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INTRODUCCION

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos derivados del almidon, apreciadas en la industria farmacéutica. Se sintetizan
industrialmente mediante el uso de cicloglucanotransferasas (CGTasas), en procesos que generalmente requieren enzimas

termorresistentes. Recientemente,

caracterizamos una nueva CGTasa terméfila (CldC1)

relacionada con el género

Caldanaerobacter, la cual presentd modesta actividad de ciclacion (1). La estructura cristalografica de CIdC1 sugirié que la baja
actividad de ciclacion obedece a la influencia de los residuos Ser?°°/Phe?¢/Met?8! del sitio activo, que podrian estar aumentando el
tiempo de residencia del sustrato, favoreciendo su hidrdlisis. En este trabajo se presenta la caracterizacion bioquimica de la triple
mutante S200G/F216Y/M281F de CIdC1, para generar un biocatalizador productor de CDs, termorresistente y optimizado.

METODOLOGIA

Disefio de la triple mutuante: Coot, Chimera y CCP4mg. Docking
con B-CD: Swiss-Dock/AutoDock, YASARA. Se produjo la triple
mutante de forma recombinante mediante un gen sintético en el
sistema pET/Escherichia coli BL21 y se purific6 por
afinidad/exclusion molecular en un FPLC AKTA Pure 25 M1 (GE
Healthcare). El peso molecular y la estructura cuaternaria se
determinaron por DLS. Se midid la actividad B-CGTasa
(fenolftaleina) e hidrélisis (DNS) y se cuantificaron los productos
(HPLC y HPAEC-PAD). La cristalizacion de la triple mutante se
realizé con las matrices de cristalizacion de Hampton Research
(Crystal Screen 1y Il, Index | y Il, Crystal Screen Cryo y PEG/lon
Screen) y Rigaku (Wizard I, 11, 1l y IV).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realiz6 Ingenieria de Proteinas de disefio racional a partir de
la estructura cristalografica de CldC1 a 1.67 A de resolucion. Asi,
observamos en la arquitectura del sitio activo los residuos
Ser?0/Phe?1%/Met?8!, que podrian estar rigidizando el
posicionamiento y formacién de CDs (Fig. 1), por lo que
disefiamos una triple mutante S200G/F216Y/M281F (CldC1-
TM), con el objetivo de optimizar racionalmente a CIdC1 para la
produccion de CDs.

Dominio C

Figura 1. (A) Estructura cristalografica de CIdC1. (B) Sitio
activo de CIdCL1 en presencia de 8-CD, en donde se observan
los residuos Ser?® (subsitio -6), Met?8! (subsitio +2) y Phe?16,

Posteriormente, se obtuvo la forma CldC1-TM recombinante y se
purific6 a homogeneidad. De acuerdo con ensayos acoplados
SEC-DLS, CIdC1-TM presenta un peso molecular de 58.49 kDa,
que corresponde al monémero (Fig. 2).
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Los ensayos cinéticos con 3 y 4% de almidén a 70°C y pH 4,
revelaron que la triple mutante CIdC1-TM, presenta una
velocidad especifica de formacion de 8-CDs, 1.3 veces menor a
la de CIdC1 (16.11 y 20.98 U/mg, respectivamente). Sin
embargo, CIdC1 hidroliza por competo a las §-CDs formadas, a
una velocidad de 12 U/mg, mientras que CIdC1-TM deja intacto
el producto, produciendo 6 veces mas 3-CDs que su forma nativa
(Fig. 3A).
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Figura 3. (A) Perfil cinético de produccién de §-CDs por CldC1
(azul); CIdC1-TM (naranja) a 70°C, pH 4 con 3% de almiddn
(circulos) y 4% (cuadros) de almidén. (B) Cristales de CIdC1-TM
obtenidos por el método de cristalizacion microbatch a 18 °C.

Finalmente, con el objetivo de profundizar en el estudio de la
relacion estructura-funcion entre la forma nativa CIdC1 y la triple
mutante CIdC1-TM, se cristaliz6 CIdC1-TM a una concentracion
de 10 mg/mL, utilizando gotas de 1 + 1 pL y el Crystal Screen |
(Hampton Research), condicién 18 (Fig. 3B).

CONCLUSIONES

Se mejord 6 veces el rendimiento de produccion de 8-CDs con
una CGTasa termofila mutante, ClIdC1-TM, optimizada mediante
Ingenieria de Proteinas de disefio racional. Lo anterior abre un
nicho de oportunidad para continuar ensayos de produccion a
escala piloto para su aplicacion industrial.
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