT 727, CECT 729, CECT 816 Y CECT
817 a las células HT29 en presencia de Fuc-o-1,3-GIcNAc (F3), Fuc-a-1,6-GIcNACc
(F6), GIcNAc (Nag) o L-fucosa (Fuc) a 1 mM. C indica el control en la ausencia de
carbohidratos. Los datos se determinaron por recuento en placa de unidades formadoras
de colonia (UFC). Los datos representados son los valores medios basados en al menos
tres réplicas independientes. Las barras indican los errores estandar. Los valores de las
diferencias significativas (P < 0.1) entre cada carbohidrato y el control se muestran con
un asterisco.

Estos resultados demuestran que hay una tendencia a la inhibicion de unién de cepas
EPEC con Fuc-a-1,3-GIcNAc y dicha tendencia fue mucho més marcada con Fuc-a-
1,6-GIcNAc, evidenciando una inhibicion de la adhesion principalmente de la cepa
CECT 816, la cual fue estadisticamente significativa. Dado que el efecto anti-adhesivo
de estos dos disacaridos, asi como el de sus monosacaridos constituyentes (L-fucosa y
GIcNAc) se dio a distintos niveles, es probable que tanto su estructura como su

composicidn sean determinantes para la inhibicion.

La inhibicion de la union fue también observada por visualizacion mediante
microscopia de fluorescencia de las bacterias adheridas al cultivo celular (Fig. 26a). Las
bacterias de la cepa CECT 352 adheridas a las células humanas HT-29 eran observadas
en ausencia del disacarido fuc-a-1,6-GICNAc, mientras que en presencia de este azlcar
fue evidente la inhibicion (Fig. 26b), lo cual corrobora los resultados anteriores.
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Figura 26. Inhibicion de la adhesion de la cepa CECT 352 detectada por FISH.
Adherencia de la cepa de Escherichia coli enteropatogénica CECT 352 a las células
HT29 en la ausencia de fucosil-disacaridos (a) y en la presencia de 1 mM de Fuc-a-1,6-
GIcNACc (b). Las células bacterianas (rojo) fueron detectadas por FISH y los nucleos de
las HT29 fueron tefiidos con DAPI (azul). Objetico 40x; escala bar 20 pm.
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Discusion

Los glicanos de la leche humana, los cuales incluyen oligosacaridos libres,
glicoproteinas y glicolipidos, se estdn proponiendo como los principales promotores del
desarrollo de la microbiota intestinal infantil. Estos glicanos pueden actuar como
prebioticos, contribuyendo al crecimiento de bacterias beneficiosas, y como anti-
adhesinas protegiendo contra patogenos infecciosos (De Leoz et al 2015, Liu &
Newburg 2013, Newburg 2013). Més del 50% de los oligosacaridos de la leche humana
(OLH) son fucosilados (Bode 2012) y la L-fucosa es ademas uno de los monosacaridos
mas abundantes en las glicoproteinas y glicolipidos de la mucosa intestinal. Ademas,
muchas vias de sefializacion celular son mediadas por oligosacaridos ligandos de la
superficie de las células que contienen L-fucosa en el extremo terminal (Levander et al
2009). A pesar de la importancia de la L-fucosa en la ecologia microbiana del tracto
gastrointestinal, los lactobacilos tienen una capacidad limitada para usar compuestos
fucosilados. Dos de los principales OLH fucosilados presentes en la leche humana, 2’-
fucosillactosa y 3’-fucosillactosa, no son fermentados por especies de L. casei y L.
rhamnosus. Por otro lado, Lactobacillus delbrueckii mostré un leve crecimiento en
presencia de estos carbohidratos y una débil actividad fucosidasa (Rodriguez-Diaz et al
2012, Yu et al 2013b). Estos resultados son consistentes con la baja capacidad de las
especies de Lactobacillus para crecer usando los OLH totales (Underwood et al 2014,
Ward et al 2006). En este capitulo se analiz6 el potencial prebiotico y el efecto anti-
adhesivo de dos fucosil-disacéridos, los cuales fueron sintetizados en nuestro
laboratorio como se describe en el capitulo | de esta Tesis. El disacarido Fuc-a-1,3-
GIcNAc forma parte de muchos oligosacaridos de la leche humana, ya sea de forma
libre 0 como glicoconjugados de proteinas, y el Fuc-a-1,6-GIcNAc forma parte de los
N-glicanos presentes en la mucosa humana y en glicoproteinas de la leche (De Leoz et
al 2015, Garrido et al 2013). Estos disacaridos pueden ser quimicamente sintetizados
con un coste muy alto para cantidades del orden de miligramos, lo cual limita la
investigacion acerca de su funcionalidad y su eventual aplicacion. Por lo tanto la sintesis
enzimatica eficiente, como se describe en el capitulo | de esta Tesis, ofrece la
posibilidad de obtener suficientes cantidades para llevar a cabo ensayos bioquimicos y

microbiologicos.
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En nuestro laboratorio se ha demostrado anteriormente que la bacteria probidtica L.
casei BL23 puede utilizar Fuc-a-1,3-GIcNAc como carbohidrato fermentable
(Rodriguez-Diaz et al 2012). Curiosamente, la L-fucosa se excreta al medio de cultivo,
metabolizandose unicamente la GIcNAc. La reaccion de hidrolisis de fuc-a-1,3-GIcNAc
ha de producirse intracelularmente, ya que AIfB es una enzima no secretada y L. casei
BL23 tiene genes que codifican transportadores implicados en la internalizacion de este
disacarido (Rodriguez-Diaz et al 2012). Ocho de las 17 cepas de L. casei y L.
rhamnosus que se ensayaron aqui, fueron capaces de crecer en presencia de Fuc-a-1,3-
GIcNAc, lo que estaria de acuerdo con la presencia de genes homoélogos que codifican
para la a-L-fucosidasa AIfB. Sin embargo, la presencia de genes que codifican para la
a-L-fucosidasa AIfC, la cual mostrd una alta especificidad in vitro por Fuc-o-1,6-
GIcNAc (Rodriguez-Diaz et al 2011), no fue suficiente para el catabolismo de este
carbohidrato en la mayoria de las cepas que se probaron. Un analisis del genoma de la
cepa BL23 alrededor de los genes alfH (codificando una putativa permeasa) y alfC
(codificando para la a-L-fucosidasa C, AIfC) mostr6 que de forma divergente a ellos se
encuentran genes que codifican para un regulador transcripcional, para una putativa
quinasa y tres genes que codifican para tres hipotéticas enzimas respectivamente. Estas
ultimas implicadas en el metab6lismo de aminoécidos, incluyendo una putativa
glicosilasparaginasa. El disacarido Fuc-o-1,6-GIcNAc se encuentra unido a asparagina
en la estructura basica N-glicano de glicoproteinas (Hagglund et al 2007). Por tanto,
cabria suponer que la actividad de este regulador y las enzimas catabdlicas que se
encuentran en este cluster estarian involucradas en el metabolismo de componentes
glicoproteicos. Este supuesto se estudiara en el capitulo IV de esta Tesis Doctoral.
Ademas de las a-L-fucosidasas, L. casei también expresa una p-galactosidasa especifica
que cataboliza estructuras basicas de lacto-N-biosa y galacto-N-biosa que se encuentran
en los glicoconjugados de las mucosas y la leche humana (Bidart et al 2014). Esto
sugiere que las especies de L. casei tienen las herramientas metabolicas necesarias para
aprovechar muchos carbohidratos que provienen tanto de la dieta como del epitelio
intestinal, permitiéndole finalmente una mejor supervivencia y desarrollo en el tracto

intestinal infantil.

Curiosamente, a diferencia de las cepas de L. casei, las cepas de L. rhamnosus GG y
HNO1 (BL377 y BL358 respectivamente), mostraron la capacidad para la utilizacion del

disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc completo (Fig. 22), metabolizando tanto la L-fucosa
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como la GIcNAc, por lo que estas cepas dispondrian de la maquinaria enzimatica
necesaria para el metabolismo de estos dos componentes. Aunque L. rhamnosus GG
(LGG) es una de las especies de Lactobacillus mas documentada y comercializada
como probiotico (Douillard et al 2013) no se han encontrado trabajos en la literatura que
describan la utilizacion de compuestos fucosilados. Tan solo en algunos estudios
previos se ha demostrado que esta especie era capaz de crecer en presencia de GICNAc
0 L-fucosa como Unica fuente de carbono (Douillard et al 2013, Sanchez et al 2010).
También se observo actividad hidrolitica por la presencia de a-L-fucosidasas; lo cual
sugiere gque estas enzimas podrian participar en el proceso de adaptacion al intestino por
parte de esta bacteria (Monteagudo-Mera et al 2011). Esta es la primera vez en la que se
demuestra la utilizacion de FUS por parte de este microorganismo, lo cual abre la
posibilidad de su estudio mas detallado en cuanto a metabolismo y genes implicados en
la utilizacion de estos compuestos fucosilados que le permiten colonizar diversos

habitats, principalmente el tracto gastrointestinal humano.

En contraste a los lactobacilos, varias especies de Bifidobacterium han mostrado su
capacidad de crecer eficientemente en OLH (Garrido et al 2013). Esto se correlaciona
con la presencia de un conjunto de genes contenidos en sus genomas, los cuales estan
involucrados en la union, transporte e hidrolisis de estos carbohidratos. Sin embargo, a-
L-fucosidasas solo se han descrito para algunas pocas especies de Bifidobacterium,
entre ellas, la a-L-fucosidasa AfcA de B. bifidum, caracterizada por la capacidad de
hidrolizar enlaces a-1,2 de 2’-fucosillactosa (Katayama et al., 2004) y AfcB, la cual
juega un importante papel en la degradacion de oligosacaridos fucosilados de la leche
humana con enlaces a-1,3/4 (Ashida et al. 2009). El genoma de la cepa CECT 4551
(ATCC 15697) de B. longum contiene muchos genes que codifican para glicosidasas
activas en OLH, incluyendo cinco a-L-fucosidasas con diferente especificidad de enlace
in vitro (Sela et al 2012). Sin embargo, estas especies no metabolizaron los fucosil-
disacéaridos analizados en este trabajo, sugiriendo que estos carbohidratos no son
substratos naturales para estas hidrolasas o que otros pasos metabolicos para su
utilizacion estan incompletos. En contraste, la cepa BL217 (CECT 4839) de B. breve y
la cepa BL334 (CECT 5776) de B. pseudocatenulatum son capaces de crecer usando la
porcion GIcNAc de Fuc-a-1,3-GIcNAc como fuente de carbono. Al igual de lo que
ocurre en L. casei, estas cepas excretan la porcion de L-fucosa al medio de cultivo. El

mecanismo por el cual la L-fucosa se excreta al medio se desconoce y solo se puede
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presuponer que los genes implicados en su metabolismo no estan presentes o no son
funcionales en estos microorganismos. Ademas, el anlisis de sus secuencias gendémicas
revel6 que no hay a-L-fucosidasas homologas a las de L. casei BL23 anotadas en estas
dos especies. Sin embargo, estudios previos han demostrado que la cepa BL217 de B.
breve tiene una a-L-fucosidasa que pertenece al grupo de las glicosil hidrolasas (GH) de
la familia 95, la cual no hidroliza 2’-fucosillactosa o 3’-fucosillactosa (Ruiz-Moyano et
al 2013). El catabolismo de Fuc-a-1,3-GIcNAc por B. breve muy probablemente podria
depender de la actividad de esta enzima. Con respecto a esto, un trabajo reciente ha
correlacionado el incremento del nimero de especies de Bifidobacterium en el tracto
gastrointestinal de infantes con el consumo de OLH fucosilados (De Leoz et al 2015).
Entre las especies de Bifidobacterium detectadas en un infante particular, la presencia
de B. breve increment6 después de 13 semanas de vida (De Leoz et al 2015) y especies
de B. pseudocatenulatum son frecuentemente encontradas en las heces de infantes que
se alimentan de leche materna. Por lo tanto Fuc-a-1,3-GIcCNAc en el tracto
gastrointestinal de los recién nacidos puede ser un buen candidato como substrato que
contribuya a la proliferacion no sélo de Lactobacillus del grupo L. casei/rhamnosus sino

también de las poblaciones de B. breve y B. pseudocatenulatum.

La principal ventaja del uso de carbohidratos prebidticos es que al no ser absorbidos en
el intestino delgado llegan intactos al colon, donde estimulan el crecimiento de los
microorganismos nativos de él, sin necesidad de introducir una especie microbiana en
un alimento (como es el caso de los probi6ticos). Una ventaja adicional es que los
oligosacaridos son mas faciles de introducir en la formulaciéon de un alimento que los
microorganismos, ya que estos ultimos pueden perder su viabilidad durante el
procesamiento y almacenamiento. En consecuencia, los prebidticos pueden ser una

estrategia practica y eficiente para modular la microbiota intestinal.

Cepas enteropatogenas de E. coli (EPEC) son la principal causa de diarreas infantiles y
la tasa de mortalidad puede llegar hasta el 30% en paises en via de desarrollo (Nataro &
Kaper 1998, Ochoa & Contreras 2011, Senerwa et al 1989). La adherencia de EPEC a
las células epiteliales es debido a varios factores (Nougayrede et al 2003), incluyendo la
expresion de lectinas que reconocen receptores que contienen carbohidratos localizados
en la superficie de las células epiteliales del hospedador (Hyland et al 2008).

Adicionalmente, E. coli también puede formar en su superficie estructuras antigénicas
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basadas en glicanos, las cuales son reconocidas por lectinas humanas (Stowell et al
2010). En ambos casos, la inhibicién de la adherencia de E. coli puede ocurrir en
presencia de carbohidratos libres similares a los receptores del hospedador e interferir
en la union. La ingestion de prebioticos como los FOS y GOS disminuye
significativamente la presencia de patdgenos intestinales de los géneros Clostridium,
Enterobacter y de Staphylococcus aureus (Boehm et al., 2004). Una accion directa y
especifica de estos compuestos para prevenir la infeccion, es su capacidad de actuar
como analogos de los receptores de tracto gastrointestinal a los cuales se pueden unir
ciertos patdgenos (Morrow et al., 2004). El principio se basa en el reconocimiento
proteina-carbohidrato que se establece entre las lectinas microbianas y los
glicoconjugados de la superficie celular. Lo anterior permite a la bacteria adherirse y
posteriormente colonizar e invadir al epitelio intestinal (Heithoff et al., 1997). Este es el
mecanismo que siguen, ademas de E. coli, cepas de Helicobacter jejuni, y géneros como
Salmonella y Shigella (Ofek y Sharon 1990; Sharon 2006). Estudios realizados por
Martin-Sosa et al (2002) mostraron el efecto de la fraccion de oligosacaridos de leche
humana en la inhibicion de la adhesion de cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) y
de E. coli uropatogénica (UPEC) a tejidos celulares. Las adhesinas de estos
microorganismos reconocieron oligosacaridos que contienen galactosa y acido sialico
(Sharon 2006). Por otro lado, se ha demostrado que la L-fucosa presente en los OLH
inhibe la adhesién de la toxina termoestable de E. coli (STa) a sus receptores
intestinales (Crane et al 1994). Ademas, también se ha demostrado la importancia de los
FUS en la prevencion de diarrea por Campylobacter jejuni, calicivirus y ETEC en nifios
neonatos alimentados con leche materna (Morrow & Rangel 2004). Los fucosil-
disacéridos (Fuc-a-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAC) que se ensayaron en este trabajo
y sus monosacaridos constituyentes, L-fucosa y GIcNAc, inhibieron la adhesion a
diferentes niveles de ciertas cepas EPEC a las células intestinales humanas HT-29 en
ensayos in vitro (Fig. 25), sugiriendo que tanto la estructura como la composicion de
estos azUcares son determinantes para su potencial antiadhesivo. Ambos monosacaridos
son constituyentes comunes de los antigenos O- y K- caracterizados de E. coli (Feng et
al 2005, Larsson et al 2004, Samuel & Reeves 2003, Shao et al 2003, Wang et al 1998,
Whitfield 2006). La presencia de estos antigenos, ademas de permitir clasificar las
diferentes cepas de E. coli por serotipos, los cuales pueden ir 0 no asociados a una
patologia concreta (Rodriguez-Angeles 2002), son de gran importancia en la respuesta
inmune del hospedador (Samuel & Reeves 2003). Las bacterias que expresan antigenos
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del grupo sanguineo humano en su superficie pueden evadir la respuesta inmune en
individuos que no generan anticuerpos contra estos epitopos bacterianos. Las lectinas
que se expresan en el tracto intestinal reconocen y matan bacterias E. coli que expresan
antigenos del grupo sanguineo humano, confieriendo asi una proteccion directa contra
estas bacterias que evaden la respuesta inmune adaptativa. Por ejemplo, el serotipo O86
de E.coli, el cual presenta un epitopo B idéntico al del grupo sanguineo humano se une
in vitro a una galectina especifica causando la muerte a la bacteria (Stowell et al 2010).
Interesantemente, la lactosa, pero no la sacarosa, ha mostrado inhibir la muerte directa
de estas bacterias inducida por galectina (Stowell et al 2010). En este trabajo se
demostrd que la adherencia de la cepa CECT 816 de E. coli (serotipo 086), a las células
HT-29 fue significativamente inhibida por Fuc-o-1,6-GIcNAc, sugiriendo que este

disacarido también puede afectar a otros tipos de interacciones célula-bacteria.

Los disacaridos Fuc-o-1,3-GIcNAc y Fuc-a-1,6-GIcNAc mostraron poseer un potencial
prebidtico para determinadas especies de Lactobacillus y Bifidobacterium asi como
también la capacidad de actuar como anti-adhesinas contra patdgenos intestinales,
responsables de gastroenteritis infantil. Ambos disacaridos forman parte de los glicanos
de la leche humana y podrian ser biomoléculas relevantes para la salud de los infantes.
Aunque todavia se necesita realizar mas estudios, esos carbohidratos pueden ser unos

buenos candidatos para el desarrollo de nuevas leches de formula funcionales.
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Analisis molecular y funcional del operon implicado en la utilizacion de L-fucosa

en Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

1 Genes involucrados en el catabolismo de L-fucosa

1.1 Operon fuc de LGG

En el genoma de LGG (genes LGG_02680 a LGG_02685) esta anotado un operén
que codifica para enzimas que conformarian una ruta completa para el catabolismo de
L-fucosa (Fig. 27). Los genes fucl, fucK, fucP y fucU codificarian respectivamente para
una L-fucosa isomerasa, L-fuculosa quinasa, un simporter L-fucosa/H+ de la
superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) y una L-fucosa mutarotasa, una
enzima que acelera la conversion del anémero B de la L-fucosa al anémero o, el cual
seria substrato para la enzima Fucl (Higgins, 2011). ElI gen fucR codifica para un
regulador transcripcional de la familia DeoR, mientras que fucA codificaria una L-
fuculosa-1-fosfato aldolasa, la cual escinde la L-fuculosa-1-fosfato en dihidroxiacetona
fosfato y L-lactaldehido. Esta Gltima se transcribe en direccion opuesta a los genes
fuclKPU.

1.2 Genes fuc en E. coli y otras bacterias intestinales homologos a los de LGG

En E. coli, el L-lactaldehido formado durante el catabolismo de L-fucosa es
transformado en 1,2-propanodiol por la accion de la L-1,2-propanodiol oxidoreductasa
codificada por el gen fucO que se encuentra dentro del cluster de los genes fuc
(Baldoma, 1988). Ningun gen fucO homdlogo fue encontrado en el cluster fuc de LGG,
sin embargo dos genes, los cuales codifican proteinas con 50% (LGG_00757) y 42%
(LGG_02124) de identidad a FucO de E. coli se encuentran presentes en otro locus del
cromosoma de LGG. Alternativamente, en E. coli, el L-lactaldehido puede ser
transformado en acido lactico por la accion de la enzima lactaldehido deshidrogenasa
codificada por el gen aldA (Chen et al 1987b). En LGG, el gen LGG_02286 codifica
para una proteina con el 32% de identidad para AldA de E. coli, la cual posee una

actividad aldehido deshidrogenasa dependiente de NAD(+).

121



Capitulo III Resultados y Discusion
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Figura 27. Metabolismo de L-fucosa en LGG. (A) Representacion esquematica del
operon fuc. (B) Via catabdlica propuesta para la utilizacion de L-fucosa en LGG. El L-
lactaldehido puede seguir dos rutas diferentes, llevando a la produccion de L-1,2-
propanodiol o L-lactato.

Clusters fuc que codifican vias catabolicas similares a la de LGG fueron encontrados en
los genomas de algunos comensales intestinales (e.g. E. coli) y patdgenos, aunque la
estructura genética varia y los genes fucO y fucU no siempre estan presentes (Fig. 6).
Un segundo tipo de regulador transcripcional, con un dominio N-terminal de la
superfamilia GntR de unién al DNA y un dominio C-terminal de union a ligandos, el
cual pertenece al dominio de los transportadores ABC de unién a azlcares, sustituye a
FucR de la familia DeoR en Bacteroides (Hooper et al 1999). Ademas, los operones fuc
de las cepas de S. pneumonie son mas complejos, y estos carecen de genes para
codificar la permeasa, que funciona como simporter L-fucosa/H+, la cual es
reemplazada por genes que codifican transportadores del tipo PTS
(Phosphoenolpyruvate: sugar phosphotransferase systems) de la clase manosa o
transportadores de azucares de tipo ABC. A su vez, contienen genes para glicosil

hidrolasas intra y extracelulares (Fig. 6) (Higgins et al 2014).
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1.3 Genes fuc en otras especies de Lactobacillus

La inspeccion del genoma del resto de especies de Lactobacillus revelé que
clusters fuc se encuentran exclusivamente en algunos aislados de L. rhamnosus (por
ejemplo las cepas GG, HN0O1, LRHMDP2 y LRHMDP3), L. casei y L. zeae (dos cepas
secuenciadas: ATCC393 y ATCC15820, respectivamente). De acuerdo a esto, la cepa
ATCC15820 fue capaz de fermentar la L-fucosa (datos no mostrados). Por el contrario
la cepa ATCC393 no formo acido a partir de este azucar (datos no mostrados). Esta
inhabilidad se debe probablemente a la presencia de un frameshift en el gen fucK de esta
cepa (resultando en dos genes diferentes anotados: LBCZ_ 2453 y LBCZ_2454) que dan
lugar a L-fuculosa quinasas truncadas carentes de 328 amino acidos de la region N-
terminal y 181 de la region C-terminal, respectivamente. Entre el resto de los
lactobacilos, solo se encontraron algunas secuencias homdlogas a los genes fuc en los
genomas provisionales de especies recientemente descritas: Lactobacillus shenzhenensis
LY-73T, Lactobacillus composti JCM14202 y Lactobacillus herbinensis DSM16991.
Sin embargo, estos no se encuentran agrupados en un cluster fuc identificable. Por lo
tanto, esto indica que dentro de las especies de Lactobacillus, la presencia de un
conjunto de genes fuc organizado en una estructura de operon es exclusiva para L.
rhamnosus y L. casei/zeae. A pesar del elevado numero de cepas secuenciadas de
Lactobacillus paracasei (Broadbent et al 2012), no se encontraron genes fuc en estas
especies, las cuales forman parte del grupo filogenéticamente relacionado L.
casei/paracasei/rhamnosus.

Otra caracteristica importante de la region fuc de LGG es la presencia de un grupo de
genes adyacentes (LGG_02687 a LGG_02692) que codifican una L-rhamnulosa-1-
fostato aldolasa, L-rhamnosa isomerasa, L-rhamnosa mutarotasa, L-rhamnuloquinasa,
una permeasa MFS (Major Facilitator Superfamily) y un regulador transcripcional de la
familia AraC para la utilizacion de la rhamnosa (6-deoxi-L-manosa), analogos a la via
catabolica de L-fucosa. Por consiguiente, al parecer esta region cromosomal de LGG

contiene genes para el catabolismo de L-deoxi-azUcares.
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2 Lamutacion en genes catabdlicos fuc impide el crecimiento en L-fucosa

Con el fin de demostrar la implicacion de los genes fuc en el catabolismo de L-
fucosa, se construyeron mutantes en fucl, fucP y fucR (Fig. 28). Las tres cepas mutantes
(BL395, BL394 y BL396) generadas mediante un frameshift, delecion e insercion en
cada uno de sus genes, respectivamente, se cultivaron en medio MRS basal

suplementado con L-fucosa y sus fenotipos fueron determinados.

-10.13 kcal/mol -9.9 kcal/mol -10.9 kcal/mol
- > > LGG
fucl fucK fucP fucU fucA fucR
LGG_02685 LGG_02684 LGG_02683 LGG_02682 LGG_02681 LGG_02680
S S>> E)—¢amm- B 395
Afucl
- ST >)HE) <(mmmmm)— B3¢

AfucP

e e . ol e G

AfucR::pRV300

Figura 28. Representacion esquematica del operén fuc de LGG tipo silvestre y
estructuras genéticas de los diferentes mutantes. Las mutaciones en genes de este
operon se realizaron mediante frameshift (fucl; cepa BL395), delecion (AfucP; cepa
BL394) e insercion con el plasmido pRV300 (fucR; cepa BL396).

2.1 Andlisis de fenotipos

2.1.1 Crecimiento de LGG con L-fucosa

La cepa mutante fucl fue incapaz de acidificar el medio de crecimiento cuando
éste era suplementado con L-fucosa, mientras que en el mutante fucP, la acidificacién
fue méas baja cuando se compard con la cepa silvestre. Bajo nuestras condiciones
experimentales, LGG mostro un crecimiento lento en MRS basal sin ningun tipo de
suplemento, probablemente debido al consumo de fuentes de carbono residuales

presentes en este medio complejo, como se ha descrito anteriormente (Landete et al
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2013). Cuando el medio fue suplementado con L-fucosa, la cepa silvestre mostré una
tasa de crecimiento (0.114 + 0.022 h™) compatible con la utilizacién de este
monosacarido, mientras que en la cepa mutante fucl la tasa de crecimiento (0.077 +
0.007 h, P = 0.048) fue significativamente mas baja que la de la cepa silvestre, con
valores de absorbancia igual a los encontrados en MRS sin ninguna fuente de carbono
(Fig. 29a). En el mutante fucP, la L-fucosa fue aln capaz de mantener un crecimiento
reducido (0.078 + 0.006 h™*, P = 0.048) (Fig. 29b), sugiriendo que aunque FucP es el
transportador principal de L-fucosa en LGG, en la ausencia de esta permeasa, es
probable que este azlcar entre a las células por transportadores alternativos menos
eficientes. EI mutante fucR, al igual que la cepa mutante fucl, mostré un severo defecto
en el crecimiento (Fig. 29c), sugiriendo que este gen estaria codificando para un

activador transcripcional del operon fuc.

2.2 Crecimiento de LGG con Fuc-a-1,3-GIcNAc

En trabajos anteriores se ha demostrado que L. casei BL23 es capaz de utilizar el
fucosil-disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc, el cual es transportado por una permeasa
especifica de la clase PTS e hidrolizado en L-fucosa y GlcNAc por la accion de la o-L-
fucosidasa AIfB (Rodriguez-Diaz et al 2012). Sin embargo esta cepa no es capaz de
utilizar L-fucosa y solo la porcion GIcNAc del Fuc-al,3-GIcNAc es catabolizada,
mientras que la L-fucosa es expulsada al medio de crecimiento. LGG es también capaz
de crecer en 4 mM de Fuc-al,3-GIcNAc como se ha descrito en el capitulo Il de esta
Tesis (Fig. 22) y, de acuerdo con la presencia de una via catabdlica de L-fucosa, este
monosacéarido no fue encontrado en los sobrenadantes. Por el contrario, en comparacion
con la cepa silvestre, los mutantes LGG fucl y fucR, alcanzaron una OD mas baja
cuando se cultivaron con Fuc-al,3-GIcNAc como fuente de carbono fermentable (Fig.
30ay 30c).
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Figura 29. Crecimiento de LGG en L-fucosa. (A) mutante fucl; (B) mutante fucP; (C)
mutante fucR. En todos los graficos, el perfil de crecimiento de la cepa silvestre (WT) es
representado para una mejor comparacion. La concentracion de L-fucosa fue del 0.5%
(30 mM). Los datos presentados son los valores promedio de un minimo de tres
réplicas. Las barras de error indican las desviaciones estandar.
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Figura 30. Crecimiento de LGG en Fuc-a-1,3-GIcNAc (Fucl,3NAG). (A) mutante fucl,;
(B) mutante fucP; (C) mutante fucR. En todos los gréaficos, el perfil de crecimiento de la
cepa silvestre (WT) es representado para una mejor comparacion. La concentracion de
Fuc-a-1,3-GIcNAc fue de 4 mM. Los datos presentados son los valores promedio de un
minimo de tres réplicas. Las barras de error indican las desviaciones estandar.
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En estos experimentos, 110+6% (mutante fucl) y 70.8+1.4% (mutante fucR) de la L-
fucosa teorica proveniente de Fuc-a-1,3-GIcNAc (4 mM) fue detectada en los
sobrenadantes bacterianos en la fase estacionaria (Fig. 31). Esto era consistente con el
hecho de que solo la GIcNAc del disacarido fue eficientemente metabolizada en estos
mutantes. ElI mutante fucP deficiente de la permeasa de L-fucosa, mostré un patron de
crecimiento en Fuc-al,3-GIcNAc similar al del tipo silvestre (Fig. 30b) y solo 3.1+0.3%
de la L-fucosa tedrica generada del disacérido fue detectada en los sobrenadantes. Estos
datos indicaron que la L-fucosa intracelularmente generada, posiblemente por la accién
del homodlogo de AIfB (codificado por LGG_02652), fue metabolizada, y que el

transportador FUcP no es necesario para este proceso.

120 1
Figura 31. Andlisis de los contenidos
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3 Expresion de los genes fuc en LGG en presencia de L-fucosa

El andlisis de la expresion genica del operon fuc, revelé que todos estos genes
fueron inducidos por la presencia de L-fucosa. Los niveles variaron desde valores bajos
(12 veces para el gen fucR) hasta muy altos (9400 veces para el gen fucU), obteniendose
valores de expresién intermedios para los demas genes (fucl, fucK, fucP y fucA). Sin
embargo, la presencia de glucosa ademas de L-fucosa caus6 una fuerte represion por
catabolito de todos los genes fuc (Fig. 32). La expresion relativa se determind con
respecto a la expresion de estos mismos genes cuando la cepa fue cultivada en medio

con glucosa como fuente de carbono fermentable.
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Figura 32. Expresion de los genes
I fucl fuc en LGG cultivada en L-fucosa. La
144 I fucK cepa silvestre fue crecida con 0.5%
de L-fucosa o 0.5% de L-fucosa mas
0.2% de glucosa, y la expresion de
los genes fuc fue determinada por
RT-gPCR. La expresion relativa hace
referencia a los valores de las células
bacterianas cultivadas con 0.5% de
glucosa. Los genes de LGG pyrG
(LGG_02546), recG (LGG_01660) y
leuS (LGG_00848) fueron usados
como  referencia. Los  datos
representados son los valores medios
basados en al menos seis réplicas
técnicas de dos réplicas biologicas
independientes. Las barras indican las
desviaciones estandar.
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4 Expresion de los genes fuc en LGG en presencia de Fuc-a1,3-GIcNAc

De acuerdo con los resultados de RT-gPCR, el crecimiento con Fuc-al,3-GIcNAc
indujo la expresion de los genes fuc, aunque el uso de concentraciones mas bajas del
disacérido (4 mM) provoco una bajada en los niveles de expresion (Fig. 33) comparada
con la expresion tras el crecimiento con el 0.5% (30 mM) de L-fucosa (Fig. 32).
También, bajo estas condiciones el gen fucR mostr6 una desregulacion en comparacion
con las células que crecieron con glucosa. En la cepa mutante AfucP, la expresion de los
genes fuc después del crecimiento con Fuc-al,3-GIcNAc fue comparable con lo
encontrado en la cepa silvestre (Fig. 33), apoyando ademas el hecho de que fucP es
dispensable para el metabolismo de Fuc-al,3-GIcNAc. En los mutantes fucl y fucR no
se observo induccion después del crecimiento en Fuc-al,3-GIcNAc (Fig. 33), lo cual
estaba de acuerdo con la excrecion observada de L-fucosa en estas cepas cuando las

células eran cultivadas con el fucosil-disacéarido.
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wt Fuc wt Fuc1,3NAG fucP Fuc1,3NAG fucl Fuc1,3NAG fucRFuc1,3NAG

Figura 33. Expresion de genes fuc en LGG cultivado en Fuc-o-1,3-GIcNAc
(Fucl,3NAG). Las cepas silvestre (wt), fucP, fucl y fucR fueron cultivadas en presencia
de 4 mM de Fuc-al,3-GIcNAc y la expresion de los genes fuc fue monitoreada por RT-
gPCR. Para cada cepa bacteriana, la expresion relativa hace referencia a los valores de
la misma cepa cultivada con 4 mM de glucosa. La expresion en la cepa silvestre en
presencia de 4 mM de L-fucosa también se muestra en esta grafica. Los genes de LGG
pyrG (LGG_02546), recG (LGG_01660) y leuS (LGG_00848) fueron usados como
referencia. Los datos representados son los valores medios basados en al menos seis
réplicas técnicas de dos réplicas bioldgicas independientes. Las barras indican las
desviaciones estandar.

5 Regiones promotoras del operon fuc

De acuerdo a la estructura del cluster de genes fuc en LGG, al menos tres
promotores diferentes son necesarios para la transcripcion de todos los genes (Fig. 34).
Nuestros resultados indican que los tres promotores serian sensibles a L-fucosa y que
FucR autorregula su propia transcripcién, aunque su gen mostré un bajo nivel de
induccion comparado con el resto de los genes fuc (Fig. 32). Para determinar
mecanismos de regulacion de los genes fuc, las secuencias de estos promotores de 218 y
153 pb correspondiendo a la region 5° de fucl y a la region intergénica fucR-fucA,
respectivamente, fueron amplificadas. La purificacion de la proteina FucR recombinante
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fue muy problematica. A pesar de esto se obtuvo cantidad soluble suficiente para
realizar algunos experimentos de retardo en gel. FucR fue capaz de unirse, aunque con
muy poca eficiencia, a la region intergénica promotora de los genes fucR-fucA como se
muestra la Fig. 35, sugiriendo asi su papel regulatorio directo en la expresion de los
genes fuc, tal y como indican los datos genéticos. FUCR no fue capaz de interaccionar
con la region promotora del gen fucl, indicando posiblemente la falta de la molécula

efectora co-inductora para la unién en estos ensayos in vitro.

GGGTTGGATGAAAGCTATACATGGTTTCGCCGATGAGGTGGTATAGGAACTTTTAT
GIGTCTGGGCTAATAAGCTTGATGAACTGTGAAGAAAATTGACGACCTITITTGAA
GAAAAGCCGTTAATCGTGCAATCTATTGGCGCGTTGAATGAAAGCGCTTATTATTA
TAGCCGTAGTCAGCTGATGAACAAAATATTGTTAGATTTGGTAGATATCAAACTTG

AGGCAGAATAANIE
RBS B Fucl |
Q0 (]
— LGG
fucl fucK fucP  fucU  fucA | fucR

=
RBS

CGTTCATGREGTTCCTTCCGTATT GGATAGTGTCATTATAGCTTGAAAAGATTGA
TATATTGACGGTTGTCACTGATGTTGACTAATGGTCTGATTATGCGATGGAAAAGC
GCCACAATTCITCATAATGCGTCATTCTITGCAAGCGCTTACGATCGCCGTTAGAAT
GITGTTGAATTATAAGAGGGGGGATTAGTTTGTTTAAAAA CGAGCGATTAAA CAGG
ATCATTTCCGTCTT GCAGCACAAGAAGCGG=

RBS FucR

Figura 34. Representacion esquematica del operon fuc con las secuencias de las
regiones promotoras (fucA-fucR y fucl) en LGG. En cada una de las secuencias se
resalta los codones de inicio (rojo), los sitios putativos de union al ribosoma; RBS
(verde) y los sitios de elementos sensibles a catabolito; cre (amarillo). La region
subrayada corresponde a la region amplificada por PCR para cada una de las secuencias.

La presencia de glucosa ademas de L-fucosa causé una fuerte represion por catabolito
de todos los genes fuc, cuyos niveles de expresion fueron cercanos a los encontrados
durante el crecimiento en glucosa. De acuerdo con esta observacion, sitios de elementos
sensibles a catabolito (cre; catabolite responsive element), los cuales se ajustaban a la
secuencia definida para Lactococcus lactis (Zomer et al 2007), se encontraron por
encima del gen fucl (*’ATGAAAGCGCTTATTA) o en la region intergénica fucA-fucR
(! TTGCAAGCGCTTACGA; el nimero es relativo a fucR) (Fig. 34). Estos sitios son
los blancos para la union del regulador transcripcional global CcpA, el cual controla la
represion por catabolito en bacterias Gram-positivas de bajo contenido en G+C
(Deutscher et al 2014).

131



Capitulo III Resultados y Discusion
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Figura 35. Analisis de la union de la proteina FucR a las regiones promotoras del
operon fuc (fucA-fucR y fucl) en LGG. (A) Analisis la proteina 6X(His)FucR purificada
mediante SDS-PAGE vy tefiido con azll de comassie. Los valores a la derecha
corresponden a peso molecular (MW) de patrones de proteina. FUCR migra como una
Unica banda con el peso molecular esperado (35 kDa). (B) Experimento de retardo en
gel con diferentes cantidades de proteina FucR (0, 25, 50 y 75 ng) en los carriles 1, 2, 3
y 4, respectivamente para cada una de las regiones promotoras (50 ng de DNA). El
analisis fue realizado en gel de acrilamida/bisacrilamida (19:1/29:1) al 6% y tefiido con
bromuro de etidio.

6 El catabolismo de L-fucosa permite la produccion de 1,2-propanodiol en LGG

El analisis de los sobrenadantes de la cepa silvestre evidencid la produccion de
1,2-propanodiol cuando las células fueron cultivadas con L-fucosa bajo condiciones de
anaerobiosis (Tabla 18). Este compuesto no fue detectado en los sobrenadantes de
células que crecieron en presencia de glucosa. Esto confirmd que en LGG, el L-
lactaldehido formado por la accion de la L-fuculosa-1-fosfato aldolasa a partir de L-
fuculosa-1-fosfato, podria ser metabolizado por una L-1,2-propanodiol oxidoreductasa
como ocurre en E. coli. La produccién de lactato a partir de L-fucosa bajo condiciones
anaerobicas fue mas baja en comparacion con las células cultivadas en glucosa. Las
condiciones aerodbicas durante el crecimiento con glucosa no dieron lugar a un fuerte
impacto en la produccion de &cido lactico. Ademas, estas condiciones no favorecieron la
utilizacion de L-fucosa, la cual fue muy ineficiente e incompleta después de 24 h.
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Tabla 18. Formacion de productos y caracteristicas de crecimiento de LGG con L-
fucosa o D-glucosa bajo diferentes condiciones

anaerobiosis? aerobiosis®

L-fucosa D-glucosa L-fucosa D-glucosa
1,2-Propanodiol® 10.0+0.1 ND® 1.3+£0.1 ND
Lactato” 10.0+1.3 33.8+1.3 0.7x0.1 35.7+£6.7
Az(car residual® 0.10£0.06 ND 12.73+0.63 ND
ODssonm final 1.20+0.14 1.75+0.07 0.75+£0.06 1.65 = 0.07
pH final 5.36 £ 0.01 5.02+0.01 7.09+0.14 5.09£0.01

®El crecimiento fue llevado a cabo en medio MRS basal suplementado con 20 mM de L-fucosa 0 20 mM
de D-glucosa durante 24 horas a 37°C; "Los resultados estan presentados en milimolar (mM); °ND: no

detectado.
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Discusion

La cepa L. rhamnosus GG (LGG) es ampliamente usada como probiotico y tiene
la habilidad de sobrevivir y colonizar transitoriamente el tracto gastrointestinal en
modelos animales y en humanos (Kankainen et al 2009, Lebeer et al 2010). En este
contexto la presencia de genes en LGG involucrados en la utilizacion de glicanos
derivados del hospedador constituye una ventaja competitiva para que esta cepa persista
en el intestino. LGG codifica para aproximadamente 40 glicosidasas putativas, muchos
transportadores de carbohidratos y enzimas catabolicas que le proporcionan
posiblemente una ventaja para la utilizacion de las fuentes de carbohidrato de la mucosa
(Douillard et al 2013, Kankainen et al 2009). Asi, LGG es capaz de crecer con mucina
como fuente de carbono (Sanchez et al 2010) y posee factores extracelulares que
regulan la produccion de mucina en el epitelio del colon (Wang et al 2014). Algunos
autores han descrito que LGG, aun siendo capaz de usar glicanos derivados de las
mucosas, no era capaz de fermentar L-fucosa (Sanchez et al 2010). Sin embargo,
resultados obtenidos por otros (Douillard et al 2013) y nuestros resultados muestran que
LGG fermenta L-fucosa. La explicacion para esto puede derivar de las diferencias entre
aislados de LGG de diferentes laboratorios. Asi, se ha reportado que aislados de LGG
de diversos productos probidticos comerciales presentan heterogeneidad en las
secuencias de sus genomas, en las cuales se incluye mutaciones puntuales y deleciones

de grandes porciones del cromosoma (Sybesma et al 2013).

En este trabajo se establecid que los genes fuc presentes en el genoma de LGG son los
responsables de la capacidad fermentativa de L-fucosa observada en esta cepa. La
presencia de genes fuc especificos, el andlisis de mutantes y el hecho de que 1,2-
propanodiol fuera encontrado en el sobrenadante de cultivos del crecimiento de LGG en
L-fucosa, apoya la idea de que la utilizacion de este aztcar en LGG sigue la misma via
que esta descrita en E. coli. Dependiendo de las condiciones de crecimiento (anaerobio
0 aerobio), E. coli dirige el lactaldehido resultante del catabolismo de L-fucosa hacia
1,2-propanodiol (actividad FucO) o lactato (actividad AldA) (Baldoma & Aguilar
1988). Aunque los genes de LGG responsables para el metabolismo del lactaldehido
aun no han sido identificados, es posible que el estado redox dirija su metabolismo

hacia estos dos compuestos en L. rhamnosus. Sin embargo, pudimos comprobar que el
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catabolismo de L-fucosa sélo era favorecido bajo condiciones anaerodbicas, lo cual

sugiere que la conversion de lactaldehido a L-lactato no es eficiente en esta cepa.

La utilizacion de fuentes de carbohidratos tipicamente encontrados en el nicho
gastrointestinal es una caracteristica de miembros de la microbiota intestinal, tales como
Bacteroides o Bifidobacterium, pero también de Lactobacillus intestinales.
Consecuentemente, los genomas de especies tales como Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus johnsonii o Lactobacillus gasseri, contienen genes que codifican para
muchas vias catabdlicas de carbohidratos, aunque carecen de sialidasas, a-fucosidasas, o
N-acetilglucosaminidasas, las cuales son tipicas de otros comensales intestinales o
patégenos (Altermann et al 2005, Azcarate-Peril et al 2008, Pridmore et al 2004). Al
respecto, el grupo L. casei/L. paracasei/L. rhamnosus presenta caracteristicas Unicas, ya
que estas especies son los unicos lactobacilos donde a-L-fucosidasas y genes para la
utilizacion de L-fucosa estan presentes. Un reciente analisis de 100 cepas de L.
rhamnosus aislados de varias fuentes mostrd que pueden ser agrupadas en base a su
capacidad fermentativa de azlcares (Douillard et al 2013). Las cepas con un fenotipo
positivo para la fermentacion de L-fucosa provenian de los habitats intestinal y oral,
mientras que las cepas de origen lacteo son L-fucosa negativo. Esto concuerda con la
hipétesis de que los Lactobacillus evolucionaron por la pérdida y adquisicion de genes
impulsada por los nichos particulares que habitan. En algunos casos, esto resulto en la
reduccion del genoma después de la adaptacion a ambientes menos complejos, tales
como la leche (Broadbent et al 2012). Queda por esclarecer si los genes fuc de L.
rhamnosus estuvieron presentes en el ancestro del grupo L. casei/L. paracasei/L.
rhamnosus y se perdieron mas recientemente en L. paracasei y en algunas cepas de L.
rhamnosus o tienen su origen en una adquisicion reciente. Interesantemente, el locus fuc
de LGG esta localizado en una region del genoma la cual parece ser especifica para el
catabolismo de L-deoxi azUcares, ya que también contiene un cluster con genes (rha)
putativamente involucrado en el catabolismo de L-rhamnosa, el azicar del cual se ha
derivado el nombre de la especie. Sin embargo, datos previos y resultados propios
(datos no mostrados) evidenciaron que la cepa LGG no es capaz de utilizar L-rhamnosa
(Douillard et al 2013, Kankainen et al 2009).

Los genes fuc de LGG estan sujetos a una regulacion dual: la induccion por el
crecimiento en L-fucosa activada por FucR vy la represion catabdlica que probablemente

depende del regulador transcripcional CcpA. En B. thetaiotaomicron, la L-fucosa es el
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inductor de los genes fuc a través de su union al represor transcripcional de la
superfamilia GntR (Hooper et al 1999). EIl anélisis transcripcional durante el
crecimiento de LGG con Fuc-a-1,3-GIcNAc, en el cual se conduce a la generacion
intracelular de L-fucosa, excluye el hecho de que este azucar sea el efector de FucR, ya
que los genes fuc no fueron inducidos en el mutante deficiente en el gen que codifica
para una proteina esencial en los primeros pasos de la ruta catabolica (fucl). Por otra
parte, FUcP no participa en la regulacién de los genes fuc, ya que la mutacién del gen
que codifica para esta permeasa no evito la expresion del resto de genes catabdlicos de
L-fucosa cuando las cepas se cultivaron en presencia de Fuc-a-1,3-GIcNAc. Estudios
genéticos en E. coli sefialaron que la fuculosa-1-fosfato podria funcionar como la
molécula inductora del operon fuc a través de la proteina reguladora FucR, aunque no
existen datos experimentales al respecto. La misma situacion probablemente exista para
L. rhamnosus, ya que el regulador de ambas especies pertenece a la misma clase
(DeoR). Los sitios de union de FucR al DNA no han sido experimentalmente
establecidos para E. coli u otras bacterias. En enterobacterias, una secuencia consenso
para la unidon puede ser derivada de los alineamientos de varios promotores fuc
resultando en una secuencia repetida invertida e imperfecta de 36 pb. En S. pneumoniae
la regulacién de los genes fuc ha sido recientemente estudiada, encontrandose que la
secuencia 5'-ATTTGAACATTATTCAAGT-3' de la zona promotora es la responsable
de la induccién mediada por FucR (Manzoor et al 2015). La inspeccion de los
promotores fuc de LGG no revel6 secuencias similares, pero dos repeticiones en tandem
de la secuencia TGAAGAAAA, separadas por 14 pb, estan presentes en el promotor
fucl, y otra secuencia similar esta presente en la regién intergénica fucA-fucR. Los
ensayos de retardo en gel con FucR, sin ain ser concluyente, indican que al menos este
regulador se estaria uniendo débilmente a la regidn intergénica promotora de fucR-fucA,
activando de esta manera su propia expresion y la del gen adyacente (fucA). Aunque tal
efecto no fue observado para la region promotora de fucl, es improbable que FucR no se
una a dicha regién. La no inclusion de fuculosa-1-fosfato (no disponible
comercialmente) en nuestros ensayos de retardo en gel puede ser la causa de la baja o

falta de union de FucR a los promotores fuc de LGG in vitro.

L. casei BL23 y LGG, junto con las cepas estudiadas en el capitulo Il de este trabajo,
son las unicas cepas de Lactobacillus descritas hasta ahora que tienen capacidad para

usar oligosacaridos fucosilados (Rodriguez-Diaz et al 2011, Rodriguez-Diaz et al 2012).
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L. casei BL23 y LGG comparten el mismo set de a-fucosidasas (AIfA, AIfB y AIfC),
las cuales pueden actuar en oligosacéridos especificos derivados de glicoconjugados
presentes en las superficies de las mucosas, tales como antigenos de Lewis™, asi como
también en oligosacaridos de la leche humana (Rodriguez-Diaz et al 2011).
Adicionalmente, el operdn alfRB-EFG, responsable del transporte e hidrolisis de Fuc-a-
1,3-GIcNAC, esta presente en ambas cepas (Rodriguez-Diaz et al 2012). Sin embargo
BL23 no posee una via para el catabolismo de L-fucosa y, similar a los mutantes de
LGG en fucl y fucR excreta la porcion de L-fucosa de Fuc-a-1,3-GIcNAc. Una minima
cantidad de L-fucosa derivada de este disacarido fue detectada en los sobrenadantes del
mutante fucP de LGG (3%), mientras que este azlcar estaba totalmente ausente en los
sobrenadantes de la cepa silvestre cultivada bajo las mismas condiciones. Esto sugiere
que parte de la L-fucosa generada intracelularmente difunde al medio extracelular y
que, en ausencia de FucP, este azucar liberado no puede volver a entrar a la célula para
que sea metabolizado. De acuerdo con el papel activador de FucR, no se detecto
induccion de los genes fuc en el mutante fucR cuando este fue cultivado con el
disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc. En este mutante, solo el 30% de la L-fucosa intracelular
derivada del disacarido fue utilizada, lo cual sugiere que la transcripcion basal de los
genes catabdlicos fuc en la ausencia del activador FucR, permite un metabolismo
limitado de L-fucosa cuando este azUcar es producido intracelularmente.

Bacterias intestinales de los generos Bifidobacterium y Bacteroides estan bien adaptadas
para aprovechar las fuentes de carbohidratos intestinales, y poseen a-L-fucosidasas que
les permiten obtener L-fucosa de la mucosa (Sakurama et al 2012b, Sela et al 2012). Sin
embargo, comensales intestinales, tales como E. coli, que no expresan a-L-fucosidasas
dependen de otros grupos de bacterias para liberar la L-fucosa de glicanos que
contienen este azlcar. Los genes fuc de LGG aqui estudiados probablemente
representan una adaptacion de esta cepa para habitar en el nicho particular del tracto
gastrointestinal. Sin embargo, puesto que las a-L-fucosidasas de LGG son enzimas
intracelulares, esta cepa probablemente depende de las actividades de fucosidasas y
glicosidasas de otros miembros de la microbiota intestinal para proveerse de L-fucosa y

fucosil-oligosacaridos en el intestino.
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Analisis molecular y funcional del operén implicado en la utilizacion del
glicoamino&cido fucosil-a-1,6-N-acetilglucosamina-asparagina en Lactobacillus
casei BL23

1 Operon alf2 de L. casei BL23
Un cluster de genes que se encuentra anotado en el genoma de L. casei BL23

(genes LCABL_29280 a LCABL_29340) y que comprende el gen que codifica para la
a-L-fucosidasa AIfC fue identificado y denominado operon alf2 (Fig. 36).

-17 kcal/mol -13,5 kcal/mol
(|£< < =¢ r@_—‘—‘i BL23
sugk asnA2 pepv alfR2 asdA alfH alfc
LCABL_29280  LCABL_29290 LCABL_29300 LCABL_29310 LCABL_29320 LCABL_29330 LCABL_29340

Figura 36. Rerpresentacion esquematica del operdn alf2 de L. casei BL23

Dos de estos genes han sido previamente descritos, alfH (LCABL_29330) y alfC
(LCABL_29340), y codifican para una hipotética permeasa MFS (Major Facilitator
Superfamily) y la a-L-fucosidasa AIfC, respectivamente (Rodriguez-Diaz et al 2011).
Sin embargo, en cuanto a la funcion bioldgica de estas dos proteinas, solo se ha
determinado parcialmente para AIfC, evidenciando una alta actividad de hidrolisis del
disacarido Fuc-a-1,6-GIcNAc (Rodriguez-Diaz et al 2011). Los demé&s genes de este
operon: sugK (LCABL_29280), asnA2 (LCABL_29290), pepV (LCABL_29300), alfR2
(LCABL_29310) y asdA (LCABL_29320) se encuentran en direccion opuesta a los
genes alfH y alfC y estan anotados como una quinasa de carbohidrato, una
glicosilasparaginasa, una peptidasa V, un regulador transcripcional y una aspartato
descarboxilasa/aminotransferasa, respectivamente. Las actividades de estas enzimas
putativas podrian estar implicadas en el catabolismo de componentes fucosil-
glicoproteicos presentes en las glicoproteinas de la leche y en la mucosa humana. Con el
objeto de analizar si L. casei BL23 era capaz de fermentar compuestos fucosilados
presentes en los glicanos que constituyen la N-glicosilacion proteica, se cultivd en
presencia de los compuestos sintetizados en el capitulo | de esta Tesis: fucosil-a-1,6-N-
acetilglucosamina-asparagina (Fuc-GIcNAc-Asn), fucosil-glucosa (Fuc-Glu), fucosil-
galactosa (Fuc-Gal) y fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ) (Figs. 14 y 17). Los

141



Capitulo IV Resultados y Discusion

resultados mostraron que L. casei BL23 era capaz de fermentar Gnicamente Fuc-
GIcNAc-Asn (Fig. 37). Un andlisis de los sobrenadantes confirmo la presencia de los
fucosil-oligosacéridos sin consumir, y en el caso del cultivo con Fuc-GIcNAc-Asn
estaba presente Unicamente la L-fucosa, ya que L. casei BL23 como se ha descrito en
los capitulos anteriores no es capaz de metabolizarla y la excreta al exterior.
Curiosamente, aunque GIcNAc-Asn es la fraccion del glicoaminoacido Fuc-GIcNAc-
Asn catabolizado; cuando se utiliza como fuente de carbono en el medio de cultivo no

es utilizada por esa cepa (Fig. 37).
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Figura 37. Curva de crecimiento de L. casei BL23 en presencia de diferentes FUS a 4
mM. Los cultivos se realizaron en medio MRS basal sin ninguna fuente de carbono (sin
azucar), con fucosil-a-1,6-N-acetilglucosamina-asparagina (Fuc-GIcNAc-Asn), N-
acetilglucosamina-asparagina (GIcNAc-Asn), Fucosil-glucosa (Fuc-Glu), Fucosil-

galactosa (Fuc-Gal) o fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ) como unica fuente de
carbono.

2 Genes homologos a los del operén alf2 presente en otras especies

Un andlisis de secuencias permitio detectar que este operdn se encuentra bien

conservado en el grupo L. casei/L. paracasei/L. rhamnosus, tanto en contenido de genes
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como en su estructura, evidenciando una vez mas la estrecha relacion filogenética que

existe entre estas especies (Fig. 38). Sin embargo, L. rhamnosus carece del gen que

codifica para la aspartato descarboxilasa/aminotransferasa (asdA; LCABL_29320).
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Figura 38. Analisis comparativo de la estructura génica del oper6n alf2 en el grupo L.
casei/ L. paracasei/L. rhamnosus. Cada uno de los genes representados se muestra por
colores. ## sugK , m asnA2 , ™ pepV , m alfR2 , m¢ asdA , me alfH y mm alfC. Este
esquema fue extraido tras la busqueda de homologias de los genes alfC2 en MBGD
(Mibrobial Genome Database for Comparative Analysis).

A pesar de que la mayoria de los genes de este operdn también estan presentes en otras

especies de bacterias; estos se encuentran distribuidos a lo largo de sus genomas sin

formar un cluster como ocurre en L. casei. Sin embargo, el analisis de las secuencias

proteicas homologas (70-40% de identidad), permitiéo observar que en Lactobacillus

gasseri (ATCC 33323), asi como en cepas de Enterococcus faecalis, los genes que

codifican para la glicosilasparaginasa, peptidasa V y el regulador transcripcional, se

encuentran agrupados en un pequefio cluster siguiendo el mismo patron estructural que

se encuentra en L. casei. Estos mismos genes (asnA2, pepV y alfR2) agrupados, pero

con una organizacion estructural diferente también se observaron en Lactobacillus

sakei, cuyas homologias respecto a las proteinas de L. casei fueron del 67, 43 y 40%

respectivamente. Agrupaciones de solo dos genes homdlogos de este operon
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(AsnA2/pepV 'y AsnA2/alfR2) fueron encontradas en Clostridium difficile vy
Carnobacterium maltaromaticum, respectivamente, cuyas secuencias de aminoacidos
deducidas presentaban una identidad de aproximadamente el 60% con respecto a las
secuencias de L. casei. Es de destacar que en la mayoria de las especies que contienen la
agrupacion de los genes que codifican para la glicosilasparaginasa, la peptidasa V vy el
regulador transcripcional, a excepcion de las que pertenecen al grupo L. casei/L.
paracasei/L. rhamnosus, se observé un gen conservado adyacente al operén que
codifica para uno de los componentes (IIC) de un sistema PTS de la familia
lactosa/celobiosa. Esto sugiere que en este grupo de bacterias (L. gasseri, L. sakei, E.
faecalis, C. difficile y C. maltaromaticum), los substratos catabolizados por este operon
podrian ser también componentes de glicoproteinas o glicopéptidos. EI hecho de que la
estructura génica (bien sea parcial o total) se encuentre conservada en todo este grupo
de bacterias, incluidas las especies L. casei/L. paracasei/L. rhamnosus, sugiere que
estarian compartiendo un nicho particular, donde los productos de la expresion génica
tendrian funciones muy similares, lo cual permitiria el aprovechamiento de substratos

especificos como son las glicoproteinas.

3 Analisis fenotipico de los mutantes del operon alf2

3.1 El gen alfR2 codifica para un represor transcripcional

El gen alfR2 (LCABL_29310) codifica para una hipotética proteina con
homologia a reguladores transcripcionales. AIfR2 presenta un dominio conservado HTH
(helix-turn-helix) en el extremo N-terminal y un dominio de oligomerizacién y/o union
al efector (E-b/O; Effector-binding/Oligomerization) en el extremo C-terminal. Para
determinar la implicacion de AIfR2 en la regulacion del metabolismo del
glicoaminoéacido Fuc-GIcNAc-Asn en L. casei BL23, se construyo un mutante en alfR2
(Fig. 41). Curiosamente los resultados demostraron que este mutante no solo es capaz
de utilizar el Fuc-GIcNAc-Asn sino que también se puede cultivar en presencia de los
disacéridos Fuc-a-1,6-GIcNAc, Fuc-Glu, Fuc-Gal y el trisacarido Fuc-DAQ (Fig. 39).
Esto sugeria a que AIfR2 estaria actuando como un represor transcripcional. En
ausencia de este represor, la expresion constitutiva de los genes que posiblemente se
hallan bajo su control (resto de genes del operon alf2) permitiria el transporte de estos
carbohidratos y su posterior metabolismo. Al igual que la cepa silvestre, la cepa mutante
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para el regulador no puede metabolizar GIcNAc-Asn (Fig. 39), sugiriendo que la

presencia L-fucosa es necesaria para el transporte de GIcNAc-Asn.
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Figura 39. Curvas de crecimiento de L. casei BL405 (mutante en alfR2) con distintas
fuentes de carbono. Los cultivos se realizaron en medio MRS basal sin ninguna fuente
de carbono (sin azdcar), con 4 mM de Fuc-a-1,6-GIcNAc (Fucl,6NAG), fucosil-a-1,6-
N-acetilglucosamina-asparagina (Fuc-GIcNAc-Asn), N-acetilglucosamina-asparagina
(GIcNAc-Asn), Fucosil-glucosa (Fuc-Glu), Fucosil-galactosa (Fuc-Gal) 6 2 mM de
fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ) como Unica fuente de carbono.

Con el objeto de confirmar el efecto represor de AIfR2 sobre el operon alf2, se llevaron
a cabo andlisis transcripcionales mediante RT-gPCR con RNA aislado de la cepa
mutante para alfR2 cultivada en Fuc-a-1,6-GIcNAc, GIcNAc y glucosa. Tomando como
referencia la cepa silvestre cultivada en glucosa se observé que todos los genes alf2 se
expresaban en la cepa mutante y en los tres carbohidratos ensayados (Fig. 40). Estos
resultados indican que AIfR2 actGa como un represor transcripcional de los genes alf2.

Como se ha descrito arriba, L. casei BL23 fue capaz de crecer con Fuc-GIcCNAc-Asn
como Unica fuente de carbono fermentable pero no con sus componentes GICNAc-Asn
or Fuc-a-1,6-GIcNAc (Fig. 37 y Fig. 21 respectivamente). Esto sugiere que Fuc-
GIcNAc-Asn es un substrato natural de los productos del operén alf2 y podria,
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directamente o mediante sus metabolitos, actuar como una molécula inductora de éste a
través del regulador AIfR2. La incapacidad de la cepa silvestre BL23 para utilizar
GIcNAc-Asn o el disacéarido Fuc-a-1,6-GIcNAc (Fig. 37 y Fig 21 respectivamente)
sugiere que tanto la presencia de L-fucosa como de L-asparagina en la molécula son
impresindibles para el transporte y catabolismo de componentes glicoproteicos en L.
casei BL23. Aunque la L-fucosa no es utilizada por la cepa BL23 (Rodriguez-Diaz et al
2012), al encontrarse unida a este compuesto estaria actuando como una molécula
sefializadora como ocurre en la bacteria patogénica S. pneumonie, lo que le permite
transportar y aprovechar los carbohidratos de las glicoproteinas del hospedador para su

invasion y proliferacion (Higgins et al 2014).
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Figura 40. Expresion de los genes alf2 en L. casei BL23 y la cepa mutante alfR2 con
distintas fuentes de carbono. Los cultivos se realizaron en presencia de Fuc-a-1,6-
GIcNAc (fucl,6GIcNACc), glucosa o N-acetilglucosamina (GIcNAc) a 4 mM, vy la
expresion de los genes alf2 fue determinada por RT-qPCR. La expresion relativa esta
referida a la expresién en la cepa silvestre (WT) cultivada en glucosa 4mM. Los genes
pyrG (LCABL_27380), ileS (LCABL_15110) y lepA (LCABL_17760) fueron usados
como referencia. Los datos presentados son la media de 6 réplicas tomadas de 2
repeticiones bioldgicas independientes. Las barras indican las desviaciones estandar.
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3.2 La permeasa AlfH y la a-L-fucosidasa AIfC estan implicadas en la

utilizacion de Fuc-GIcNAc-Asn y otros compuestos fucosilados

Con el objeto de analizar si la permeasa AlfH y la a-L-fucosidasa AIfC estan
implicadas en el metabolismo de Fuc-GIcNAc-Asn se construyeron mutantes para los
genes alfH y alfC, respectivamente (Fig. 41). Ambos mutantes fueron incapaces de
crecer en presencia de ese glicoaminoécido (Fig. 42), indicando que estas proteinas son
imprescindibles para su utilizacion por L. casei como fuente de carbono y energia, y que
no hay mas genes que codifiquen proteinas que puedan realizar la mismas funciones
(transporte e hidrolisis, respectivamente). Esto se confirmé con mutaciones en los genes
alfH o alfC en un fondo AalfR2 (Fig. 41). La permeasa, perteneciente a la familia MFS,
es responsable del transporte de Fuc-GIcNAc-Asn, probablemente mediante el
acoplamiento a un flujo de protones (H"), el cual facilitaria su entrada al interior celular
(Madej 2014). Por otro lado, la a-L-fucosidasa AIfC, seria la encargada de hidrolizar la

L-fucosa una vez que la molécula Fuc-GIcNAc-Asnh se encuentra en el interior de la

bacteria.
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Figura 41. Representacion esquematica del operén alf2 de L. casei BL23 silvestre y
estructura genética de los diferentes mutantes. Las cepas mutantes se denominaron
como BL405 (mutante con delecién del gen alfR2); BL406 (doble mutante con delecién
del gen alfR2 e insercion de pRV300 en el gen alfC); BL407 (doble mutante con
delecion del gen alfR2 y frameshift en el gen alfH); BL408 (doble mutante con delecién
del gen alfR2 e insercion de pRV300 en el gen sugK).
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Como se ha descrito arriba, ademés del disacarido Fuc-o-1,6-GIcNAc, L. casei también
fue capaz de utilizar otros azUcares fucosilados como son fucosil-glucosa (Fuc-Glu),
fucosil-galactosa y fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ) cuando el represor
transcripcional AIfR2 se elimind (Fig. 39). Al igual que para Fuc-GIcNAc-Asn, en las
cepas con dobles mutaciones [BL407 (alfR2/alfH) o BL406 (alfR2/alfC)] no se observo
crecimiento en presencia de Fuc-a-1,6-GIcNAc ni en cualquiera de los otros azlcares
fucosilados (Fuc-Glu, Fuc-Gal o Fuc-DAQ) (Fig. 42), lo cual indicé que AlfH y AIfC
son también las responsables del transporte e hidrélisis de estos compuestos. Esto
evidencia la capacidad de esta bacteria para la utilizacion de un amplio rango de
substratos fucosilados, los cuales podrian favorecer su crecimiento en el tracto intestinal
humano. Por otro lado, el hecho de que L. casei solo pudiera crecer con Fuc-Glu, Fuc-
Gal y Fuc-DAQ tras la mutacién en alfR2 indicd que, a pesar de que estos compuestos
puedan ser sustratos de la permeasa AlfH; ellos, o productos de su metabolismo no

actuan como efectores de AIfR2.
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Figura 42. Curvas de crecimiento de L. casei dobles mutantes BL406 (alfR2/alfC) y
BL407 (alfR2/alfH). Los cultivos se realizaron en medio MRS basal sin ninguna fuente
de carbono (sin azucar), o con fucosil-a-1,6-N-acetilglucosamina-asparagina (Fuc-
GIcNAc-Asn), N-acetilglucosamina-asparagina (GIcNAc-Asn), Fuc-a-1,6-GIcCNAc
(Fucl,6NAG), fucosil-glucosa (Fuc-Glu), fucosil-galactosa (Fuc-Gal) a 4 mM o con
fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ) 2 mM como Unica fuente de carbono. N-
acetilglucosamina (GIcNAc) 4 mM fue utilizado como control positivo del crecimiento.
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3.3 La funcion de la putativa quinasa (SugK) puede ser sustituida por otra

enzima

El gen sugK (LCABL_29280), el cual codifica para una hipotética proteina
perteneciente a la familia ROK (Del inglés: Represor, ORF, Kinase) incluye represores
transcripcionales, quinasas de azlcares y marcos de lectura abierta de proteinas
bacterianas. Su presencia en el operdn alf2 podria estar relacionada con la fosforilacion
de la GIcNACc resultante del metabolismo de Fuc-GIcNAc-Asn, Fuc-a-1,6-GIcNAcC o
fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa. Se construyd una cepa doble mutante AalfR2-sugK
(BL408) (Fig. 41) en la que no se evidencio ninguna ineficiencia para el crecimiento
con Fuc-0-1,6-GlcNAc cuando éste se comparo con la cepa AalfR2 (BL405) (Fig. 43),
sugiriendo que probablemente otra enzima quinasa podria estar supliendo su funcion. El
genoma de L. casei BL23, ademas de contener el gen sugK, también tiene otros dos
genes anotados como gIK (LCABL_18750) y ypbG (LCABL_28340) que codifican para
una hipotética glucoquinasa y quinasa de N-acetilmanosamina, respectivamente, las
cuales presentan una identidad del 28% con SugK. Sin embargo, en un estudio realizado
previamente, la mutacion independiente tanto de sugK como de glK no mostrd ningun
defecto para el crecimiento de L. casei en presencia de galacto-N-biosa (GNB) o lacto-
N-biosa (LNB), sugiriendo que éstas pueden tener actividad redundante (Bidart et al
2014). Por lo tanto, en nuestro caso la actividad de fosforilacion de la GICNAc podria
ser también sustituida por cualquiera de las otras quinasas (GIK o YpbG) que posee L.

casei, evitando de esta manera un blogueo del metabolismo de la GIcNAc.
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Figura 43. Curvas de crecimiento de L. casei mutante (BL405; AalfR2) y doble
mutante (BL408; (AalfR2-sugK). Los cultivos se realizaron en medio MRS basal sin

ninguna fuente de carbono (sin azlcar) o con Fuc-a-1,6-GIcNAc (Fucl,6NAG) a 4 mM
como unica fuente de carbono.

4 Ruta catabdlica propuesta para el glicoaminoacido fucosil-a-1,6-N-

acetilglucosamina-asparagina en Lactobacillus casei BL23

Basandose en los resultados descritos arriba para el operon alf2 y la homologia de
la secuencia deducida de amino&cidos de los genes asdA, pepV y asnA2 con proteinas
previamente caracterizadas en otras bacterias, hemos propuesto un modelo para el
catabolismo del glicoaminoacido Fuc-GIcNAc-Asn en L. casei BL23 (Fig. 44). El Fuc-
GIcNAc-Asn funcionaria como una molécula efectora de los genes alf2 a traves del
regulador AIfR2 y permitiria la expresion de todas las enzimas responsables tanto de su
transporte como de su degradacién. Ademas de Fuc-GIcNAc-Asn, otras moléculas mas
complejas como por ejemplo Fuc-GIcNAc-Asn-Xxx-Ser/Thr (secuencia peptidica
consenso para la N-glicosilacion donde Xxx puede ser cualquier aminoacido excepto
prolina) podrian ser también substratos naturales, ya que toda la maquinaria enzimatica
para su catabolismo estaria codificada por los genes del operdn alf2. En este sentido, las
enzimas homdlogas a PepV de Lactococcus lactis (Hellendoorn et al 1997),
Lactobacillus sakei (Montel et al 1995), Lactobacillus delbrueckii (Jozic et al 2002,
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Vongerichten et al 1994) y Lactobacillus helveticus (Tan et al 1995) han sido
caracterizadas por degradar diferentes tipos de dipéptidos. Las secuencias de
aminoacidos de estas enzimas en las especies mencionadas tienen una identidad entre el
57-y 28% con la secuencia de PepV de L. casei; siendo la de L. helveticus la que
presenta un porcentaje mayor (57%). L. helveticus es una bacteria del acido lactico
considerada de gran importancia en la elaboracion de productos de leche fermentada,
cuya actividad dipeptidasa ha sido determinada, mostrando una amplia especificidad de
substrato (Tan et al 1995). Esto sugiere que la expresion de PepV en L. casei BL23
podria estar implicada en la degradacion de dipéptidos que provienen de glicoproteinas

bien sea de la dieta o del epitelio intestinal.

La putativa glicosilasparaginasa codificada por el gen asnA2, cuya expresion fue
detectada solo en el mutante alfR2, mostré homologia con muchas glicosilasparaginasas
de diferentes grupos de bacterias. El andlisis de secuencias AsnA2 de L. casei BL23
reveld una similitud moderada (39% de identidad) con varias glicosilasparaginasas de
Flavobacterium sp. A pesar de que pocas de estas enzimas han sido caracterizadas, el
estudio de wuna aspartilglucosaminidasa (AGA) presente en Flavobacterium
meningosepticum, ha mostrado su papel fundamental en la degradacién de N-
glicoproteinas, ya que tiene la capacidad de hidrolizar el enlace de GIcNAc-Asn con la
subsecuente produccion de aspartato, GIcCNAc y amonio (Liu et al 1998, Norris et al
1994, Tretter et al 1991). Por otro lado, la identificacion e inactivacion del gen
homdlogo a asnA2 en Lactobacillus sakei, (67% de identidad con AsnA2 de L. casei)
condujo a una reduccion del crecimiento de este mutante en carne; sugiriendo que en
estas bacterias ademas de jugar un importante papel en la degradacion de glicoproteinas,
podria generar amonio a partir de asparagina por su actividad asparaginasa, lo que

favoreceria el desarrollo al controlar la acidificacion del medio (Hufner et al 2007).

El L-aspartato producido por la putativa actividad L-asparaginasa de AsnA2 podria ser
el substrato de la enzima aspartato descarboxilasa/aminotransferasa, la cual esta
codificada por el gen asdA en L. casei BL23. La expresion de este gen, al igual que los
otros genes que pertenecen al operon alf2 fue constitutiva tras la deleccion de alfR2
(Fig. 40). Esta enzima no solo cataliza la B-descarboxilacion de L-aspartato sino que
también tiene actividad aminotransferasa (AT) (Meister 1990). Estudios previos han
mostrado que esta enzima es capaz de catalizar la descarboxilacién del carbono 4 de L-
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aspartato para formar alanina en presencia de piruvato; y en una menor media es capaz
de realizar transaminacion para formar L-glutamato en presencia de a-cetoglutarato
(Novogrodsky et al 1963). Este tipo de enzimas (Asd/AT) son dependientes de
pirodoxal 5’-fosfato (PLP), y los cetodcidos presentes pueden actuar como activadores
en la reaccion de B-descarboxilacion (Nishimura et al 1962) y como substratos en la
reaccion de transaminacion (Wang & Lee 2007). A pesar de existir muchas secuencias
en las bases de datos que codifican para aspartato descarboxilasa/aminotransferasas
(Asd/AT) putativas pertenecientes a diferentes microorganismos, solo se han
caracterizado dos de estas enzimas: las de las bacterias Alcaligenes faecalis CCR 11585
y Pseudomonas sp. ATCC 19121, con actividad tanto descarboxilasa como
aminotransferasa (Chen et al 2000, Wang & Lee 2006). Las secuencias aminoacidicas
de Asd en A. faecalis y Pseudomonas presentan una similitud del 43 y 44%
respectivamente con AsdA de L. casei, sugiriendo que ésta podria tener una funcion
similar, en la que su actividad permitiria convertir el L-aspartato mediante
descarboxilacién o transaminacion, respectivamente, en L-alanina o L-glutdmico;
aminoacidos que son esenciales para el crecimiento de lactobacilos (Fernandez &
Zuniga 2006).
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Figura 44. Ruta catabolica propuesta para la utilizacion de componentes fucosilados de
glicoproteinas en L. casei BL23. Fuc-GIcNAc-Asn, un substrato natural utilizable por
esta cepa, estaria actuando como la molécula inductora para la expresion de los genes
alf2 a través del regulador AIfR2, llevando al subsecuente metabolismo de este
compuesto por las enzimas catabolicas (flechas azules). Todas las proteinas codificadas
por al operon alf2 se trascriben cuando el represor AIfR2 estd ausente, permitiendo la
utilizacion de Fuc-o-1,6-GIcNAc, Fucosil-glucosa (Fuc-Glu), Fucosil-galactosa (Fuc-
Gal) y fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa (Fuc-DAQ) (flechas rojas). En presencia de
AIfR2, sin la molécula inductora, todos los genes alf2 estan reprimidos (flechas tenues).
Es probable que Fuc-o-1,6-GIcNAc-Asn-Xxx-Ser/Thr también sea un substrato natural
e induzca la expresion de los genes alf2 a través de AIfR2, ya que un gen que codifica
para una dipeptidasa (PepV) se encuentra dentro de este operdn, lo que permitiria el
aprovechamiento de moléculas mas complejas (flechas moradas).
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Discusion

Un factor importante para la determinacion de la composicion microbiana en el
tracto gastrointestinal humano es la disponibilidad de nutrientes que se puedan
encontrar en éste, principalmente derivados de la dieta, pero también en secreciones de
las mucosas o de las células epiteliales del intestino, siendo los glicanos la fuente de
nutrientes mas consistente para muchos microorganismos (Salyers et al 1977). Estos
glicanos se presentan a las bacterias en el lumen intestinal como O-glicanos (principal
componente del mucus), unidos a glicoproteinas secretadas o mucina asociada a la
célula, o como N-glicanos, presentes en la superficie de las células epiteliales. La
habilidad de ciertos microorganismos para degradar este tipo de nutrientes (O/N-
glicanos) permite asegurar su persistencia en este nicho particular (Martens et al 2008).
Muchos enlaces glicosidicos pueden ser incorporados dentro de un solo polimero, lo
cual requiere que los microorganismos intestinales produzcan consecuentemente
muchas enzimas degradativas de enlaces especificos para utilizar efectivamente estos
compuestos heterogéneos. Desde una perspectiva ecoldgica, especies de
microorganismos con amplia habilidad para degradar glicanos pueden ser consideradas
como ‘“generalistas”, las cuales cambian su metabolismo dependiendo del tipo de
nutriente disponible, mientras que las especies con un potencial degradativo bajo
pueden ser consideradas “especialistas”, las cuales se centran en la utilizacion de uno o
pocos glicanos. Los especialistas corren el riesgo de llegar a extinguirse en un
hospedador si sus nutrientes preferidos escasean durante demasiado tiempo; o de otra
manera, también es probable que estos microorganismos ante una presion selectiva,
evolucionen para adquirir la capacidad de degradar abundantes glicanos de la dieta o

mucinas derivadas del hospedador (Koropatkin et al 2012).

Uno de los microorganismos mas estudiado por su capacidad de aprovechar muchos
glicanos de la dieta y del hospedador es B. thetaiotaomicron, un miembro prominente
de la microbiota humana, donde la habilidad para utilizar este tipo de substratos reside
en la presencia de 88 loci para la utilizacion de polisacaridos (PULSs; polysaccharide
utilization loci), encontrandose dentro de éstos genes que codifican para complejos
proteicos de membrana capaces de cosechar glicoproteinas, principalmente mucina O-
glicosilada (Martens et al 2008). Sin embargo, los sistemas para aprovechar estas

glicoproteinas aun no han sido bien caracterizados.
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La hidrolisis de glicoproteinas del hospedador, ademas de ser considerada como un
mecanismo para la obtencion de nutrientes por parte de muchos microorganismos, es
una caracteristica importante para la evasion inmune de varias bacterias patdgenas (Cao
et al 2014). Por ejemplo, Streptococcus pyogenes secreta una glicosilhidrolasa, EndoS,
la cual puede eficientemente hidrolizar los glicanos de la IgG y reducir
significativamente su muerte en sangre mediada por estas inmunoglobulinas (Collin &
Olsen 2001). Capnocytophaga canimorsus, un miembro del phylum Bacteroidetes, es
capaz de deglicosilar fetuina e 1gG; actividad necesaria para mantener su crecimiento en
cultivos in vitro con células de mamifero (Renzi et al 2011). Entre tanto, en Bacteroides
fragilis la presencia de genes don, que forman parte de los loci PULs homdlogos a los
de B. thetaiotamicron, juegan un papel muy importante en la utilizacién de transferrina,
una glicoproteina encargada del transporte del hierro en plasma (Cao et al 2014). Se ha
demostrado que Streptococcus oralis y S. pneumonie son capaces de hidrolizar y
metabolizar complejos N-glicanos de glicoproteinas y utilizarlos como fuente de
carbono (Burnaugh et al 2008, Byers et al 1999). En S. oralis se observo que durante su
crecimiento en presencia de una alpha-1-acido glicoproteina, todos los monosacaridos
constituyentes (&cido sialico, galactosa, fucosa, N-acetilglucosamina no terminal y
manosa) eran liberados secuencialmente mediante la actividad de diferentes exo-
glicosidasas, siendo todos metabolizados, excepto la fucosa. Sin embargo, el residuo
GIcNAC unido a Asn permanecio en el medio de cultivo sin hidrolizarse hasta el final
del crecimiento (Byers et al 1999), sugiriendo que estas especies no contienen enzimas
que sean capaces de degradar y metabolizar algunos componentes de glicoproteinas
como la fucosa y el compuesto GICNAc-Asn.

En estudios previos se ha demostrado que la enzima responsable de la hidrolisis de
GIcNAc-Asn corresponde a una glicosil-asparaginasa. Para este tipo de enzimas, aunque
se encuentran en varios organismos, incluidos mamiferos, plantas y bacterias
(Noronkoski et al 1997, Norris et al 1994, Plummer et al 1984, Plummer & Tarentino
1991, Tarentino et al 1985, Tretter et al 1991), se han realizado pocos trabajos
referentes a su mecanismo. Entre las pocas glicosil-asparaginasas caracterizadas, se
encuentran una PNGasa F (Peptide:N-glicosidase F) perteneciente a Flavobacterium
meningosepticum y una PNGasa A de Prunus amygdalus (almendro dulce) (Plummer et
al 1984, Tretter et al 1991), las cuales estdn comercialmente disponibles y presentan

especificidades distintas sobre substratos GICNAc-Asn que pueden estar 0 no
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fucosilados. PNGasa F actda unicamente si la GICNAc de este compuesto esta libre de
fucosa o si este azlcar se encuentra unido solamente mediante el enlace glicosidico a-
1,6; mientras que PNGasa A puede actuar tanto si GICNAc esta fucosilado mediante
enlace a-1,3 como o-1,6 (Tretter et al 1991). Entre tanto, se observO que una
glicosilasparaginasa humana puede actuar solamente cuando GIcCNAc-Asn esta libre de
fucosa, ya que se demostro que este monosacéarido unido a GIcNAc mediante un enlace
a-1,6 evitaba su hidrolisis. Esto sugiere que el catabolismo de Fuc-GIcNAc-Asn puede
ocurrir por la accion consecutiva de una fucosidasa seguido por una glicosilasparaginasa
(Noronkoski & Mononen 1997). Estos hallazgos demuestran que las
glicosilasparaginasas, dependiendo de su origen pueden tener distintas especificidades y
la presencia de este tipo de enzimas en bacterias comensales/probiéticas de la
microbiota humana puede contribuir a un mejor aprovechamiento de substratos
especificos para su crecimiento y proliferacion, repercutiendo en un efecto beneficioso

para el hospedador.

L. casei es una bacteria del acido lactico capaz de colonizar diferentes ambientes,
incluidos la cavidad oral, tracto gastrointestinal y tracto genital de humanos; donde
muchas cepas han sido ampliamente estudiadas por sus propiedades para promover la
salud (de Vrese & Schrezenmeir 2008, Kleerebezem & Vaughan 2009). La
identificacion y el estudio de un cluster de genes de L. casei BL23 involucrados en la
utilizacion de compuestos que pertenecen a glicoproteinas derivadas del hospedador,
permite comprender mejor los mecanismos de los que esta dotada esta especie para
tener una ventaja competitiva y persistir en el hospedador humano. En este trabajo se
establecido que los genes alf2 presentes en el genoma de L. casei BL23 son los
responsables para la utilizacion de Fuc-GIcNAc-Asn asi como tambiéen de otros tipos de

substratos fucosilados.

A pesar de que existen varios microorganismos ya descritos capaces de utilizar
componentes de glicoproteinas que forman parte tanto de la superficie de células
epiteliales como de fluidos corporales (Burnaugh et al 2008, Byers et al 1999, Cao et al
2014, Collin & Olsen 2001, Martens et al 2008, Renzi et al 2011), esta es la primera vez
que se caracteriza parcialmente en una bacteria un operon (alf2) implicado en el
transporte 'y metabolismo de glicoaminodcidos que forman parte de las N-
glicoproteinas. Aunque los mecanismos moleculares aun no estan completamente

elucidados, los resultados obtenidos en este trabajo han permitido proponer una ruta
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para el catabolismo de este tipo de compuestos (Fig. 44). El analisis de mutantes para el
operon alf2 en esta Tesis permitié determinar que este cluster de genes es controlado
mediante un regulador transcripcional perteneciente a la familia GntR codificado por el
gen alfR2; siendo las enzimas permeasa y a-L-fucosidasa AIfC codificadas por los
genes alfH y alfC las responsables del transporte de los compuestos fucosilados y la
subsecuente hidrolisis de la L-fucosa, respectivamente. El hecho de que L. casei BL23
sea capaz de usar oligosacaridos fucosilados solamente cuando el regulador AIfR2 se
encuentra ausente, indica que esta proteina estaria actuando como un represor
transcripcional. El crecimiento de la cepa silvestre de L. casei en presencia de Fuc-
GIcNAc-Asn, sugiere que éste podria actuar como una molécula inductora de la
expresion de los genes alf2 a través de AIfR2. Sin embargo, no se descarta que una
molécula de mayor complejidad como es el compuesto Fuc-GlIcNAc-Asn-Xxx-Ser/Thr
(secuencia peptidica consenso de la N-glicosilacién, donde Xxx puede ser cualquier
aminoacido excepto prolina) pueda ser también un substrato natural de L. casei e inducir
los genes de alf2. Tal consideracion responde al hecho de que dentro de este operdn
ademas de hallarse los genes involucrados en el metabolismo de aminoacidos (asnA2 y
asdA), los cuales codificarian hipotéticas glicosilasparaginasa y aspartato
descarboxilasa/aminotransferasa, también se encuentran genes hipotéticamente

implicados en la degradacion de dipéptidos y fosforilacion de azucares (pepV y sugK).

El andlisis transcripcional de L. casei BL23 y la cepa mutante alfR2 (BL405) cultivados
en Fuc-a-1,6-GIcNAc y el monosacarido constituyente GICNAc permitié demostrar que
la expresion del operon alf2 pasd a ser constitutiva para todos los genes en la cepa
mutante, corroborando una vez mas que el caracter represor de AIfR2. Analisis de
secuencias indican que AIfR2 pertenece a la familia de reguladores GntR, la cual esta
ampliamente distribuida en todas las bacterias y participa en el control de diversos
procesos bioldgicos. Este tipo de reguladores esta siempre localizado en el cromosoma
adyacente a los genes que controlan, lo que permite en muchos casos intuir los
metabolitos que pueden actuar como efectores (Hoskisson & Rigali 2009). En general,
estas proteinas contienen un dominio HTH (del inglés helix-turn-helix) en el extremo N-
terminal y un dominio de oligomerizacion y/o union al efector (E-b/O; Effector-
binding/Oligamerization) en el extremo C-terminal. Tras la union de una molécula
efectora en el dominio C-terminal, ocurre un cambio conformacional que influye en las

propiedades de union del regulador al DNA, resultando en la represion o activacion de
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la transcripcion. ElI dominio de union al DNA es conservado a lo largo de la familia
GntR, sin embargo las regiones fuera de este dominio son més variables, lo cual refleja
la diversidad de moléculas a las que se puede unir (Rigali et al 2002). A pesar del gran
numero de reguladores tipo GntR identificados, hay pocos ejemplos donde sus
moléculas efectoras sean conocidas y el circuito de regulacion completo haya sido
elucidado (Hoskisson & Rigali 2009). Se ha demostrado que en Streptomyces coelicolor
un intermediario del metabolismo de GIcNAc, la GIcN-6-fosfato (GIcNAc-6-P), estaria
actuando como molécula efectora del regulador DasR perteneciente a la familia GntR,
permitiendo el transporte y utilizacién de este aminoazucar (Rigali et al 2006). En
Bacillus subtilis se ha propuesto que la molécula efectora del regulador NagR-GntR
para el metabolismo de GIcNAc, podria ser también GIcNAc-6-P como ocurre en S.
coelicolor, aunque no se descarta que pueda existir un efector mas potente para este
regulador (Fillenberg et al 2015). Las secuencias de aminoacidos, tanto de DasR como
de NagR, presentan una homologia del 29% y 30%, respectivamente, con la proteina
codificada por el gen alfR2 de L. casei, lo cual sugiere que podrian tener una funcion
similar. Aunque se desconocen los mecanismos moleculares por los cuales AlfR2
estaria controlando la transcripcién de los genes alf2 en L. casei, de acuerdo a trabajos
previos (Hoskisson & Rigali 2009) se puede intuir que este regulador mediante el
dominio N-terminal se estaria uniendo a la region promotora entre los genes asdA y alfH
dando lugar a la represion de todos los genes de este operdn. Su activacion solamente
tendria lugar cuando Fuc-GIcNAc-Asn (molécula efectora) interactuase con el dominio
C-terminal de AIfR2, provocando asi un cambio conformacional en su estructura que

llevaria a su disociacion del DNA.

El operdn alf2, ademas de encontrarse en L. casei BL23, también esta conservado en las
especies L. paracasei y L. rhamnosus. Sorprendentemente en L. rhamnosus el gen asdA
que codifica para la aspartato descarboxilasa/aminotransferasa (AsdA) estd ausente.
Esto sugiere que probablemente este gen estaba presente en el ancestro del grupo L.
casei/L. paracasei/L. rhamnosus y su pérdida se origind despues de la diversificacion.
La presencia de genes homologos en otras especies distintas a las de ese grupo, que
también se desarrollan en mucosas intestinales, sugiere una funcion en la adaptacion a
ambientes complejos. Interesantemente, en las especies de L. gasseri, L. sakei, E.
faecalis, C. difficile y C. maltaromaticum, con algunas excepciones, los genes

homologos a asnA2, pepV y alfR2 se encuentran en una misma region cromosomica
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formando un pequefio cluster y en algunos casos conservando la misma estructura
génica que se encuentra en L. casei. Son necesarios andlisis filogenéticos para
determinar si esto sugiere la presencia en algin ancestro comdn (en Firmicutes) o es
fruto de una transferencia génica horizontal, dado que la mayoria de las especies
comparten nichos similares. Curiosamente, un gen adyacente a los genes homdélogos a
asnA2, pepV y alfR2, es encontrado en la mayoria de estas especies, el cual codificaria
para uno de los componentes (IIC) hipotéticos de un sistema PTS de la familia
lactosa/celobiosa. Esto sugiere que probablemente esta region cromosomica esté
dedicada al transporte y catabolismo de carbohidratos presentes en las glicoproteinas o

glicopeptidos.

El hecho de que L. casei BL23 sea capaz de crecer sobre varios compuestos fucosilados,
sugiere que el transportador en esta cepa presenta una amplia especificidad de
substratos, siendo muy probable que también tenga capacidad de facilitar la entrada de
otros compuestos con mayor complejidad. AlIfH pertenece a la familia MFS, que ha sido
extensivamente estudiada y presenta un amplio espectro de substratos, incluyendo iones,
carbohidratos, lipidos, aminoacidos, péptidos, etc (Madej 2014, Saier 2000). Esto y la
caracterizacion del crecimiento del doble mutante alfR2-alfH apoya la idea de que la via
de entrada de todos los compuestos fucosilados estudiados (Fuc-GIcNAc-Asn, Fuc-a-
1,6-GIcNAc, Fuc-Glu, Fuc-Gal y Fuc-DAQ) se produce a traves de AlfH. Asi, la
presencia de fucosa en la molécula mediante un enlace al-6 parece ser el Unico
requerimiento para el transporte. Sin embargo el sistema solo seria inducido via AlIfR2
cuando la molécula que se transporta posee una estructura GIcNAc-Asn. Esto estd
apoyado por el hecho de que en el resto de especies donde genes del cluster estan
presentes, éste sélo conserva el regulador AIfR y los genes que se encargarian de
metabolizar GIcNAc-Asn, careciendo de transportadores tipo AlfH o a-L-fucosidasas
homologas a AIfC. Asi, es probable que la molécula inductora de AIfR2 sea GIcNAc-
Asn, aunque este compuesto no pueda ser utilizado por L. casei BL23, probablemente al
no ser un substrato transportado por AlfH.

Todo sugiere que L. casei estaria adaptado al metabolismo de glicopéptidos fucosilados
(transportados por AIlfH), cuyo primer paso en su catabolismo consistiria en la
eliminacién de la porcion de L-fucosa por AIfC. A pesar de que la L-fucosa no es
metabolizada por L. casei, como se ha demostrado anteriormente (Rodriguez-Diaz et al

2012), los otros componentes derivados del compuesto transportado (e.g. GICNAc o
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glucosa y galactosa en el caso de Fuc-Gluc y Fuc-Gal) si que pueden ser canalizados
hacia la glucolisis y ser utilizados para el crecimiento. Dado que la entrada de los
compuestos fucosilados se produce mediante una permeasa independiente de
fosforilacion, muy probablemente la quinasa perteneciente a la familia ROK codificada
por el gen sugK jugaria un papel en la fosforilacion de los azucares constituyentes.
Aungue la familia ROK también estd formada por reguladores que poseen un dominio
N-terminal que se une al DNA, tanto la especificidad como el papel funcional de la
mayoria sigue sin conocerse (Kazanov et al 2013). En contraste a los reguladores, un
gran numero de quinasas que son activas en varios azucares hexosas incluyendo D-
glucosa, D-alosa, D-manosa y D-fructosa, pero también en aminoazlcares, han sido
caracterizadas (Conejo et al 2010, Titgemeyer et al 1994). El nivel de selectividad de
substrato puede variar entre diferentes quinasas; por ejemplo: la fructoquinasa de
Bacillus subtilis es especifica para fosforilar D-fructosa, mientras que la glucoquinasa
de T. maritima tiene una amplia especificidad para varias hexosas incluyendo D-manosa
y GIcNAc (Rodionova et al 2012). En L. casei BL23, ademas del gen sugK, otros dos
genes (gIK y ypbG) estan presentes en su genoma que codificarian hipotéticas quinasas
(glucoquinasa y quinasa de N-acetilmanosamina respectivamente) de azlcares. Estas
presentan una similitud del 28% entre ellas, sugiriendo que pueden tener especificidad
por los mismos substratos. Esta inferencia ademas de ser suscitada por la similitud que
ellas presentan, corresponde mas al hecho de que la mutacién del gen sugK en la cepa
carente del represor AIfR2 no afecté a su crecimiento en presencia de Fuc-o-1,6-
GIcNAc. Un caso similar también fue observado en un estudio realizado previamente,
donde la mutacion independiente tanto de sugK como de glK no mostr6é ningun efecto
para el crecimiento de L. casei en presencia de LNB o GNB, dos disacaridos que tiene
GIcNAc y GalNAc en su estructura, sugiriendo que éstas pueden tener actividad
redundante (Bidart et al 2014).

Por otro lado, la actividad de la hipotética PepV seria la responsable de la degradacion
de dipéptidos que forman parte de glicoproteinas. Este planteamiento se hace debido a
que esta enzima presenta similitud con algunas peptidasas ya caracterizadas en otros
lactobacilos, que pertenecen a la familia de las peptidasas M20 y tienen la capacidad de
degradar dipéptidos, algunas de ellas con una amplia especificidad de substrato (Jozic et
al 2002, Montel et al 1995, Tan et al 1995, Vongerichten et al 1994). Las enzimas del

tipo PepV incluyen carboxipeptidasas y aminopeptidasas, las cuales poseen un Unico
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sitio activo cerrado y por lo tanto son especializadas para la actividad dipeptidasa (Jozic
et al 2002). Un ejemplo claro de este tipo de enzimas es la PepV de Lactobacillus
delbrueckii, cuya eficiencia para la degradacion de carnosina (B-Ala-His) y otros
dipéptidos asi como también tripéptidos ha sido demostrada (Jozic et al 2002,
Vongerichten et al 1994). Una PepV que corresponde a L. helveticus, con una identidad
del 57% respecto a PepV de L. casei, tiene actividad sobre multitud de dipéptidos; entre
ellos, Ser-Leu y Ala-Ser (Tan et al 1995), los cuales podrian formar parte de la
secuencia Asn-Xxx-Ser/Thr (Xxx es cualquier aminoacido excepto la prolina). Esto
sugiere que en esta bacteria PepV podria estar implicada en la hidrolisis de péptidos que

forman parte de glicoproteinas.

La posible actividad glicosilasparaginasa de AsnA2 de L. casei no se ha confirmado,
pero podria ser similar a la encontrada en F. meningosepticum, ya que sus secuencias
presentan un identidad del 39%. Tal como se ha descrito antes; esta glicosilasparaginasa
es especifica para GIcCNAc-Asn o para Fuc-a-1,6-GIcNAc-Asn pero no para Fuc-a-1,3-
GIcNAc-Asn (Tretter et al 1991). El hecho de que una o-L-fucosidasa también esté
presente en esta especie con un 30% de similitud a AIfC de L. casei, sugiere que
probablemente el catabolismo de este complejo ocurra via las actividades consecutivas
a-L-fucosidasa y glicosilasparaginasa, tal y como postulamos para L. casei. Algo
similar ha sido encontrado en una glicosilasparaginasa humana, la cual tiene actividad
solamente si el substrato GICNAc-Asn estaba desprovisto de L-fucosa, sugiriendo que
una fucosidasa ha liberado previamente este monosacarido (Noronkoski & Mononen
1997). De acuerdo con esto, estudios realizados indican que el substrato de la
glicosilasparaginasa corresponde a la GIcNAc-Asn desfucosilada, la cual es hidrolizada

produciendo L-aspartato, GIcCNAc y amonio (Liu et al 1998).

La secuencia para la degradacion y/o transformacion de intermediarios metabolicos
como el aminoacido L-asparatato producido por la accion de la glicosilaparaginasa, se
realizaria mediante la actividad de la enzima aspartato descarboxilasa/aminotransferasa
(AsdA), la cual, no solo cataliza la B-descarboxilacion de este aminoacido sino que
también tiene actividad aminotransferasa (AT) (Meister 1990). A pesar de que el cluster
alf2 de L. rhamnosus carece del gen que codifica para esta enzima, esta especie debe de
poder metabolizar el L-aspartato generado a partir de GIcNAc-Asn mediante la
intervencion de otra enzima. Varios estudios muestran que las bacterias del acido lactico

pueden metabolizar todos los aminoacidos (Liu et al 2003, Tammam et al 2000), aunque
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la habilidad para degradarlos puede variar grandemente entre especies e incluso las vias
metabdlicas, aunque presentes en algunos casos, pueden estar incompletas o
defectuosas. No obstante, en este Gltimo caso el crecimiento no suele afectarse, ya que
los compuestos intermediarios requeridos para el desarrollo de estas bacterias pueden
ser obtenidos por rutas alternativas (Fernandez & Zuniga 2006). Esto sugiere que el
catabolismo de L-aspartato en L. rhamnosus también se podria dar por otras vias. En L.
casei BL23 el L-aspartato que se generaria tras el catabolismo de GIcNAc-Asn, seria el
substrato para la enzima AsdA, la cual presenta homologia del 43% con las ya
caracterizadas en Alcaligenes faecalis (CCR 11585) y Pseudomonas sp. (ATCC 19121)
con actividad tanto descaboxilasa como aminotransferasa (Chen et al 2000, Wang &
Lee 2006). En estudios previos se ha demostrado que la actividad aminotranasferasa
convierte de forma reversible el L-aspartato mas a-cetoglutarato en glutamato y
oxalacetato, donde este ultimo es degradado a piruvato (Fernandez & Zuniga 2006), lo

cual sugiere que una ruta similar podria encontrarse en L. casei.

En conclusién, el aprovechamiento por parte de L. casei BL23 de los componentes de
glicoproteinas que se encuentran en la mucosa y en la leche humana, se relaciona con la
presencia de los genes alf2. Los resultados obtenidos en este trabajo nos han permitido
demostrar que estos genes estan involucrados en la degradacién del glicoaminoacido
Fuc-GIcNAc-Asn y otros compuestos fucosilados, asi como proponer un modelo de la
ruta metabdlica para estos substratos en L. casei. Por lo tanto, estos resultados indican
que los genes alf2 muy probablemente representan una adaptacién de esta cepa al tracto

gastrointestinal.
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1. Mediante la actividad de transfucosilacion con las a-L-fucosidasas AlfB y AIfC
de Lactobacillus casei se han sintetizado y purificado a escala semi-preparativa
los disacaridos fucosil-a-1,3-N-acetilglucosamina (Fuc-a-1,3-GIcNAc) vy
fucosil-a-1,6-N-acetilglucosamina  (Fuc-a-1,6-GIcNAc),  obteniendo  un
rendimiento de 4.2 y 9.3 g/l respectivamente.

2. Mediante la actividad de transfucosilacion con la o-L-fucosidasa AIfC, ademas
de producir fuc-a-1,6-GIcNAc, también se han sintetizado otros compuestos
fucosilados, como son el glicoaminoacido fucosil-a-1,6-N-acetilglucosamina-
asparagina, los disacaridos fucosil-glucosa, fucosil-galactosa y el trisacarido
fucosil-N,N’-diacetilquitobiosa con rendimientos de 3.6; 3.3; 1.3 y 1.8 gll,

respectivamente.

3. La actividad de transfucosilacion de la a-L-fucosidasa AIfB fue mejorada
mediante mutagénesis aleatoria. Se obtuvieron 18 enzimas mutantes, 3 de éstas
(M75, M78 y M79) presentaron rendimientos de transfucosilacion por encima
del 50 %, y la variante M58 presentd el maximo rendimiento del 100% para la
sintesis de Fuc-o-1,3-GIcNAc. Mediante mutagénesis dirigida de esta Gltima
variante se ha identificado que el cambio del residuo Asn346Lys es el Unico
responsable de su alta actividad transfucosidasa.

4. El disacarido Fuc-a-1,3-GIcNAc es fermentado in vitro por especies de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, sugiriendo un potencial prebiotico
para este carbohidrato. La capacidad de utilizacion de Fuc-a-1,3-GIcNAc por las
cepas de Lactobacillus se correlaciona con la presencia de genes homologos al

gen alfB de la a-L-fucosidasa AIfB de Lactobacillus casei BL23.

5. Los disacaridos Fuc-a-1,3-GIcNAc, Fuc-a-1,6-GIcNAC y sus monosacéridos
constituyentes, L-fucosa y GICNAc, mostraron capacidad de inhibir en diferentes
grados la union de cepas de Escherichia coli enteropatogenas (EPEC) a la linea
celular intestinal humana HT-29, sugiriendo que tanto su composicion como su

estructura son determinantes para su potencial anti-adhesivo.
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6.

10.

La capacidad de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) para metabolizar la L-
fucosa se debe a la presencia de los genes fuc. Esto fue confirmado mediante la
construccion de los mutantes fucl y fucP, en los cuales se evidencid un severo
defecto en el crecimiento con L-fucosa. El operdn fuc se induce por la presencia
de L-fucosa mediante el activador transcripcional FUCR y esta sujeto a una fuerte

regulacion por represion por catabolito.

Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) se puede cultivar en presencia del
disacérido Fuc-a-1,3-GIcNAc como fuente de carbono. Este disacarido también
induce los genes fuc, probablemente por la generacion de L-fucosa intracelular.
Contrariamente a otros lactobacilos capaces de utilizar este Fuc-a-1,3-GIcNAc,

LGG es capaz de metabolizar la porcion de L-fucosa generada.

Lactobacillus casei BL23 es capaz de metabolizar el glicoaminoacido fucosil-a-
1,6-N-acetilglucosamina-asparagina, que forma parte de la N-glicosilacién de las
proteinas. La permeasa AlfH y la a-L-fucosidasa AIfC codificadas por el operon

alf2 estan implicadas en su metabolismo.

La inactivacion del gen alfR2 y andlisis transcripcionales del operén alf2 de
Lactobacillus casei BL23 demostraron que AIfR2 es un represor transcripcional.
La cepa mutante para este represor es capaz de utilizar los disacaridos Fuc-a-
1,6-GIcNAc, fucosil-glucosa, fucosil-galactosa y el trisacarido fucosil-N,N’-
diacetilquitobiosa. La permeasa AlfH y la a-L-fucosidasa AIfC codificadas por

el operon alf2 estan implicadas en su metabolismo.

Se ha propuesto la ruta para el metabolismo del glicoaminoacido fucosil-a-1,6-
N-acetilglucosamina-asparagina en Lactobacillus casei BL23 mediante las
proteinas codificadas en el operon alf2. Esta es la primera vez que un operon
involucrado en la utilizacion de componentes de glicoproteinas que se
encuentran en el epitelio intestinal humano es caracterizado en bacterias. Su
presencia puede representar una ventaja competitiva que aumentaria la

adaptacion de Lactobacillus casei para proliferar en este nicho particular.
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Anexo 1. Estructura 3D obtenida por cristalizacion y difraccion de rayos X de la
variante M58 procedente de la a-L-fucosidasa AIfB de L. casei BL23. Cada una de las
mutaciones se indica con las flechas [M1 (N196S), M2 (V261M) y M3 (N346K)]. Los
residuos cataliticos (Aspl66 y Glu217) se muestran en amarillo. La mutacion 3 se
encuentra en una subunidad contigua adyacente al centro activo que forma un loop, el
cual se superpone con el de la enzima silvestre (violeta). El disacarido Fuc-a-1,3-
GIcNAc (verde) se encuentra en el centro activo.

187



Anexos

Anexo 2. Estructura 3D obtenida por cristalizacion y difraccion de rayos X de la a-L-
fucosidasa AIfC de L. casei BL23. En esta estructura tridimensional se muestran las
diferentes interacciones que se forman entre los residuos del centro activo y el
disacarido Fuc-a-1,6-GIcNAc (verde). Residuos cataliticos (morado), residuos que
interaccionan con la fucosa (rosa), residuo que interaciona con GIcNAc (amarillo).
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61
21

121
41

181
61

241
81

301
101

361
121

421
141

481
161

541
181

601
201

661
221

721
241

781
261

841
281

901
301

961
321

1021
341

1081
361

ATGACAGAACCATTACCGCGCATTCAACATTATGAGGACCTTGGCCTAGGATTGTTTATT
M T E P L P R I O H Y E D L G L G L F I

CACTGGGGCCTATATTCTCAGATGGCAGTTGGTGAGTGGACGGAACTTATTCACCATCGC
H W G L ¥ S O M AV G E W T E L I H H R

AATCAGCATGACTATGAGCAGTTGATTAAGACTTTTACGGCTGCACAATTTGATGCAAAA
N 0 H DY E 0 L I K T F T A A Q F D A K

AAAATCGCTCACGCCGCAAAGGCGGTGGGCGCAAAGTATATTGTTTTAACGACTAAGCAT
K I A H A A K AV G A K Y I VvV L T T K H

CATGAAGGTTTTTTTCTTTATGACACGAAGGGATTAAGCGATTTTGATGTCATGCATGCG
H E GG F F L. ¥ D T K G L S D F D V M H A

CCAGCAAGACGAGATTTGATTGCCGAATTCGTGGCGGCTTGTCGTGAAGAAGACCTGTTA
p A R R DL I A E F V A A C R E E D L L

CCATTCTTTTATATGGCCACCTATGATTGGCACACACCGTTATATGATGATGATTTTCCG
p ¥ F Yy M A T Y D W H T P L Y D D D F P

GCGTATTTAACGTATCTGCAAAAATCGGTTGAGGTGCTATGTCGCAACTATGGCCCAGTT
A Y L T Yy L 9 K S Vv E v L ¢ R N Y G P V

GGCGGGTTTTGGTTTGACGGCAACTGGAACAAAAAAGACGCTGATTGGCATCTGCCTGAA
G G F W F D G N W N K K D A D W H L P E
Mutacidén 1 — A

CTGTATGGCATGATTCGGCATTATCAACCTAACGCGATCATTGTAAGCAATACCGGCTTA

L Y G M I R H Y Q P N A I I V|S|N T G L

N

AAGAATCGCGGCCAGGTGAGTGATCCGGAAATTGATGTGGTGACTTACGAGCGACGCACA
K N R G 0 vs D P E I DV V T Y E R R T

CCTGATGAGATTTACCACGGTGCTCCGAACGAAAAATATGTTGCTGGTGAAATTTCAATC
p D E I Y H G A P N E K Y V A G E I S I

ACCTTAAATCAACATTGGGGCATCGCTGCCAACGATCTTAACTATAAGTCGCCTGCTGAG
T L N Q H W G I A A N D L N Y K S P A E
G é%//‘Mutacién 2

IATGATTGAAACGGTCGCACATGCGCGGCATATTGGCGCTAACATCTTGGTCAATATTGGT

M|iT E T V A H A RUHTI GO ANTITILV N I G

CTAACAGGGACAGGCGCTATTCCTGCCGCAGCGCAAACTTACATGCACTTACTAGGACGA
L T 66 T G A I P A A A Q T Y M H L L G R

TGGACAGCGATGGCGGCACCCGTGTTGTACAAAGGCCGACCTGTGCCAGTAACTTCGGCA
w T A M A A P V L ¥ K G R P V P V T S A

CATGGTACGCGTGACTTTGTCTTGCACACATCGAAGCATGATTTTTTATGTATTTTGGAC
H 6 T R D F V L H T S K H D F L C I L D
Mutacién 3~ | T

CTGCAAGTTGTCGGTAAAGATAATGTGGTGCTTGGCGGTGAAGGGGTTAATCCGCGTTCG
L Q V V G Kip N v v, 6 G E GV N P R S

N

TTTGTTGGCATTGGTCAACCAATTCAGCGCATTCACTGGCTAGATAATGATGAAGTGCTG
F V G I G 9 P I Q9 R I H W L D N D E V L
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1141 AGTTTTACGCAAGATCTAGATAAAAAGGTTCTCACAGTTGATGCAACGGGTTATCCTTAT
381 s ¥ T O D L D K K Vv L T VvV D A T G Y P Y
1201 GGGAGTGACTGGGTGGTTCGAATTGCCCAAATAGATTACGAGTAA
401 G S bw Vv VvV R I A Q I D Y E *

Anexo 3. Secuencia de la variante M58 procedente de la a-L-fucosidasa AIfB de L.
casei BL23. El coddn que contiene cada una de las mutaciones se encuentra encuadrado
indicando el nucledtido/aminoécido sustituido (verde) por el nuevo (rojo). Mutacion 1
(N196S), mutacion 2 (V261M) y mutacion 3 (N346K).
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1 ATGGATTCTAAGAAACCGTTATTACAGCCAGCAACGAAACCGATTGTTTATCTTTTTGCC
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ko k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
1 ATGGATTCTAAGAAACCGTTATTACAGCCAGCAACGAAACCGATTGTTTATCTTTTTGCC
6l ATTCTTGGCGGATTTGCGGGATTATTGTATGGTTACGACTCAGGGGCGATCTCACTTGCC
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
61 ATTCTTGGCGGATTTGCGGGATTATTGTATGGTTACGACTCAGGGGCGATCTCACTTGCC

121 TTGCCATCCATAACAACCGCTTTTGGCTTAAACTCAGCAGAAAAAGGATTAGTTGTTTCG

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

121 TTGCCATCCATAACAACCGCTTTTGGCTTAAACTCAGCAGAAAAAGGATTAGTTGTTTCG

181 TTCTTACTATTTGGTGCACTTCCATCAATTGTTGTCTTTACAGCTATGGAAAAGAAGATA

R I I b S b S b S b I S b I Sb b I S I b S IR S b e S b S IR A S b I S SR b R S b I b e S b e S b S

181 TTCTTACTATTTGGTGCACTTCCATCAATTGTTGTCTTTACAGCTATGGAAAAGAAGATA

241 GAGCGGCGAAACGTTTTAATACTTGGCGGTTTTATCTTCATTGGCGGTAGCATTTTTAGT

Kk k ok k ok Kk k kK

241 GAGC GG GA . ittt it i it et i it et e e e e e e e e e e e

301 GCTTTGTCGGCTGACACGATGATGTTGATGGTAGCTCGGTTCATATTAGGTGTTGCAGCT

0 Y

361 GGCATTGCCAACATGTACGGGTTGATTTATCTTTCTGAATTAGCGCCGGCTCATATCCGT

0 Y

421 GGCTTAATGTCTTCGCTGTACCAGTTGAGTGTTAATATCGGGATTTTAATGGCTTATGCT

2 Y

481 GTCGGGGCCTATAACCTCCCGGCTGACAACTGGCGATGGACGCTTGGACTTGGGGCCATA

S

541 CCAGCTGCGGTCTTTGCTGTTGGTATGATATTGTCGCCGCAAAGTCCTCGATGGTTAATT

S

601 CGTGATAATCAAGTTGAAAAAGCGCGAAGAGTGCTCAAGCGCGTGCGGATAACCGATGAC

0 Y

661 GAGATTGAGTCAGAAATCACAGATATTCAAGATAGCTTGAAATCGCAAGAGGCTGGGTTG

0 Y

721 CGCGAATTGTTTGGCACTTTTAGACCGGTTATGATTTTGCTGTTTGTTCTAACCTTCTTT

0 Y

781 CAGGTATTTACGGGGATCAATGCAGCTGTTTATTACGCACCGGAAATCTTCCATAACTTA

S Y

841 GGAATGGCTAATGCTAGCATTCTCGCTGACTTCGCTGTTGGTGGTGCGTTGGTTGTCTCC

S Y

901 ACCTTTTTATCGCTGCCATTTATTGACCGCCTCGGGCGAAAAAAGCTGTTAGAAATAAGT
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961 CTCGGTGGTCAAGTTCCACCAGCTATTGCTTTATGTATATGGTCTGACAATGCAACGATC
S
1021 GCGATTGTCGCCATTTTCGTTTATGTCTTTGCATTTGGTTTTGGATTGGGACCGGTCTTT
/05 Y
1081 TGGTCCTACGTACCGGAAATTTTGCCACTTAAGGCAAGGGCACTTGGTATGGGGGTTATC
/05 1
1141 ACTTTCACACAGTACCTCTTTAATGGCATTCTTTCTTTGATTTTTCCAATGTTGCTAGAG
S
1201 GCTTTAGGAATTAACGTTTTCTATATTTTTGCCGCTTTGTCTGCGCTGGCCGTTTTCTAT
Kk K ok ok ko k kK ok kK ok kK ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ko k ko ok ko ok kK ok ok ok k ok ok ok ok ok
250 oo AACGTTTTCTATATTTTTGCCGCTTTGTCTGCGCTGGCCGTTTTCTAT
1261 ATTCATAAGAATGTCCTAGAGACCAAAGGCAGAACATTGGAAGACATTGAACTCTATTGG
Kk K ok kK ok ok kK ok k ko ok ok ok ok ok ok k ko ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ko k ok ko ok ok ok ok ok ok ok &
298 ATTCATAAGAATGTCCTAGAGACCAAAGGCAGAACATTGGAAGACATTGAACTCTATTGG
1321 GAGACCAAGCAAGTATAG

Ak khkkkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhkk

358 GAGACCAAGCAAGTATAG

Anexo 4. Secuencia del gen fucP de L. rhamnous GG silvestre (verde) y mutante
obtenido mediante una delecion de 963 pb (roja).
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1 ATGACAAACGTGACATTTCCTAAAATTGGTATTCGTCCGACGATTGATGGACGCCGGCGT
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k kK ok kK ok ok Kk ok ok
1 ATGACAAACGTGACATTTCCTAAAATTGGTATTCGTCCGACGATTGATGGACGCCGGCGT
6l GGTATTCGTGAATCACTAGAAGAACAGACTATGAACATGGCCCATTCAGTTGCCAAGCTT
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
61 GGTATTCGTGAATCACTAGAAGAACAGACTATGAACATGGCCCATTCAGTTGCCAAGCTT

121 TTAGAATCAACCCTTAAATATCCAGATGGTTCACCTGTTCAGACTGTTATTTCTGATTCA
hkkkkkhkkkhkkkhkkkkhkkhkkkhkkkkkkkkkkkokkkokkkkkkkkkkokkkokkkkkkkkkKxk

121 TTAGAATCAACCCTTAAATATCCAGATGGTTCACCTGTTCAGACTGTTATTTCTGATTCA

181 ACCATTGGCGGTGTTAAAGAAGCAGCAATGTCTAAGGAAAAATTTGATCGCGCCGGAATT
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

181 ACCATTGGCGGTGTTAAAGAAGCAGCAATGTCTAAGGAAAAATTTGATCGCGCCGGAATT

241 TGTGGAACCATCACAGTTACACCTTGTTGGTGCTATGGCAGTGAAACGATGGATATGTCG

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

241 TGTGGAACCATCACAGTTACACCTTGTTGGTGCTATGGCAGTGAAACGATGGATATGTCG

301 GCGGATCTACCTCATGCTATTTGGGGATTCAATGGTACAGAGCGTCCTGGGGCGGTTTAT

R R I A b I a4 I a2 I dh SR B S SR i S R S S R S S R S I R S b e S b e S IR e d b S S SR B b R S S R S S R S S R S I 4

301 GCGGATCTACCTCATGCTATTTGGGGATTCAATGGTACAGAGCGTCCTGGGGCGGTTTAT

frameshift
361 CTCGCAGCCGTCTTGGCAGCTCACACGCAAAAGGE. . . .AATTCCAGCTTTCGGTATTTA
ARk ARk Ahk Ak hkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhhkhhkhkkhkhkhkhkkhkkhkkhki Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok

361 CTCGCAGCCGTCTTGGCAGCTCACACGCAAAAGGGAATTAATTCCAGCTTTCGGTATTTA

417 CGGGCATGATGTACAAGATGCTGATGACACCACAATCCCTGAAGATGTAAAAACAAAAAT
Kk K ok kK ok k ko k ko ok ko ok ok ok ok ko ok ko ok ko ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ko ok kK ko kK kK kK

421 CGGGCATGATGTACAAGATGCTGATGACACCACAATCCCTGAAGATGTAAAAACAAAAAT

477 TATCCGGTTTGCTAAAGGAGCATTGGCAGCGGGTTTGATGCGAAATAAGAGTTATCTTTC
Kk ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k

481 TATCCGGTTTGCTAAAGGAGCATTGGCAGCGGGTTTGATGCGAAATAAGAGTTATCTTTC

537 GATTGGCGGCGTAGCGATGGGAATTGCAGGGTCAACGGTAGATCCAGACTTTTTCCAAGA

R R e S b I a4 I S b dh SR B A b i S S S S S S S R S b R S b e S b S SR S b B A SR S b R S S S S I R S S e S g R 4

541 GATTGGCGGCGTAGCGATGGGAATTGCAGGGTCAACGGTAGATCCAGACTTTTTCCAAGA

597 ATATCTAGGGATGCGGAATGAATACGTCGATATGTCAGAAATAGTTCGTCGTTGGGACGA
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

601 ATATCTAGGGATGCGGAATGAATACGTCGATATGTCAGAAATAGTTCGTCGTTGGGACGA

657 AGGCATTTATGATCAAGAAGAGTTCAAAAAAGCAATGGCGTGGGCAGAAAAGAATACACC
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

661 AGGCATTTATGATCAAGAAGAGTTCAAAAAAGCAATGGCGTGGGCAGAAAAGAATACACC

717 AATCGGCCCGGATATTTATAACGAAAAAGATCCTAACAAGTTCACTGATGAAGAGAAGCA
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

721 AATCGGCCCGGATATTTATAACGAAAAAGATCCTAACAAGTTCACTGATGAAGAGAAGCA

777 TGAACAATTGGCTAACTGTATCAAAATGACGATCATTGCTCGTGATCTGATGGATGGTAA
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k

781 TGAACAATTGGCTAACTGTATCAAAATGACGATCATTGCTCGTGATCTGATGGATGGTAA
837 CGAAAAATTAGCAGACCTTGGTTTTAAAGAAGAAGCGGAAGGTCATAATGCAATTGCTGC
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok kK x

841 CGAAAAATTAGCAGACCTTGGTTTTAAAGAAGAAGCGGAAGGTCATAATGCAATTGCTGC

897 AGGATTCCAGGGGCAACGACAATGGACAGATCATTTTCCTAATGGCGATTACATGGAAGC
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R R d b e a4 I S b S SR I S R i S R S S R S S R S S R S b R S A S SR e S R B S SR S b R S S IR S dh R S S R S dh R 4

901 AGGATTCCAGGGGCAACGACAATGGACAGATCATTTTCCTAATGGCGATTACATGGAAGC

957 CTTCATGAACTCTCAGTATGATTGGAATGGCATTCATCAACCGCACGTATTTGCTACTGA
hkkkkkhkhkkhkkkhkkkkhkkhkkkhkkkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkx*

961 CTTCATGAACTCTCAGTATGATTGGAATGGCATTCATCAACCGCACGTATTTGCTACTGA

1017 AAATGACTCGTTGAATGGTGCTTCAATGTTATTCAATTATTTACTAACCAACACGCCGCA
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

1021 AAATGACTCGTTGAATGGTGCTTCAATGTTATTCAATTATTTACTAACCAACACGCCGCA

1077 AATCTTTGCTGATGTGCGGACATATTGGAGCCCTGAAGCTGTTGAACGAGTGACAGGCAC
hxkokkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkxkx k%

1081 AATCTTTGCTGATGTGCGGACATATTGGAGCCCTGAAGCTGTTGAACGAGTGACAGGCAC

1137 TAAACTTGAGGGATTGGCTAAGCATGGGTTCCTGCATCTATCGAATTCTGGAGCCCAAAC

R R i A b dh b I a2 i dh SR S S R i S R S S R S S R S b R S b R S b S IR e dh b B B SR S S R S S R S S R S S R S i R 4

1141 TAAACTTGAGGGATTGGCTAAGCATGGGTTCCTGCATCTATCGAATTCTGGAGCCCAAAC

1197 ACTTGATGCGACAGGCCGAGAGACGATCAATGGCGAACCGGCTATTAAACCTTTTTACGA
kk ok kokkokk ok kkk ok kkkkkokk ok k ok k ok kkkokk ok kokk ok k ok k ok kokk ok k ok k ok k ok k ok kkk ok k ok x ok x

1201 ACTTGATGCGACAGGCCGAGAGACGATCAATGGCGAACCGGCTATTAAACCTTTTTACGA

1257 ATTATCCGAACAAGAAGCGCAGGCTAATTTAACACACACGCGGTGGATCCCAGCAAATAT
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ko ok ok k ok k ok k ok % ok ok ok ok ok ok ok k ke k ok k Kk ok k kK kK

1261 ATTATCCGAACAAGAAGCGCAGGCTAATTTAACACACACGCGGTGGATCCCAGCAAATAT

1317 TGGTTACTTCCGTGGCGGTGGTTTTTCTTCTAACTATGTAACACGTGGTGGAGAACAAGG

Ak khkhkhkkhkhkhkhhkhkhhkkhhkhkhA kA hAhhkhA bk hhhkhhdkhhdhhhkhkhkkhkhkhkh kb hhkrkhAk Ak hk Ak hkhkrkhx%k

1321 TGGTTACTTCCGTGGCGGTGGTTTTTCTTCTAACTATGTAACACGTGGTGGAGAACAAGG

1377 GATGCCTGTTACCATGAGCCGGATTAATCTTGTCAAAGGTGTCGGTCCAGAATTACAGAT
Kk ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

1381 GATGCCTGTTACCATGAGCCGGATTAATCTTGTCAAAGGTGTCGGTCCAGAATTACAGAT

1437 TGCAGAGGGTTTTGCGGTAGATCTTCCTGAAAATGTGTTTGACATCATCAACAAGCGAAC
Kk ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

1441 TGCAGAGGGTTTTGCGGTAGATCTTCCTGAAAATGTGTTTGACATCATCAACAAGCGAAC

1497 AGATCCGGGTTGGCCGTCAACATTCTTTGTTCCAATTTTGACGGGACATGGCGCGTTTAA
hkkhkhkkhhkkhhkkhkhkkkhhkhkhhkkhkhkkkhkkhhkkhkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkkkkkkkkkkkkk**

1501 AGATCCGGGTTGGCCGTCAACATTCTTTGTTCCAATTTTGACGGGACATGGCGCGTTTAA

1557 GTCTGTCTATGATGTGATGGATAACTGGGGAGCTAATCACGGTGCGATTAGTTACGGTCA

khkkhkhkhkkhhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhhhkhhhkhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkrhrdhrkhhkrkkx%

1561 GTCTGTCTATGATGTGATGGATAACTGGGGAGCTAATCACGGTGCGATTAGTTACGGTCA

1617 TATTGGTGCAGACTTAATAACGTTGGCTTCGATTTTACGAATTCCAGTTAACATGCATAA

Ak khkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhhrhkhkhkhhkkhhrhhkhkhhkdhhrhkhkhk ko hkkhhhhkkhhrhkhkxhkkx

1621 TATTGGTGCAGACTTAATAACGTTGGCTTCGATTTTACGAATTCCAGTTAACATGCATAA

1677 TGTGCCGGAATCCAGTATTTTCCGTCCGCGAGCATGGGCATCACTAGGTACGGAAAATCT

R R e A b A S b S b I S SR I S b B S S S S S S b S b S b S SR B S b B S b S S R S S R S I R S 2 S db b S

1681 TGTGCCGGAATCCAGTATTTTCCGTCCGCGAGCATGGGCATCACTAGGTACGGAAAATCT

1737 AGAGGCGGCTGACTTCAATGCATGCAAAAACTTCGGTCCATTGTATCGATAG
hkkkkkhhkkhkkkhkkkhkhkkkhhkkhkkkhkkkkhkkkhkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkk*

1741 AGAGGCGGCTGACTTCAATGCATGCAAAAACTTCGGTCCATTGTATCGATAG

Anexo 5. Secuencia del gen fucl de L. rhamnous GG silvestre (verde) y mutante
obtenido mediante frameshift (roja).
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Anexos

1 ATGGGAACATCAGAATTAGAACAAGAATTATATGTAAGCAGTTCAACGTTACGTCGTGAT
hxkokkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkx ok x ok x k%
1 ATGGGAACATCAGAATTAGAACAAGAATTATATGTAAGCAGTTCAACGTTACGTCGTGAT
6l TTGATTGAATTAGAAAAGATGGACAAAGTGCGGCGTGGCTTTGGATATGTAGAACTGGTT
hxkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkxkx k%
61 TTGATTGAATTAGAAAAGATGGACAAAGTGCGGCGTGGCTTTGGATATGTAGAACTGGTT

121 AAGCCTGACAATCTTGAATTGCCTTATTTATTCCGCGGACAAGAAAGAGAACAAGAAAAA

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

121 AAGCCTGACAATCTTGAATTGCCTTATTTATTCCGCGGACAAGAAAGAGAACAAGAAAAA

181 AGGCAAATTGCTGCAACGGCTAGTATCTTTTTGAGTGATAATCAAGCCATCTTCATCGAT

R R I b S b S b S SR I S b Sb b I S I S b S IE S b S b e S SR A S b I S S 2 b 2 b I 2 R b 2b e S 2 S

181 AGGCAAATTGCTGCAACGGCTAGTATCTTTTTGAGTGATAATCAAGCCATCTTCATCGAT

241 TCTAGTTCAACGGCATCCTTTCTAGCTCCTTATTTAGCAAAATTAAATCATGTTATAGTC

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

241 TCTAGTTCAACGGCATCCTTTCTAGCTCCTTATTTAGCAAAATTAAATCATGTTATAGTC

301 ATTACAAATGGTTTGCGGATTGCCGTTGCATTAGACGGTTTGCCATCTATCAAGACTTTT

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

301 ATTACAAATGGTTTGCGGATTGCCGTTGCATTAGACGGTTTGCCATCTATCAAGACTTTT

361 TTAACAGGAGGACGCTTGCGGAATGGATCTGGGTCTATTTTGGGTGACGATTCAATTGCG

R R i A b dh b I a2 i dh SR S S R i S R S S R S S R S b R S b R S b S IR e dh b B B SR S S R S S R S S R S S R S i R 4

361 TTAACAGGAGGACGCTTGCGGAATGGATCTGGGTCTATTTTGGGTGACGATTCAATTGCG

421 TTTTTAAGTAATTTTCGAGCAAATCTATTTTTTATGTCATGCGTTGGCTTGGCTGATCAC

R R I S S b S S S S I S b I Sb S b b S S S S S e S b e S IR S b S b 2 b I 2b b S 2b S 2b S b S

421 TTTTTAAGTAATTTTCGAGCAAATCTATTTTTTATGTCATGCGTTGGCTTGGCTGATCAC

481 GGTGTATTTATGTCTAGCCAGGAGCAATCAAG . v v i vt i ettt et e et e anenns

khkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhhkhkkhhkhkkhkhrkhhrkkhrx%k

481  GGTGTATTTATGTCTAGCCAGGAGCAATCAAG--—-—-———————— pPRV300--------
8 T CGTCAAGCGAGCGATGAT

kkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhk kK
4441 —mmmmm - PRV300------——mmmm - CGTCAAGCGAGCGATGAT

531 GCAACGAGCCGAAAAAACCATTCTATTATGCGATCATTCCAAGTTTGGCGTAAAAAGTTA

R R e A b S b S b I S R I S b I S S S S S S b S b e S b S IR A S b B S SR S S R S S R S I R S 2 e S i b S

4501 GCAACGAGCCGAAAAAACCATTCTATTATGCGATCATTCCAAGTTTGGCGTAAAAAGTTA

591 TTATCAGTTGTGCAGTGAGCAGTCGCTTGAAGCTGTTATCACAGATGAAGATCCTGGGAT

Ak khkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhhkhhrhkhkhkhhkkhhrhhkhkhhkdhhrhkhkhk ko hkkhhhhkkhhrhkhkxhkkx

4561 TTATCAGTTGTGCAGTGAGCAGTCGCTTGAAGCTGTTATCACAGATGAAGATCCTGGGAT

651 GGGTATAGGGAGAGAATTAGCAGATGCAGGCGTTGAACTCCTTGCTTAA

khkkhkhkhkhhkhkhhkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhhkhkhhkhkhhkhkhhkhkhrhhkhkkhhkrkkx%k

4621 GGGTATAGGGAGAGAATTAGCAGATGCAGGCGTTGAACTCCTTGCTTAA

Anexo 6. Secuencia del gen fucR de L. rhamnous GG silvestre (verde) y mutante
obtenido por una insercién con el plasmido pRV300 (roja).
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Anexos

1 ATGGCAAAATTTGAAGATGTCGCAAACGAGTTAAGCCGCCGCGTTCGCGATGGTATTTAT
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ko k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
1 ATGGCAAAATTTGAAGATGTCGCAAACGAGTTAAGCCGCCGCGTTCGCGATGGTATTTAT
61 ACAACGAGCCAACGCCTGCCATCTGAGTACGATCTGGCAAAAGAGTTTGACGTTAGCCGG
ok ko k kK ok kK ok kK ok k ko ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok k ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko k kK k kK ok ok ok ok ok ok
61 ACAACGAGCCAACGCCTGCCATCTGAGTACGATCTGGCAAAAGAGTTTGACGTTAGCCGG

121 TTAACGGTTCGCAAGGCCATCGATTTGCTAATTAGGCAGCAACTGCTGGTGAAATCGCCG

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

121 TTAACGGTTCGCAAGGCCATCGATTTGCTAATTAGGCAGCAACTGCTGGTGAAATCGCCG

181 GGTAAGGGCACGTATGTCATGACATACTCTGACAAGGTGGAAAGCGGTCGACTAGGATTG

R IR I b e S b S b S b I S b S b b S S S b I S b 2 b b b b I b b S b S 2 b3

181 GGTAAGGGCACGTATGTCATGACATACTCTGACAAGGTGGAAAGCG . v v v v v v e e

241 CAAGGTTTTACAGAAGCGGCCAAAGCATACGGTAAAAAAAGTCGCACCGAAGTCATCAGC

R

301 TTCGGACCGCTTGACCCCGTTCCTGAAGAAATCAGCCGCGTTTTAGCACTAGATACCCGT

P

361 GTTAACAAAGAAATCGACATGTTAGTGCGGCGCCGCTTCTGGGATGAGGAACCAATGACC

P

421 GTCGAACATGTGGCGATCTGCCATGAATATGTCGCCGGATTAAAGCCCCACGATTTTGAA

g

481 GGATCGCTATTTGCACTTCTGGAAAAACGCGTGGCAATTGCGTATTCGCATCAAGAAGTC

R

541 GAAGCCATGTTGATGGATAAAAAAATGGCCAAACTCTTGCATGGCAAAAAAGGCGATCCG

R

601 TTGTTGCGCGTTCATTCGGTCACCTATACGGCAGATGCCAAGCCAATTCTATTCGACACG

e

661 TCGTATTATCGAGCCGATAAATACTCGTTTAAGTCGACGTTAACTCGCGATACGCACTAA

kAhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkk A hkhkk khk kA ki ki khkkhh%k

2277 e e e e GTCGACGTTAACTCGCGATACGCACTAA

Anexo 7. Secuencia del gen alfR2 de L. casei BL23 silvestre (verde) y mutante obtenido
por una delecion de 466 pb (roja).
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Anexos

1 ATGTCACCATCTACCCCTGTCCACGAAGACAAGCGTTCGCCAATGTTAGCGCTTGGCATC
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ko k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
1 ATGTCACCATCTACCCCTGTCCACGAAGACAAGCGTTCGCCAATGTTAGCGCTTGGCATC
6l CTGTCGATTTCGTTCCTGATGTCTGTCAGCAACGCCGTCTCTGGTACGATCCCGTTGATG
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
61 CTGTCGATTTCGTTCCTGATGTCTGTCAGCAACGCCGTCTCTGGTACGATCCCGTTGATG

121 GAGAAATATTTCTCTGATGTCTCGCGAGCCAACGTCGAATTGCTGATCGTGATTCCGACT
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k kK ok ok ok Kk Kk Kk Kk Xk

121 GAGAAATATTTCTCTGATGTCTCGCGAGCCAACGTCGAATTGCTGATCGTGATTCCGACT

181 GGCGGTGTGTTGTTGGGTACGGTTATCAGTGGTCTGGTCTCCAATCTACTCGGAAAAAAG
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

181 GGCGGTGTGTTGTTGGGTACGGTTATCAGTGGTCTGGTCTCCAATCTACTCGGAAAAAAG

241 TACACGGTTATTGCTGGGCTATCCATTTCACTCGTTTTTGGGATCATTCCTGCCTTCATC

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

241 TACACGGTTATTGCTGGGCTATCCATTTCACTCGTTTTTGGGATCATTCCTGCCTTCATC

301 TTTAATTATCCAGCGATTTTGATTTCGCGGGCAATGTTCGGGGTTGGCATGGGGGTTTTC

R R I A b I a4 I dh dh  dh SR B A b i S S S R S S R S I R S b R S i S IR e d b S A SR S b R S S SR S I R S S R S i R 4

301 TTTAATTATCCAGCGATTTTGATTTCGCGGGCAATGTTCGGGGTTGGCATGGGGGTTTTC

361 ACGCCACTAAGCGTTTCCTATATCACGGATCTTTTCCCTGAAGAGACACGTAATCGCCTG

R R i A b dh b I a2 i dh SR S S R i S R S S R S S R S b R S b R S b S IR e dh b B B SR S S R S S R S S R S S R S i R 4

361 ACGCCACTAAGCGTTTCCTATATCACGGATCTTTTCCCTGAAGAGACACGTAATCGCCTG

421 TTAGGCTGGCGTAATTCAGTTGGGGCGATCGGCGATTCCATCATGCTTTTCATCGCTGGC

Ak khkhkhkkhkhkhkhhkhkhhkkhhkhkhA kA hAhhkhA bk hhhkhhdkhhdhhhkhkhkkhkhkhkh kb hhkrkhAk Ak hk Ak hkhkrkhx%k

421 TTAGGCTGGCGTAATTCAGTTGGGGCGATCGGCGATTCCATCATGCTTTTCATCGCTGGC

frameshift
481 TTTCT. ...GATCAACATCAGTTGGCACACAACCTACTTGGTTTTCCTGTTCCTATTAGT
* Kk K Kk K Ak khkkhhkkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhrhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkkhkxkhkkxk*k

481 TTTCIGATCGATCAACATCAGTTGGCACACAACCTACTTGGTTTTCCTGTTCCTATTAGT

537 CCCAATCCTCTTGGTGATGTTCTTCGTACCAAAGCATTACGACAACATTGTTTCTGAAGA

R R e S b I a4 I S b dh SR B A b i S S S S S S S R S b R S b e S b S SR S b B A SR S b R S S S S I R S S e S g R 4

541 CCCAATCCTCTTGGTGATGTTCTTCGTACCAAAGCATTACGACAACATTGTTTCTGAAGA

597 TGGCAAGGAAGTTGAAGAAGACGTTAAGGTAAAACCGACGACCAATTTCGGTGTTATCCA
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

601 TGGCAAGGAAGTTGAAGAAGACGTTAAGGTAAAACCGACGACCAATTTCGGTGTTATCCA

657 GCTCGCGTTTATTTTCCTCCTTGTCTGCTTATTCTATTCCGCGATCTCACTAAAACTGGC
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

661 GCTCGCGTTTATTTTCCTCCTTGTCTGCTTATTCTATTCCGCGATCTCACTAAAACTGGC

717 GAGCTACGTTGTCAACAATCACATTGGCAGTGCGGCGGCCGCCACGCGGATCTTCGGTTT
Kok Kk k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko ok ok k k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k ok ok k kK ok ok Kk ok K

721 GAGCTACGTTGTCAACAATCACATTGGCAGTGCGGCGGCCGCCACGCGGATCTTCGGTTT

777 CCTCGTCCTTTGCTCAATCTTCTCAGGGCTGATTTTTGAAAAAATCGCTAAATGGTTCGG
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok ok k

781 CCTCGTCCTTTGCTCAATCTTCTCAGGGCTGATTTTTGAAAAAATCGCTAAATGGTTCGG
837 CAAGTATACGGTCACCATTTTCTATATCATCACTGCGATTTCGATGATTGTCATGTCCTT
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok kK x

841 CAAGTATACGGTCACCATTTTCTATATCATCACTGCGATTTCGATGATTGTCATGTCCTT

897 CACCACTTCCATTCCGGTGCTGTTGGTGCTGGTGCTGGCGGCAGGCTTCTGCAATGGCAT
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Anexos

R R d b e a4 I S b S SR I S R i S R S S R S S R S S R S b R S A S SR e S R B S SR S b R S S IR S dh R S S R S dh R 4

901 CACCACTTCCATTCCGGTGCTGTTGGTGCTGGTGCTGGCGGCAGGCTTCTGCAATGGCAT

957 CATCAACCCGGCACTAACCGCGCGAATGGTGCACTATTCGCCAAAAGGTTCTATGAATTT
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

961 CATCAACCCGGCACTAACCGCGCGAATGGTGCACTATTCGCCAAAAGGTTCTATGAATTT

1017 CACGACATCCATCATCATTATTGGCATCAACATCGGCTTTCTGATCGCCCCTTATTTCTT
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok Kk Kk Kk Kk Xk

1021 CACGACATCCATCATCATTATTGGCATCAACATCGGCTTTCTGATCGCCCCTTATTTCTT

1077 CCAATTCTTCGGTGAAATGATTGGCAATGCAGGCCCAGCCAATATGATTCTGTGGAGCGG
hxkokkokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxkxkx k%

1081 CCAATTCTTCGGTGAAATGATTGGCAATGCAGGCCCAGCCAATATGATTCTGTGGAGCGG

1137 CATCTTCTATGTTCTGTTAGCTGTCTATGACCTTGTCGTTGTTAAAAAAGACAAATTGAC
Kk ok kok ok ok ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

1141 CATCTTCTATGTTCTGTTAGCTGTCTATGACCTTGTCGTTGTTAAAAAAGACAAATTGAC

1197 CATTTAG
* ok kK kK K

1201 CATTTAG

Anexo 8. Secuencia del gen alfH de L. casei BL23 silvestre (verde) y mutante obtenido
por una frameshift (roja).
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Anexos

1 ATGAATGACAATGTAGCATGGTTTAAACAAGCGAAGTACGGCATGATGATCCATTGGGGC
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko ok ok k k ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ko k kK k kK ok ok ok ok ok ok
1 ATGAATGACAATGTAGCATGGTTTAAACAAGCGAAGTACGGCATGATGATCCATTGGGGC
6l CTCTATTCACTGCTAGCTGGTGAATATCGTGGCGAATCTTCCAGCGCTTATGCAGAATGG
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ko k kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok
61 CTCTATTCACTGCTAGCTGGTGAATATCGTGGCGAATCTTCCAGCGCTTATGCAGAATGG

121 ATTCAGTCAAAATTTCAGATTCCTAATGCTGAGTATGGCAACTTGGCAACCGCCTTCA. .
Kk ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok

121 ATTCAGTCAAAATTTCAGATTCCTAATGCTGAGTATGGCAACTTGGCAACCGCCTTCAAT

R

181 mmmmmmmmmmmmmmmmem PRV300-=—m—mmmmmmmmmmmmm
R
4321 TTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGT

179 oo oioion ATCCGCTGTACTTCGATGCCAAAAAAATCGTCGCACTCGCTAAGC

AKhkkhkhkkhkhkkhhhkkhkhhkh Ak hkhkh kA kb h Ak hk Ak hkrkhkhkrhkhkrkhrkkx%

4381 ATCGATAAGCTTGATATCCGCTGTACTTCGATGCCAAAAAAATCGTCGCACTCGCTAAGC

224 AATGCGGCATGCAGTATCTGGTGGTAACAACTAAACACCACGATGGCTTTGCCATGTATC
K % ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok ok ok k ok k ok k ok % ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok kK %k

4441 AATGCGGCATGCAGTATCTGGTGGTAACAACTAAACACCACGATGGCTTTGCCATGTATC

284 ACTCCAAGGTCGATGCTTATAACGTTTATGACGCCACGCCATTTCACCGTGATATCATCG

R R e S b I a2 I S b I dh SR B A b S S S S S S R S b R S b e S dh I S SR B S b B dh SR S b R S S S S I R S S S g R 4

4501 ACTCCAAGGTCGATGCTTATAACGTTTATGACGCCACGCCATTTCACCGTGATATCATCG

344 GTGAGCTGGCAGAAGCCTGTCAAAAAGCCGGGCTCAAGTTTGGCCTGTATTACTCACAAG

R R i d b I a4 I b b I dh SR S A b i S S S R S S R S I S b e S dh I S SR S b B A SR S b R S S S S I R S 2 e S I b 4

4561 GTGAGCTGGCAGAAGCCTGTCAAAAAGCCGGGCTCAAGTTTGGCCTGTATTACTCACAAG

404 ACCTCGACTGGCACGATCCGAACGGCGGCGGCTACAAGTCAAACGATGTCGAAACCGCTG

R R e S b I a4 I S b dh SR B A b i S S S S S S S R S b R S b e S b S SR S b B A SR S b R S S S S I R S S e S g R 4

4621 ACCTCGACTGGCACGATCCGAACGGCGGCGGCTACAAGTCAAACGATGTCGAAACCGCTG

464 GCACGACTTGGGATAATAGTTGGGACTTTCCTGACGAAGATCAAAAAAACTTCGATCTTT
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxk xk x k%

4681 GCACGACTTGGGATAATAGTTGGGACTTTCCTGACGAAGATCAAAAAAACTTCGATCTTT

524 GTTTCGACAACAAGATTCTGCCGCAAATCAAGGAAATCATGTCGAATTACGGTGACATTG
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

4741 GTTTCGACAACAAGATTCTGCCGCAAATCAAGGAAATCATGTCGAATTACGGTGACATTG

584 CAACAGCGTGGTTCGATGTCCCGATGACCCTGTCTGAAGCGCAAAGTCAGACCATTTACG

R R e A b e S b S b I S R I S b B S S S S S e S b e S b e S b S IR S b B A b S S R B S R S 2 R S 2 e S 2 b S

4801 CAACAGCGTGGTTCGATGTCCCGATGACCCTGTCTGAAGCGCAAAGTCAGACCATTTACG

644 ACACCGTCCGCGAGCTGCAGCCAAACTGCTTAATCAACTCACGTCTAGGCAATGGCAAAT

R R e I b S b S b A S SR B S b B S b S S R I b e I b S b S b e S IR e S b B S b B S SR S S b S 2 R I 2b S 2 S

4861 ACACCGTCCGCGAGCTGCAGCCAAACTGCTTAATCAACTCACGTCTAGGCAATGGCAAAT

704 ACGACTTCGTTTCTCTGGGCGACAACGAGATCCCGAAAAACAAAGAAGACATGAACAAGA

R R e I b S b S b I S SR B S b i S b S S R I S e I b S b S b S SR e S b B S b I S b S S b S 2 R S 2 S db S

4921 ACGACTTCGTTTCTCTGGGCGACAACGAGATCCCGAAAAACAAAGAAGACATGAACAAGA
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764 CCGACGTTGACTACAACGAAATTACTGGCTTCAAGCCTTCGCCACTGGGTCTCTACGAAA

R R R d b e a4 I S b S SR B S R i S R S S R S S R S IR R S e R S AR S IR S R B A SR S b R S 2 R S db R S dh I S I 4

4981 CCGACGTTGACTACAACGAAATTACTGGCTTCAAGCCTTCGCCACTGGGTCTCTACGAAA

824 CTGCCGGCACCATTAATGATTCTTGGGGCTTCTCGTACCACGACCAGAATTGGAAAACAC

R R e d b e dh b I S SR i S SR B I R i S R S S R S S R S I R S b R S A S SR e S R B S SR S b R S S IR S dh R S S R S A b 4

5041 CTGCCGGCACCATTAATGATTCTTGGGGCTTCTCGTACCACGACCAGAATTGGAAAACAC

884 CACGTACCCTTTATCGCTATAAGCAACACCTCAACGATTTTGGCATCAATTATCTGCTGA

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

5101 CACGTACCCTTTATCGCTATAAGCAACACCTCAACGATTTTGGCATCAATTATCTGCTGA

944 ACGTTGGTCTCGATCCACTGGGTCGTGTACCAATGATGGCAGAGGAGAATCTGCTGGCGG

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

5161 ACGTTGGTCTCGATCCACTGGGTCGTGTACCAATGATGGCAGAGGAGAATCTGCTGGCGG

1004 CTAAGGCTTTGGAGGATGAAGCGAACCGATAA
Kk ko k& ok k kK ok kK ok kK ok kK ok kK ok k ko k ok ok k ok

5221 CTAAGGCTTTGGAGGATGAAGCGAACCGATAA

Anexo 9. Secuencia del gen alfC de L. casei BL23 silvestre (verde) y mutante obtenido
por una insercion del plasmido pRV300 (roja).
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61

61

121

121

181

181

212

241

212

4201

230

4261

290

4321

350

4381

410

4441

470

4501

530

4561

590

4621

650

4681

710

4741

770

ATGCAGTATTTAGCGATTGATGTTGGCGGCACAACGACAAAGTACGGTCTAGTGTCAGCG

R R R d b e dh dh I S b I S SR B S R i S R S S R S S R S I R S b R S dh e S SR e S SR B S SR S b R S S SR S S R S S R S A R 4

ATGCAGTATTTAGCGATTGATGTTGGCGGCACAACGACAAAGTACGGTCTAGTGTCAGCG

ACAGGCGCACTATCGCAACAAGGTGAGCAGCCGACCATGCGCGCTAGTCTCGCTGATTTC

R R R b e a4 S R I S SR I S R S S R S S R S S R S IR R S b e S b S SR A S R B S SR S b R S 2 SR S I R S 2 R S dh 4

ACAGGCGCACTATCGCAACAAGGTGAGCAGCCGACCATGCGCGCTAGTCTCGCTGATTTC

ATGGCCAGTTTGACCGGTTTGATTCGACTGCATAAAGCACACGTCGCGGGTATCGGGTTG

R R I b S b S b S b I S b I Sb b I S I S b S b S b S b S IR A S b S S b b S b I 2b R S 2b S db b3

ATGGCCAGTTTGACCGGTTTGATTCGACTGCATAAAGCACACGTCGCGGGTATCGGGTTG

GCTTTGCCGGGGGT CATTGATTCGCAGCAAG . + vt vt et et ettt et ettt aeenn
Kk ok k k% ok k ok &k ok kK k ok kK ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk

GCTTTGCCGGGGGTCATTGATTCGCAGCAAG———————————~— pRV300----------
—————————————————————————— PRV300-----—————mmmmmmmmmmmm -
.......................................... GTCTCGTTAAAGCTAGTG

dAhkkhhkkhhkkhhkhhkhkhkhkhkxk*x*k
—————————————————— PRV300------------—-—-GTCTCGTTAAAGCTAGTG

CCACATTGCCTTTTTTAGAAGGATTGGTGTTGGGCACACAATTGACTACAGCCGCCGATC

R R i d b I a4 I a2 i dh SR S S R S S S S R S S R S I S b e S b S SR S R B A R S b S S 2 R S I R S 2 S b 4

CCACATTGCCTTTTTTAGAAGGATTGGTGTTGGGCACACAATTGACTACAGCCGCCGATC

TTACGGTGCCGATCCTAATCGAAAATGACGGTAATGCGGCGGCATTGGCAGAGCATTGGC

R R e S b I a2 I S b I dh SR B A b S S S S S S R S b R S b e S dh I S SR B S b B dh SR S b R S S S S I R S S S g R 4

TTACGGTGCCGATCCTAATCGAAAATGACGGTAATGCGGCGGCATTGGCAGAGCATTGGC

GCGGCAATTTAGCAGGAACAATGAACAGCGCCATGGTTGTCTTAGGAACCGGCGTTGGCG

Ak khkhkhkkhkhkhkhhkhkhhkkhhkhkhA kA hAhhkhA bk hhhkhhdkhhdhhhkhkhkkhkhkhkh kb hhkrkhAk Ak hk Ak hkhkrkhx%k

GCGGCAATTTAGCAGGAACAATGAACAGCGCCATGGTTGTCTTAGGAACCGGCGTTGGCG

CATCGCTTTTTCTCAACGGCCAGCTCTATCACGGCAGCCATCATGTTGCTGGCGAACCCA

Ak khkhkhkkhkhkhkhhkhkhhkkhhkhkhA kA hAhhkhA bk hhhkhhdkhhdhhhkhkhkkhkhkhkh kb hhkrkhAk Ak hk Ak hkhkrkhx%k

CATCGCTTTTTCTCAACGGCCAGCTCTATCACGGCAGCCATCATGTTGCTGGCGAACCCA

GTTTCATGGTGACCAATGGCCTAACCCCGATCATGCGCGAGCAAACCGCGGCAGGCTTGT

khkkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhkhhhkhkhkhhhhkhhhkhhhkhhhhhhhhkhhhhrrrhrkrkrrrkrrrrrrxx

GTTTCATGGTGACCAATGGCCTAACCCCGATCATGCGCGAGCAAACCGCGGCAGGCTTGT

CAGCAGTTGCGACGATCAATGCGATGGCCGATACCTTAGGTGTGCACGAAGAACCGATTG

R R e A b S b S b I S SR S I b S S S S S S b S b e S b S IR A S b B S S S b S 2 S 2 R S b S b S

CAGCAGTTGCGACGATCAATGCGATGGCCGATACCTTAGGTGTGCACGAAGAACCGATTG

GCCAGCGCGTTTTTCAAGCACTAACTGACAACACCAGCGAAGCCGCCGTCATTCTCCGCA

R R e A b S b S b I S SR S S b S S S S S S S b S b e S b S SR e S b B S SR S S R S S R S I R S 2 R S db S

GCCAGCGCGTTTTTCAAGCACTAACTGACAACACCAGCGAAGCCGCCGTCATTCTCCGCA

CCTTCACGCGCGGTGTGGCTGCCATGATCTACAACATGCAAACCGTTCTTGATCTCGAAA
hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok x k%

CCTTCACGCGCGGTGTGGCTGCCATGATCTACAACATGCAAACCGTTCTTGATCTCGAAA
AAGTCATCATTGGCGGCGGCATCAGCGCCCAACCACGGGTGATTAAGGAAATCCGTGACG
ok ko k kK ok kK ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok k ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko k ko k kK ok ok ok k ok ok ok ok ok

AAGTCATCATTGGCGGCGGCATCAGCGCCCAACCACGGGTGATTAAGGAAATCCGTGACG

ACATCGAAGCATATCAGCAGGTAACTTCGCTTTCGGCACGCACAATTCGTCTACCAGTGG
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R R d b e a4 I S b S SR I S R i S R S S R S S R S S R S b R S A S SR e S R B S SR S b R S S IR S dh R S S R S dh R 4

4801 ACATCGAAGCATATCAGCAGGTAACTTCGCTTTCGGCACGCACAATTCGTCTACCAGTGG

( N TOCCADNCCCCCOCDD (D
830 1AALLGLELGEAAG

m
R R I b S b S b A S SR I S b I Sb b S b S I Ib S b e S b S SR S b S b b b 2 b I 2b R b 2b S b S

4861 TGGAACCGGCGAAGTATCGGAATGCGGCGAACTTGATTGGGGCGGTGGCGCCGTTGGTGG

ATOCCAATCCCCCCALNCTTCATTCCCCCCCTCCCCCCCTTCOT R
A1LLELGAATGEGLGEGLGAALTTGEAT1TGEGEGEGEGLGEGE LT (GIVICHNRCICHRCIC;

N hlalalalalalalalb Na
390 1ELLELLELELE1LALE

Ak khkkkhkkkKh Kk

4921 TGCGCGGGTAG

Anexo 10. Secuencia del gen sugK de L. casei BL23 silvestre (verde) y mutante
obtenido por una insercién del plasmido pRV300 (roja).
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