UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

Delimitando la region N-terminal involucrada en
la procesividad de la levansacarasa LevS de
Leuconostoc mesenteroides.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

INGENIERO QUIMICO
PRESENTA:

SALVADOR MARTINEZ BAHENA

ASESOR EXTERNO

Dra. Clarita Olvera Carranza

ASESOR INTERNO

Mtro. Daniel Morales Guzman

Cuernavaca, Morelos 2020



e

ﬂ mis paag&s...

II



-
AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Clarita Olvera por haberme recibido en su grupo de trabajo, permitirme realizar mi tesis de
licenciatura, pero, aun mds importante, por introducirme y guiarme en el fantastico mundo de las enzimas.

A la futura Dra. Flor de Marfa por introducirme e instruirme en las distintas etapas de mi trabajo, por los
momentos divertidos dentro y fuera del instituto, junto con el Dr. Entique Raga y el M. en C. Juan Montor,
los tres grandes pilares a mi llegada al laboratorio de polimeros biocompatibles.

A todos los miembros del LINPI 3 desde que apareci en el instituto, Maira, Carlos, Jazmin, Grissel, Ari, Julia
y la Dra. Dulce por todos los divertidos momentos y el armonioso trabajo en equipo dentro del grupo COC.

A 'la Dra. Marcela Ayala por todos sus aportes a mi trabajo y formacion, asi como a su grupo (los radicales),
Rosa, Ezekio, Pris, Gus y Alina, por sus atenciones, aportes y amabilidad conmigo durante mi estancia.

A mis dos grandes y queridos amigos que la vida me concedié: Mary De La Luz y Gustavo Ruiz Ponce, son
un ejemplo para mi, su amistad un tesoro y sus animos un fuerte y constante impulso en mi camino.

A mi padre, madre y hermano, por todo el apoyo, carifio y confianza en mi, de no ser por ustedes no estaria
donde actualmente me encuentro, mi agradecimiento hacia ustedes es tan profundo que el limite del lenguaje
me impide expresar.

A mis profesores de quimica de la licenciatura, ya que gracias a ellos me enamore de mi carrera.

A todos mis amigos.

Este proyecto fue financiado por UNAM (PAPIIT 216120). Agradecemos a la Biol. Rosa Roman Miranda
port el apoyo técnico brindado. Ademas, agradecemos al Laboratorio de Polimeros Biocompatibles liderado
port la Dra., Clarita Olvera Carranza por toda la confianza, apoyo y conocimiento para desarrollar este trabajo.

I



INDICE GENERAL

AGRADECIMIENTOS ..ottt ettt iii
INDICE DE FIGURAS ..o sssss s sssssssss s sssss s s ssnssnns vi
INDICE DE TABLAS.....ceooeetseeetseeessseeeessseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssess vii
ABREVIATURAS ...ttt ettt ettt ettt et sesennnenens viii
RIESUMEN . ..ttt bbbttt ettt ettt ettt ettt ettt enenenas X
Lo INEFOAUCCION .ttt b e 1

L1 FIUCTANSACAIASEAS ...c..eeviviiiieiiiiete sttt st st st st s r e e s ee e sne e 1

[.2 Mecanismo molecular de reaccién de transfructosilacion de las fructansacarasas

.............................................................................................................................................................. 4
I.3 Subsitios de unidn a sustrato/producto en las fructansacarasas.........c.ccccecevvrerrenene 5
I.4 Mecanismo de elongacion en las fructansSacarasas ..........cccovereenirenieenieenieeseesieens 7
[.5 Fructansacarasas MuUItIdOMINIO ....ccovereieieieiresee e 9
LY g (Yo =To [T oL (SRS 12
1.1 LevS de LeuconoStOC MESENTEIOIUES ....ccoovveecierieieieeeeere et 12
[1.2 Estudio de los dominios adicionales de LEeVS........cccoeeiririnienenenienieeeeeesesee e 13
LTI @ o =] A Y0 1= RO 16
1.1 ODJEUVO GENEIAL....c.ooceeeeeceeeeeeee ettt sttt e b e s besbe e besteesaenbesanenes 16
[11.2 ObjJetiVOS ESPECITICOS .uuiitiiiieeeee ettt st st sbe e et sae s 16
V. MaterialeS ¥ MELOTOS ....oveeeieiieeieieeteeee ettt sttt st s be b e e se e e esseseeseesesseanan 18
IV.1 Apartado de estudios COMPULACIONAIES .......cccvvvieeeeriieieere e 18
IV.1.1 Modelamiento por homologia de laregién N-terminal de LevS..........ccccuc........ 18
IV.1.2 Evaluacion de 10S modeloS generadosS.....ccooveveieieieinene e 18
IV.1.3 Estudio de la posible interaccion entre los dominios de LevS...........cccoeeeee. 18
V.2 Apartado de biologia MOIECUIAT .........ccucveieiceee e 19
IV.2.1 Disefio de cebadores (PriMErS) ...ttt 19
IV.2.2 Electroforesis de ACid0OS NUCIEICOS........ccuvviirirerieeeeeeeese e 20
IV.2.3 Generacién de las versiones truncadas a través de PCR........cccccovevevevneneennn. 20
IV.2.4 Digestiones con enzimas de reStriCCION .......ccevveveieieinece e 22
IV.2.5 Cepas utilizadas y condiciones de CreCimiento .........cccecevereeceneeieneseeseeseennns 23
IV.2.6 Purificacion de PIASMITO ......ccovieieiicieeceee ettt 23
IV.2.7 Clonacién de las versiones truncadas en el vector pJET 1.2.....ccccccvvvecvenreennn. 24

v



IV.2.8 Subclonacion de las versiones truncadas al vector de expresion................... 26

IV.3 Apartado de expresion de ProteiNas......ccciieeceieeeereceeere e 28
IV.3.1 Expresion de LeVS ANBSC ..............ooo ittt 28
IV.3.2 Expresion de LevS AN85C con barrido en la concentracion de inductor ...... 28
IV.3.3 Expresion de las versiones truncadas de LevsS ..........cccocvvvinenenncnneneneen 28
IV.3.4 EXTracCiOn d€ ProteINAS .....cceccvivieeeciiceeeseeer ettt ettt st et s ae e e anas 28
IV.3.5 Electroforesis de ProteiNas......cciceiiiecececeee ettt 29

IV.4 Apartado de ensay0s ENZIMALICOS .....cceecveviiieeecieieciere ettt st ae b e 30
IV.4.1 Medicion de la actividad eNZIMALICA........ccecvvirerieieieeeeeeee e 30
IV.4.2 Condiciones de las reacciones quimicas catalizadas por las versiones
EFUNCAAAS U LEVS ...ttt ettt st e e e st e e st e seeseesesseensessennnans 31

IV.5 Apartado de analisis de perfil de productos sintetizados por las versiones

TrUNCAAAS T LEVS ...ttt ettt ettt st et e s b e e e teeneenseseeensansesnnenes 31
IV.5.1 Analisis de polimero de alto y bajo peso molecular .........ccoceeevvevecieceevennenen. 31
IV.5.2 ANAIISIS B FOS ...ttt sttt sae e nas 31
IV.5.3 Analisis de hidrolisis-tranSferencCia........cccoceveeeveviecieieeeice e 32

V. RESULTADOS ...ttt ettt sttt a ettt a bt e s e se b ese b ese st esseba s ese s esasesesens 33

V.1 Prediccién de la estructura terciaria de laregién N-terminal de la levansacarasa

L B S ettt h e bt et b e bt e a e bt e at e bt eh e et e ekt e bt et e e bt e a b e bt sat et e sheebeneeeaeen 33

V.2 Laregion N-terminal contiene regiones intrinsecamente desordenadas............... 37

V.3 Disefio de las versiones truncadas en laregién N-terminal de Levs ...................... 43

V.4 Construccion de las versiones truncadas en la region N-terminal de LevS.......... 44

V.5 Expresion de formarecombinante de las versiones truncadas de Levs. .............. 49

V.6 Caracterizacion de las versiones truncadas de LevS........ccecveeneneienenenenesenenns 52

V.6.1 Efecto de laremocién de las diferentes zonas de la region N- terminal de
LevS en la conversién de sustrato y en la especificidad hacia la hidrélisis-

EFANSTEIENCIA. ..veevitetet ettt b e bttt b e st et e b e et e st ebessesbenten 53
V.6.2 Efecto de la remocién de las diferentes zonas de laregién N-terminal de
LevS en el mecanismo de eloNQaCiON. ......cccvoieicicieriicieeeeeee e 55
V.6.3 Sintesis de FOS de las versiones truncadas de LevsS.......cccocovvevevevnenenennens 58
VL DISCUSION ...ttt ettt sttt et s e e sesbeste st e st et esaeneeseeseeseeseebestessessensenseneenenseesensensan 63
VI CONCIUSTON .ttt ettt ettt sttt et et e b et et e e ebe e esensens 68
VL BBl OGrafia...cecieeiieicccce et ettt s b et e e aeeneebesrenas 69



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. ESQUEMA DE LAS REACCIONES CATALIZADAS POR LAS FRUCTANSACARASAS.. .cocovveerireereeene 1
FIGURA 2. ESTRUCTURA TIPO B-PROPELA DE LAS FS ..ottt ettt et e
FIGURA 3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS FRUCTANAS
FIGURA 4. MECANISMO MOLECULAR DE REACCION DE LAS FS
FIGURA 5. SUBSITIOS DE UNION EN LAS FS. ..uviiiiiiiiie ettt ettt eteesteesveesbaesteeetaeebes e taesnseeetaeenneeenses 6
FIGURA 6. MECANISMO DE SINTESIS DE FRUCTANAS DE LAS FS.. .ttt e 8
FIGURA 7. FRUCTANSACARASAS MULTIDOMINIO. ...ccccutiieeiiieeeeiteeeeeitieeeeeteeeeeiaaeeeeetseeeesteeeeesssseeeesseeeeassseeennns 10
FIGURA 8. FS Y GS RELACIONADAS......c.cecevveereerreennnens
FIGURA 9. DOMINIOS QUE CONFORMAN A LEVS
FIGURA 10. ESQUEMA DE LAS VERSIONES TRUNCADAS DE LEVS GENERADAS HASTA EL MOMENTO. ........ 14
FIGURA 11. ESQUEMA DE TRABAJO DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. ...ceeeuvreeeitreeeeereeeeeitreeeeeveeeeessveeennns 17
FIGURA 12. VECTOR DE CLONACION PJET/L.2/BLUNT ..eccviiitieeieeeteeereeeteeeteesteeereesteeeneesveesaressvaesaneeens 24
FIGURA 13. VECTOR DE EXPRESION PET=22B(H). cuveeiertiertieiesieseeseesteesteetestesreesseesteessesssesnessnesneesseansennns 26
FIGURA 14. MODELOS DE LEVS GENERADOS CON DISTINTOS SERVIDORES........cccoeteeitreeeeireeeeeveeeeesiveeeenns 34
FIGURA 15. VISTAS DEL MODELO DE LEVS GENERADO POR I-TASSER.. c.vetieeiieeeietreeeeeteeeeeineeeeeveeeeeevveeeenns 37
FIGURA 16. AMINOACIDOS PRESENTES EN LA REGION N-TERMINAL DE LEVS. ....ccoeiiiieeeeeee e 38
FIGURA 17. COMPOSICION PORCENTUAL DE AMINOACIDOS EN LA REGION N-TERMINAL DE LEVS.. ........... 40
FIGURA 18. ANALISIS DE PREDICCION DE PROTEINAS DESORDENADAS DE LEVS EN IUPRED. .................. 40
FIGURA 19. ANALISIS DE PREDICCION DE PROTEINAS DESORDENADAS DE LEVS EN DISMETA.. ................ 41
FIGURA 20. SUT PREDICHOS PARA LEVS.. ...oii ittt ettt e e e stte e e seaaae e sateeesentaeeeensaaeessssaseesnsaeeennns 42
FIGURA 21. ANALISIS DE PREDICCION DE SUT EN LEVS REALIZADA EN ANCHOR.........ccoviiiiiiieecieees 42
FIGURA 22. VERSIONES TRUNCADAS EN LA REGION N-TERMINAL DE LEVS.......cooiiieeeeeeeeiee et 44
FIGURA 23. AMPLIFICACION DE LAS VERSIONES TRUNCADAS DE LEVS.......oooiiiiieeeeeeteee et 45
FIGURA 24. REPRESENTACION DE LA CONSTRUCCION DE LAS VERSIONES TRUNCADAS EN EL VECTOR DE
CLONACION. ..ttt ettt e ettt e e ettee e ettt e e eetaeeeetaeaeastteeeaaasaeaessssaeastsseeansaseesassasaaastaeseanssseessbssesassaseeanssseesnsseeean 45
FIGURA 25. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS DE LAS CUATRO VERSIONES TRUNCADAS DE LEVS.47
FIGURA 26. PATRON DE DIGESTION DE LAS CONSTRUCCIONES EN EL VECTOR DE EXPRESION........cccvue..... 49
FIGURA 27. BARRIDO DE IPTG PARA LA EXPRESION DE ANBSC.. .......ooiieiieeiceeee et 50
FIGURA 28. GEL DE EXPRESION DE LAS CUATRO VERSIONES TRUNCADAS Y ZIMOGRAMA. EN LA IMAGEN.. 52
FIGURA 29. RELACION HIDROLISIS-TRANSFERENCIA DE LEVS AC........oooiiioiicieeeee ettt 53
FIGURA 30. RELACION HIDROLISIS-TRANSFERENCIA DE LEVS NASC.. ...oooiieeeceeeeeeee e 54
FIGURA 31. RELACION HIDROLISIS-TRANSFERENCIA DE LEVS ANBSC..........oooiviieeeceeeee e 55
FIGURA 32. PRODUCCION DE POLIMERO DE ALTO PESO MOLECULAR DE LAS VERSIONES TRUNCADAS DE
LB S ettt ettt e e et e e e ettt e eet—eeeabaeeeettaeeaa—aaeeataeeeaattaeeeabaeeeataeeeaastaeeeabaeaeataeeaanes 56
FIGURA 33. CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE PRODUCTOS QUE PRESENTA LEVS AC. .......coovvvviivirieeie, 59
FIGURA 34. CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE PRODUCTOS QUE PRESENTA LEVS AN45C.. ....ccccvveveveenne 61
FIGURA 35. CROMATOGRAMA DEL PERFIL DE PRODUCTOS QUE PRESENTA LEVS ANB5C.. ......cccoeeevieenes 62
FIGURA 36. REPRESENTACION DE LA DISTRIBUCION DE FOS SINTETIZADOS POR LAS DIFERENTES VERSIONE
TRUNCADAS DE LEVS. ..ottt ettt ettt ettt e ettt e e e et e e e eeabe e e eeateeaeeabaeaeesbaeeeeasaeaeesbeaeessaeesnnsees 63
FIGURA 37. POSIBLE PLEGAMIENTO EN "U" DE LA LEVANSACARASA LEVS DE LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES. . ...utteeteeiteeetteesteestteesseesseeessseeasssasssesasssasssesssssasssssssssasssesssssessesesssssssssesssssnsesessssenseseses 67

VI


https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591284
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591285
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591286
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591287
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591288
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591289
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591290
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591291
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591292
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591293
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591294
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591295
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591296
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591297
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591298
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591299
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591300
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591301
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591302
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591303
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591304
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591305
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591306
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591307
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591307
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591308
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591309
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591310
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591311
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591312
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591313
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591314
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591315
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591315
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591316
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591317
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591318
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591319
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591319
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591320
https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32591320

INDICE DE TABLAS

TABLA 1. HIDROLISIS Y TRANSFERENCIA DE LAS DIFERENTES VERSIONES TRUNCADAS DE LEVS. ............. 15
TABLA 2. OLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS PARA GENERAR LAS VERSIONES TRUNCADAS DE LEVS.......... 19
TABLA 3. CONCENTRACIONES UTILIZADAS DE LOS DIFERENTES REACTIVOS NECESARIOS PARA LA PCR. 21
TABLA 4. CONDICIONES TERMICAS UTILIZADAS EN EL ENSAYODE PCR .....oviiiiiieeeeeee e, 21
TABLA 5. CONCENTRACIONES UTILIZADAS DE LOS DIFERENTES REACTIVOS NECESARIOS PARA LAS
DIGESTIONES DOBLES. ...eeittteetvteitteeetteestteeeteeestseestesestsesasesesssesssssesssesasssessssessssessessasesessssessssessesesssssnsesenses 22
TABLA 6. CONCENTRACIONES DE LOS REACTIVOS UTILIZADAS EN LA REACCION DE LIGACION.........cccv... 25

TABLA 7. RECOPILACION DE LOS DATOS ANALIZADOS EN PROCHECK .. ...
TABLA 8. RELACION HIDROLISIS-TRANSFERENCIA DE LAS VERSIONES TRUNCADAS DE LEVS

VII


https://d.docs.live.net/9ee35bf28a826abd/Escritorio/Tesis_SMB(alfin).docx#_Toc32592066

ABREVIATURAS

A Angstrom (longitud)

Aa Aminoacido(s)

DNA Acido desoxirribonucleico

DNS Acido-3,5-dinitrosalicilico

dNTP Desoxirribonucledtidos trifosfatos
DP Grado de polimerizacion

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
FOS Fructooligosacaridos

Fs Fructansacarasas

Gs Glucansacarasas

HPAEC-PAD Cromatografia de intercambio anionico con detector de pulso

amperometrico.

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia

l.R. Detector de infrarrojo

IDP Proteina Intrinsecamente Desordenada

IDR Region Peptidica Intrinsecamente Desordenada
IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

kb Kilobases

kDa Kilodalton

mA Miliamperios

nm Nanometros

VI



PAPM
pb
PBPM
PCR
RDP
RMN
RMSd
rpm

SUT

uv

WT

Polimero de alto peso molecular

Pares de bases

Polimero de bajo peso molecular

Reaccién en cadena de la polimerasa

Motivo Arg-Asp-Pro en fructansacarasas de GH68
Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
Desviacion cuadratica media de las posiciones atdbmicas
Revoluciones por minuto

Sitios de union tedricos desordenados a carbohidrato y/o
proteina

Radiacion ultravioleta
Wild type (Silvestre)

Cualquier aminoéacido

IX



RESUMEN

La levansacarasa LevS de Leuconosctoc mesenteroides NRRL B-512F es una
fructansacarasa que cataliza la sintesis de fructanas transfiriendo el residuo fructosilo
de la sacarosa a una molécula aceptora. Estas enzimas presentan una arquitectura
multidominio, compuesta por la region N-terminal, dominio catalitico, region de
transicion y una region C-terminal. Se determind que la regién N-terminal esti
involucrada en la sintesis de fructanas de alto peso molecular, mediante un mecanismo
procesivo. Con el objetivo de determinar si dentro de la region N-terminal existe una
zona minima responsable de la procesividad de esta enzima, se realizaron estudios in
silico de esta region, para posteriormente delimitar esta zona de forma experimental.
Los estudios in silico sugirieron que el extremo N-terminal podria ser una region
intrinsecamente desordenada, con 5 sitios teodricos de union a biomolécula. Con base
en este hallazgo, se construyeron enzimas truncadas eliminando el SUT |y Il de la
region N-terminal. Estas versiones truncadas fueron caracterizadas con base en su
perfil de productos, especificidad de reaccién y regioselectividad. Este analisis reveld
qgue los primeros dos SUT no son esenciales en el reconocimiento a sustrato,
especificidad hacia reaccion de hidrolisis-transferencia ni regioselectividad, pero tienen
influencia en la sintesis de levanas de alto peso molecular. Estos resultados
permitieron definir una region minima indispensable para la elongacién del polimero
de alto peso molecular, que se denomind zona de procesividad. Estos resultados
sugieren que las determinantes estructurales que rigen el mecanismo de elongacion
procesivo se encuentran dentro de esta zona. Este trabajo dio luz a las bases
moleculares de la procesividad, que podria ser empleado en el disefio e ingenieria de
enzimas, especificamente en fructansacarasas con estructuras definidas vy

propiedades enzimaticas controladas.



l. Introduccion

.1 Fructansacarasas

Las fructansacarasas (Fs) son un grupo de enzimas capaces de sintetizar polimeros
de fructosa, conocidos como fructanas, empleando sacarosa como sustrato.
Durante la reaccion de sintesis de fructanas, la sacarosa, compuesta por una unidad
de fructosa unida covalentemente a una glucosa, funciona como molécula donadora
del residuo fructosilo. Al inicio de la reaccion, la enzima interacciona con el sustrato,
formando un intermediario covalente enzima-fructosa, con una concomitante
liberacién de una molécula de glucosa al medio de reaccién. Este es el primer paso
de la reaccion, conocido como glicosilacion. En un segundo paso, llamado
desglicosilacion, existen tres tipos de reaccidbn que estan en competencia, la
naturaleza quimica de la molécula que fungira como aceptor de la fructosa es lo que
define cual de las reacciones ocurrira (Dedonder, 1966). Estas reacciones (Figura
1) engloban la posibilidad de obtener productos de reaccién distintos: (i) reaccion

de polimerizacioén, la cual ocurre cuando se transfieren unidades de fructosa
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provenientes de una molécula de sacarosa, a fructanas en crecimiento, (ii) hidrolisis,
reaccion que ocurre cuando la unidad de fructosa se transfiere a una molécula de
agua que actla como aceptora generandose asi glucosa y fructosa libre, y (iii)
reaccion de aceptor, que ocurre cuando las unidades de fructosa se transfieren a
moléculas aceptoras exdgenas (aglicon) al medio de reaccion generando
fructésidos (Chambert, Treboul & Dedonder, 1974)

Las Fs son enzimas producidas por microorganismos de forma extracelular o
asociadas a pared celular. Basados en la secuencia aminoacidica y arquitectura
estas enzimas estan clasificadas dentro de la familia 68 de las glicosilhidrolasas
(GH68). Estas, enzimas se caracterizan por tener un dominio catalitico que oscila
entre 60 y 75 kDa, que posee una estructura tridimensional de tipo B-propela de
cinco hojas, cada hoja presenta una topologia en forma de “W” constituida de cuatro
laminas B antiparalelas. Las cinco hojas en conjunto se pliegan formando un
embudo central (Figura 2) donde se encuentra localizado el sitio catalitico (Pijning
et al., 2011).

—— Sitio catalitico

Figura 2. Estructura tipo B-propela de las Fs. Estructura cristalografica de la inulosacarasa InuJ de L.
johnsonii que muestra la topologia B-propela (Pijning et al., 2011)



Las Fs también pueden ser clasificadas de acuerdo con la fructana que sintetizan,
si bien la cadena principal de estos polimeros estd compuesta por unidades de
fructosa, la posicion del enlace glicosidico puede variar. Las fructanas que poseen
enlaces glicosidicos con posicidén f(2—6) en su cadena principal reciben el nombre
de levanas (Figura 3A), y por consecuencia, las Fs responsables de su sintesis se
llaman levansacarasas. Por otra parte, las fructanas que poseen enlaces
glicosidicos en posicion (2—1) reciben el nombre de inulinas (Figura 3B), por lo
que las enzimas involucradas en su sintesis se conocen como inulosacarasas
(Banguela, 2006).
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Figura 3. Estructura quimica de las fructanas. En la figura A (izquierda), se aprecia la estructura quimica de
la levana con nameros en rojo indicando la posicion del enlace con respecto a los carbonos del monosacarido,
en la figura B se aprecia la estructura quimica de la inulina.



.2 Mecanismo molecular de reaccién de transfructosilacién de las
fructansacarasas

La sintesis de fructanas por parte de las Fs implica la ruptura y formacién de nuevos
enlaces, proceso que se describe como mecanismo de reaccion. Este mecanismo
involucra la participacién de tres residuos cataliticos conocidos como “la triada
catalitica”. Estos residuos desempefian la funcién de nucledfilo, estabilizador del
estado de transicion y catalizador acido-base (Mclntosh et al., 1996). Al iniciar la
reaccion, la molécula donadora, por lo general una molécula de sacarosa, se acerca
al sitio catalitico localizado al fondo del “embudo” de la enzima donde el nucledfilo,
reconocido como acido aspértico en su forma ionizada (aspartato) con la asistencia
de su cadena lateral, realiza un atague nucleofilico al carbono anomérico de la
unidad de fructosa de la sacarosa. Al mismo tiempo, el residuo acido-base,
reconocido como acido aspartico, cede un protén al oxigeno del enlace glicosidico
de la molécula donadora, con la formacion de un intermediario covalente Fs-fructosa
(Figura 4A), esta reaccion también permite la liberacion de la unidad de glucosa al
medio de reaccion. En la segunda etapa conocida como desglicosilacion (Figura
4B), el residuo acido-base actia como base removiendo un hidrégeno acido de la
molécula aceptora, lo que se traduce en la formacién de una molécula con una carga
formal negativa, que realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono anomérico del
intermediario covalente Fs-fructosa, causando la ruptura del intermediario y la
transferencia de la unidad de fructosa a la molécula aceptora, con la regeneracion
de los residuos que actian como catalizadores acido-base y nucleofilico (Chambert
& Gonzy-Treboul, 1976).
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Figura 4. Mecanismo molecular de reaccion de las Fs. Representacion del mecanismo de reaccién en dos
etapas. (Raga Carbajal. 2015, Tesis doctoral).

I.3 Subsitios de union a sustrato/producto en las fructansacarasas

Ademas de los residuos que participan en la catalisis de la reaccion, mas alla del
sitio catalitico, se encuentran otros sitios que auxilian en el acomodo del sustrato en
la cavidad catalitica y en la entrada de las moléculas aceptoras (Figura 5C) para
llevar a cabo las reacciones caracteristicas de las Fs (Davies, Wilson & Henrissat,
1997). A través de interacciones intermoleculares, que comprenden desde
interacciones hidrofébicas del tipo -1 (stacking) entre residuos que contienen
anillos aromaticos con el esqueleto ciclico de los monosacaridos (McGaughey,
Gagné & Rappé, 1998), hasta puentes de hidrogeno directos y mediados por
moléculas de agua (Meng & Futterer, 2003), en las cuales participan tanto las
cadenas laterales de los residuos, asi como los esqueletos de las mismas proteinas
(grupos carbonilo y amida), estos residuos (Figura 5A) son conocidos como

subsitios de unién a carbohidrato.

Por convencion, los sacaridos se esquematizan con el extremo no reductor a la
izquierda, mientras que el extremo reductor se localiza a la derecha. Las Fs
obedecen el sistema de nomenclatura de subsitios de unién —n, +n, en el que la

molécula a ser transferida se encuentra en el subsitio -1 y la molécula aceptora en



los subsitios con numeros positivos (+1, +2, etc., segun la longitud del sacarido

aceptor) como se muestra en la figura 5B (Davies, Wilson & Henrissat, 1997).

oligosaccharides/
Transglycosylation polymies:

F\‘ F]—FI—F(?)?

1 +1 42 +3
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polymer (n+1)
—

Figura 5. Subsitios de union en las Fs. Esquematizacion de los subsitios de unién, a nivel molecular (A), en
la reaccion de transglicosilacion (B) y presentacion de los mismos subsitios en forma de superficie gris que
acomodan al sustrato coloreado en naranja InuJ (C) (Pijning et al., 2011).



I.4 Mecanismo de elongacion en las fructansacarasas

La reaccion de polimerizacion de las Fs que se dirige hacia la sintesis de fructanas
también esta regida por otro mecanismo: el mecanismo de elongacion, el cual puede
tomar dos vias para la construccion de fructanas de diferente tamafio: El mecanismo
procesivo y no procesivo (Horn, Sgrlie et al, 2012). En la figura 6 observamos en la
parte superior un ciclo de reaccion de polimerizacién en una levansacarasa, donde
observamos que la enzima (E), interactda con el sustrato, la sacarosa (S), dandose
la interaccion enzima-sustrato (ES), lo que resulta en la ruptura del enlace
glicosidico con la posterior liberacion de glucosa al medio de reacciéon (G), lo que
se traduce en la formacion de un intermediario covalente enzima-fructosa (EF). La
molécula aceptora (Ln) a la que se le trasferird la fructosa presente en el
intermediario EF, interacciona con este complejo (EL) realizAndose la transferencia
de la fructosa a la molécula aceptora en crecimiento con la posterior liberacién de
esta misma al medio de reaccion y la regeneracion del catalizador, que es la enzima
(Raga-Carbajal et al., 2015)

Cuando las moléculas de fructosa se transfieren consecutivamente a una misma
molécula de fructana en crecimiento o una molécula aceptora iniciadora de la
sintesis de fructana, hasta que alcanza el tamafio adecuado y es liberado al medio
de reaccion, se dice que el mecanismo de elongacion es procesivo (i). Cuando las
unidades de fructosa se afiaden a las fructanas circundantes en el medio de
reaccion con la liberacion de la fructana en cada transferencia se propone que el
mecanismo de elongacién (Raga-Carbajal et al., 2015) es no procesivo (ii). Se ha
reportado que en la fructansacarasa la sintesis del polimero de alto peso molecular
se lleva a cabo mediante un mecanismo procesivo, mientras que los
fructooligosacéridos (FOS) o polimero de bajo peso molecular se generan mediante

un mecanismo no procesivo (Ozimek, 2006).
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Figura 6. Mecanismo de sintesis de fructanas de las Fs. Comportamiento procesivo (A) y (B) no procesivo
(Raga-Carbajal, 2016).

En la literatura se ha reportado que la variacion en la concentracion de enzima
levansacarasa, durante la reaccion enzimatica puede modular el tamafio de las
fructanas sintetizadas: una concentracion baja de enzima produce fructanas de alto
peso molecular (2300 kDa), mientras que una concentracion elevada de la enzima
produce FOS y fructanas con un peso molecular de 7.2 kDa (Raga Carbajal et al.,
2015).



I.5 Fructansacarasas multidominio

Existen enzimas fructansacarasas unidominio que solo cuentan con el dominio
catalitico y Fs multidominio que ademas del dominio catalitico poseen dominios
adicionales (Figura 7), que comprenden a la region N-terminal, dominio catalitico y
regién C-terminal (Coutinho, 1999).

En las Fs multidominio, la region N-terminal presenta un tamafio de entre 150 y 200
aminoacidos aproximadamente, mientras que su composicion aminoacidica es
variable. EI dominio catalitico descrito anteriormente, cuenta aproximadamente con
500 residuos, dentro de los que se encuentran los responsables de la catalisis de la
reaccion. Por otro lado, la region C-terminal, la cual se ha demostrado que tiene una
funcion de anclaje a la pared celular, gracias a la presencia del motivo LPXTG,
ademas de regiones repetidas que estan relacionadas con la asociacion a pared
celular en la inulosacarasa (Del Moral y cols., 2008) y levansacarasas de L. reuteri
121 (Lee, Pancholi & Fischetti et al., 2002; van Hijum, Kralj, Ozimek, Dijkhuizen &
van Geel-Schutten, 2006)

Ejemplo de estas son la levansacarasa Lev (Figura 7B), la cual sintetiza levana de
dos masas moleculares distintas (150 kDa y 2MDa) e Inu (Figura 7C) que es capaz
de sintetizar inulina de alto peso molecular (107 Da) y FOS (1-kestosa y 1,6-nistosa
principalmente), ambas, aisladas de Lactobacillus reuteri 121 (van Hijum et al.,
2002; van Hijum et al., 2004).

En 2010, Anwar et al., caracterizaron tres Fs, la primera fue una inulosacarasa
aislada del organismo Lactobacillus gasseri DSM 20243 que llamaron InuGA. la
segunda también una inulosacarasa de la cepa DSM 20604 denominada InuGB
(Figura 7D y E respectivamente) y la tercera fue una levansacarasa LevG (Figura
7F) de la cepa DSM 20077. InuGA e InuGB poseen una region N-terminal variable
de 168 aa, seguidos por el dominio catalitico con conformacion p-propela, LevG
también posee una region N-terminal variable de 153 aa, estas tres enzimas poseen
una region C-terminal con repeticiones PXX y motivos LPKAG implicados en la

unidn a pared celular.
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Figura 7. Fructansacarasas multidominio. Representacion esquematica de la diversidad de
fructansacarasas multidominio de origen microbiano

La levansacarasa de Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392 (Figura 7G) fue
aislada en 2004 por Tieking et al., enzima multidominio con un péptido-sefial de 37
aminoacidos, una region N-terminal compuesta de 7 repeticiones de 16 residuos
gue no presentan similitud e identidad con las proteinas depositadas en la literatura,
un dominio catalitico altamente conservado para las Fs de la familia GH68 y una
region C-terminal, compuesta por 6 repeticiones de 12 aminoacidos de naturaleza
PXX, ademéas de encontrarse también en esta region los motivos LPXTG

relacionados con su anclaje a pared celular.La inulosacarasa InuJ (Figura 7H) fue
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identificada en 2008 de Lactobacillus johnsonii NCC 533, por Anwar et al., al
caracterizarse se observo que esta enzima era capaz de sintetizar FOS de hasta
DP 15y polimero de 4x107 Da de tipo inulina. En 2011, Pijning et al., obtuvieron la
estructura cristalografica de esta enzima, en la que se describe una regiéon N-
terminal variable compuesta por 172 residuos, un dominio catalitico conservado
(GH68) de 453 aminoacidos y una region C-terminal con un motivo de union a pared
celular y motivos PXX a lo largo de esta. En 2003, Olivares et al., caracterizaron la
enzima IslA de Leuconostoc citreum CW28, que codifica para una inulosacarasa
multidominio (Figura 7L), que cuenta con una péptido sefial de 39 aminoacidos, una
region N-terminal variable de 170 aminoacidos, un dominio catalitico similar al de la
levansacarasa de Bacillus subtilis y una regién C-terminal con repeticiones en
tandem que se ha sugerido podria estar involucrado como médulo de unién a
glucano, esta enzima genera productos tipo inulina. Posteriormente, en 2006
Morales Arrieta et al., caracterizan la enzima LevS de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-512F, que es una levansacarasa que tiene un péptido sefial de 30 residuos,
una regiéon N-terminal variable de 155 aminoacidos, un dominio catalitico compuesto
por 445 aminoéacidos y una region C-terminal compuesta por 500 residuos donde
aparecen repeticiones de 90 residuos que se sugiere al igual que con IslA, podrian
estar involucrados como médulo de unién a carbohidrato, esta enzima recibe su
nombre por su capacidad de sintetizar fructana tipo levana. Por otra parte, se
identificaron y caracterizaron las enzimas LevC y LevL, levansacaras multidominio.
LevC posee un dominio N-terminal compuesto por 10 repeticiones de 13
aminoacidos en promedio, mientras que LevL posee una region N-terminal con una
composicién aminoacidica variable. Por otra parte, el dominio catalitico de LevL esta
conformado por 444 residuos, mientras que el de LevC tiene un dominio catalitico
compuesto por 445 residuos, que comparte un 89% de identidad con LevS de L.
mesenteroides, y, entre ellos poseen un 64% de identidad. Tanto LevC como LevL
tienen un dominio C-terminal compuesto por un promedio de 500 residuos que
guardan un 24% de identidad entre ellos (Olvera, Centeno-Leija & LOpez-Munguia,
2006).
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Il. Antecedentes

I1.1 LevS de Leuconostoc mesenteroides

Como ya se mencion6 anteriormente, en 2006, Morales Arrieta et al., aislaron una
Fs multidominio denominada LevS de Leuconostoc mesenteroides NRRL B512-F,
que cuenta con tres dominios, relacionados estructuralmente con las
fructansacarasas y glucansacarasas (Figura 8), estas ultimas, enzimas que pueden
transferir residuos glucosilo empleando sacarosa como sustrato para sintetizar
glucanos. La arquitectura de la enzima LevS consta de un dominio catalitico con
445 residuos relacionado con las enzimas pertenecientes a la familia 68 de las GH,
una region de transicién con 138 aminoacidos que se encuentra dentro de la region
C-terminal, que esta relacionada con los modulos de union a glucano similares a los
de las Gs y una regién N-terminal variable compuesta por 155 aminoé&cidos, que
esta unida a 30 aminoacidos que fungen como péptido-sefial, ya que es una

exoenzima.
LevS L. mesenteroides _ . Regién N-terminal
30 185 630 1022
22 178 687 1025
Dominio catalitico
Lou. L. mesenterodes | I
32 174 611 1002 . Regidn C-terminal
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Figura 8. Fs y Gs relacionadas. Representacion de las Fs y Gs relacionadas en cuanto a secuencia
aminoacidica (Modificado de Garcia Paz, 2019. Tesis de Doctorado).

12



En la figura 9, se representa a la enzima LevS madura, es decir, sin el péptido-sefial
que esta unido a la region N-terminal, LevS posee un 53% de similitud entre su
region N-terminal y la de LevC. El dominio catalitico, por otra parte, exhibe un 50%
de similitud con el dominio catalitico de ISIA de Leuconostoc citreum, un 87% de
identidad con el de LevC y 64% con el de LevL. Ademas, se observa que la region
C-terminal comparte un 98% de identidad con el dominio C-terminal de LevC, 89%
con el de LevL y en menor medida (25%) con el dominio de union a glucano de las
Gs del género Streptococcus y Leuconostoc. Una caracteristica singular del dominio
de unioén a glucano de las Gs radica en la presencia de unidades de secuencia
repetitivas (Russell, 1990), en LevS se encuentran tres repeticiones de 90
aminoacidos conservadas, el doble de la cantidad de aminoacidos reportada para

Gs con un 75% de identidad entre ellas (Morales-Arrieta et al., 2006).

[ | 130 kDa
155 600 738 992

Figura 9. Dominios que conforman a LevS. (I) Dominio N-terminal [155 residuos, que incluye el péptido sefial
con 30aa], (II) dominio catalitico [445 residuos], (Ill) region de transiciéon [138 residuos], y (IV) dominio C-terminal
presentes en la proteina madura (sin péptido sefial).

11.2 Estudio de los dominios adicionales de LevS

Con la finalidad de conocer la participacion de los dominios adicionales en la
reaccion y sintesis de levanas, Morales Arrieta et al.,, en 2006 construyeron
versiones truncadas eliminando diferentes dominios adicionales de esta
levansacarasa (Figura 10A), una de estas versiones sufre la eliminacion de 185
residuos, que abarcan la region N- terminal y el péptido-sefial (Figura 10B), a la que
se le denomina LevS AN con un peso molecular de aproximadamente 110 kDa.
LevS AC es una version truncada en la que se remueve la regién C- terminal (Figura
10C) compuesta por 254 aminoacidos con un peso aproximado de 97 kDa.
Finalmente, la version LevS ATnC, que surge al eliminar la region C-terminal como

la region de transicion, esta ultima compuesta por 138 aminoacidos (Figura 10D),
13



arrojando una masa molecular de aproximadamente 85 kDa. Por ultimo, se disefid
una version truncada que cuenta Unicamente con el dominio catalitico (Figura 10E),
lo que significa que todos los dominios adicionales fueron removidos (N-terminal

con el péptido-sefial, region de transicion y la region C-terminal).

I I Il vV

. P i A) LevS 130kDa 130 kDa
30 185 630 768 1022
—_— s | B) LevS AN 110 kDa
185 630 768 1022
- ] C)LevS AC 97 kDa
0 185 630 768
= D)LevS ATnC 85k Da
30 185 630
E) LevS ANC 50 kDa

185 630

Figura 10. Esquema de las versiones truncadas de LevS generadas hasta el momento.

Posteriormente, se evalud la capacidad de sintetizar polimero de alto y de bajo peso
molecular de estas versiones truncadas, ademas de su capacidad de
hidrolizar/transferir su sustrato (Garcia-Paz F., 2019, Tesis doctoral). Como
podemos observar en todas las versiones truncadas hay un efecto en la tasa de
hidrolisis (Tabla 1), lo que sugiere que los dominios adicionales estan involucrados
en la actividad transferasa, siendo la region de transicion esencial para la elongacion
del polimero. Sin embargo, lo mas interesante es que en las versiones con la
delecién en la region N-terminal, se observa un cambio en el perfil de productos
produciéndose una mayor proporcion de compuestos de bajo peso molecular que
de alto peso molecular, estos resultados sugieren que la region N-terminal parece

estar involucrada en la procesividad de la enzima.

14



Tabla 1. Hidrdlisis y transferencia de las diferentes versiones truncadas de LevS. Los valores en la tabla
reflejan el porcentaje de sacarosa utilizada para la hidrolisis y la sintesis de polimero y FOS de una
concentracion inicial de 0.29M en el inicio de la reaccion (Garcia Paz, 2016)

‘s Polimero de alto | Productos de bajo g
Version de LevS peso molecular peso molecula: Hidrolisis
LevS (WT) 64.4 +0.45 06+0.13 35+0.40
LevS AC 47.1+£0.10 0.9+0.42 52+0.10
LevS ATnGC 5.7+0.08 9.3+0.03 85+0.10
LevS AN 4.8+0.27 46.2+£0.73 49 +£0.50
LevS ANTnC 0 38.7+£0.44 61.3+£0.30

En consecuencia, la eliminacién de la regiébn N-terminal en la levansacarasa LevS
modificé el mecanismo de elongacion de la enzima, de procesivo a no procesivo.
Actualmente no existe informacién que explique cémo la regién N-terminal esta
involucrada en la procesividad de la enzima, sin embargo, se sugiere que esta
region podria participar como un subsitio de union al aceptor o al producto. Por lo
tanto, en este trabajo se plantea realizar estudios identificando la region N-terminal
minima involucrada en el mecanismo de elongacion de estas enzimas que nos
permita a futuro identificar nuevos sitios de unidén a sustrato que participen en los
mecanismos de elongacién de enzima y asi profundizar en el conocimiento de las

reacciones que estas fructansacarasas multidominio realizan.
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Hipotesis
La region N-terminal de la levansacarasa LevS de Leuconostoc mesenteroides

NRRL B512-F alberga una region minima involucrada en la procesividad de esta

enzima.

[ll. Objetivos

[11.1 Objetivo general

Delimitar la region N-terminal involucrada en el mecanismo de elongacion de la

levansacarasa LevS de L. mesenteroides.

[11.2 Objetivos especificos

1) Prediccidén con base a modelos, el plegamiento de la regién N-terminal de

LevS.

2) Disefio y construccion de versiones truncadas en la region N-terminal de
LevS.

3) Expresion de forma recombinante de las versiones truncadas.

4) Caracterizacion en cuanto al perfil de productos de las versiones

truncadas.
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Figura 11. Esquema de trabajo de la estrategia experimental.

17



IV. Materiales y métodos

IV.1 Apartado de estudios computacionales

IV.1.1 Modelamiento por homologia de la region N-terminal de LevS

Se depositd la secuencia aminoacidica de LevS en los servidores I-tasser
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER), Raptor X

(http://raptorx.uchicao.edu) y Swiss Model (https://swissmodel.expasy.orq) con el fin

de obtener la construccion de modelo por homologia que revelara el ordenamiento

en el espacio de la region N-terminal conjugada a los demas dominios de la enzima.

IV.1.2 Evaluacion de los modelos generados

Generados los modelos con estos servidores, se eligié el mejor entre los tres mas
destacados que los servidores proporcionaban con base al puntaje que otorga a
cada uno el propio servidor, posterior a esto, se evalu6 la calidad estereoquimica
de cada modelo representante por servidor, con ayuda de PROCHECK, a excepcion

del modelo generado por Robetta.

IV.1.3 Estudio de la posible interaccion entre los dominios de LevS

Obtenidos los puntajes correspondientes a cada modelo, se realizdé un analisis de
la posible interaccién entre los dominios adicionales y el catalitico, ademas de la
organizacion de la region N-terminal y el tipo de plegamiento proporcionado por los
servidores, todo esto, con ayuda del software PyMOL.
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IV.2 Apartado de biologia molecular
IV.2.1 Disefio de cebadores (primers)

Con el fin de obtener las construcciones deseadas, se disefiaron primers especificos
para cada construccion, con base a la secuencia nucleotidica de LevS de L.
mesenteroides reportado por Morales Arrieta y cols., en 2006 que se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleétidos disefiados para generar las versiones truncadas de LevS.

Secuencia Nucleotidica Sitio de Tm  Construccion
Primer = Sentido restriccion blanco del
(5—3’] acoplado [°Cl primer
SPS | Forward | CACCCATATGGATACTACGAACAGTACAACTA Ndel 59.9 | LevSSPSyAC
CT
N45 | Forward | CACCCATATGAGTGATGATAGCAATTCTAACTCAGC Ndel 60.9 | AN45y AN45C

N85 | Forward CACCCATATGACAACATCAACTACCGCA . Ndel | 60.5 | AN85yAN85C

43r Reverse | CTCGAGACGTAAGTAATATGTGCCATCA Xhol 59.6 LevS SPS,

TTACC AN45 y ANS5

STn | Reverse A CTCGAGATCCGTTACATCTTGTAAGTAA Xhol 59.6 AN45C,
cc ANS85C, AC'y

ANC

Tm: Temperatura de alineamiento

Estos cebadores fueron disefiados con sitios de restriccion Ndel y Xhol para
delimitar la secuencia nucleotidica de interés, ademas de que se aprovechd que
estos sitios no aparecen a lo largo del gen de LevS por lo que no representa un
problema, y se utilizo la naturaleza del sitio Ndel que contiene en su secuencia un
coddon de inicio (CATATG), esto con el objetivo de poder utilizarlos como
herramientas para trasladar las versiones truncadas entre un vector y otro segun se

requiera.
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IV.2.2 Electroforesis de acidos nucleicos

Esta técnica se llevd a cabo en geles de agarosa al 0.8% p/v (agarosa: buffer TAE
1X), siendo esta ultima, una soluciébn compuesta por EDTA, TRIS base y &cido
aceético glacial. Se utilizé una corriente eléctrica de 100V con amperaje constante
durante aproximadamente 1 hora para geles grandes (10 x 10cm) y 30 minutos para
geles pequenios (7.5 x 6¢cm). Las muestras se colocaron con ayuda de un buffer de
carga, y un marcador de peso molecular para poder discernir el tamafio de las
muestras, se adicioné un intercalante (EVAGREEN) para poder observar las bandas

de DNA con ayuda de luz UV en un equipo transiluminador.

IV.2.3 Generacion de las versiones truncadas a través de PCR

La generacion de los amplicones se realizé utilizando la enzima Vent® DNA
Polymerase (New England Biolabs® Inc.). La reaccién se realiz6 utilizando como
DNA molde el gen de LevS silvestre que se encuentra en el vector de expresion
pBAD/TOPO, el buffer de la enzima fue enriquecido a una concentracion final de 2
mM de MgSOs, la mezcla de dNTP es Thermo Scientific™ y el agua utilizada es

tetradestilada y esterilizada. Los detalles de la misma se muestran en la tabla 3.

La reaccion de PCR se ensay0 utilizando un gradiente de temperatura para
encontrar las condiciones térmicas 6ptimas, el gradiente abarcaba las temperaturas
de 54, 56, 58, 60 y 62 °C, posterior a esto se establecieron las condiciones en las
que operaria el termociclador T100 thermal cycler de BioRad®, las cuales se

describen en la tabla 4.
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Tabla 3. Concentraciones utilizadas de los diferentes reactivos necesarios para la PCR.

Reactivo Concentracion Inicial | Concentracién Final | Volumen
DNA molde n
200 "8/, 200 ng 1 pL
®
Buffer ThermoPol 10X X 5L
| NTP
Mezcla de dNTPs 25mM 0.25mM 0.5l
Cebador Forward 10 M 02 M 1L
Cebador Reverse 10 M 02 M 1L
® X
Vent” Polimerasa > U /HL U 1L
Agua Estéril . o 40 L
Volumen de 50 ul
Reaccion aprox.
Tabla 4. Condiciones térmicas utilizadas en el ensayo de PCR
Etapa del Proceso Tiempo H Temperatura Ciclos
Desnaturalizacion Inicial 7 minutos 94 °C 1x
Desnaturalizacion 1 minuto 94 °C
Alineamiento 1 minuto 60 °C 30x
Extension 2 minutos 72 °C
Extension Final 7 minutos 72 °C 1x
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IV.2.4 Digestiones con enzimas de restriccion

Se utilizaron las endonucleasas de restriccion Ndel (CATATG) y Xhol (CTCGAG)
ambas de Thermo Scientific™, para poder clonar y trasladar los fragmentos de DNA
de las versiones truncadas segun se necesitara. Las condiciones para estas
digestiones dobles (pJET 1.2/blunty pET-22b(+)) se muestran en la tabla 5, siendo
el DNA problema las diferentes versiones truncadas de LevS y el vector de
expresion pET-22b(+), los volumenes de agua y de DNA variaban de acuerdo a la

concentracion en que se encontraban y se ajustaban (H20) para cada ensayo.

Tabla 5. Concentraciones utilizadas de los diferentes reactivos necesarios para las digestiones dobles.

Reactivo Concentracion Volumen
Empleada
DNA problema Aprox. 1 g _—
Ndel 2U 0.2 uL
Xhol 2U 0.2 uL
Buffer de reaccion X 2L
Agua Estéril

XX xx uL
Volumen de 20 ul
Reaccion aprox.

Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C durante 1 hora aproximadamente, sin

agitacion.
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IV.2.5 Cepas utilizadas y condiciones de crecimiento

Los ensayos que consideran la manipulacion de células, en este caso de E. coli,
fueron cultivadas en medio Luria Bertani, compuesto por 10g/L de bactotriptona
(Bacto™), 5 g/L de extracto de levadura (Bacto™) y 10 g/L de cloruro de sodio (J.T.
Baker®). Para la generacion del medio sélido se afiadian 2 gramos de agar por cada
100 mL.

Para la seleccién de colonias a través de marcadores de seleccion, los medios
utilizados en este trabajo se enriquecian con ampicilina a una concentracion final de
200 pg/mL.

Los preindculos utilizados se exponian a condiciones de crecimiento que consistian
en incubar los medios inoculados a una temperatura de 37°C durante 12 horas a
200 rpm.

Las fermentaciones que tenian la tarea de producir enzima se incubaban a 37°C y
200 rpm, hasta que se alcanzaba una densidad 6ptica (absorbancia) de 0.5 - 0.6
unidades de absorbancia en el espectrofotometro, una vez alcanzados estos

niveles, la fermentacion se incubaba a 18°C y 120 rpm durante 12 horas.

Las cepas utilizadas fueron E.coli DH5a para propdsitos de clonacién y E.coli BL21

para fines de expresion de proteinas.

IV.2.6 Purificacion de plasmido

La purificacién de plasmido se realizé con la asistencia del kit Zippy™ Plasmid
Miniprep kit de Zymo Research, posterior al crecimiento de las células hospederas
(E. coli DH5a) del plasmido a purificar, se cosecharon las células por centrifugacion
a 8,000 rpm durante 5 minutos y se resuspendian en agua tetradestilada, a través
de las indicaciones especificadas en el protocolo del proveedor, se purificaba el

plasmido, el cual se eluia con agua tetradestilada estéril, se cuantificaba por
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espectrofotometria UV a 260 nm y se verificaba la integridad y pureza del plasmido

aislado por electroforesis de acidos nucleicos en gel de agarosa.

IV.2.7 Clonacién de las versiones truncadas en el vector pJET 1.2

Obtenidos los amplicones de interés y al ser productos mayoritarios, se realizo la
insercion de los fragmentos en el vector de clonacion pJET 1.2/blunt cuyo mapa se
muestra en la figura 12, el cual contiene un promotor T7, un sitio multiple de
clonacién, marcador de seleccion al antibiético ampicilina y un gen letal para el
organismo hospedero que se ve inhabilitado al ligar fragmentos de DNA en el sitio

de clonacion.

pJET1.2/blunt
2974 bp

Figura 12. Vector de clonacién pJET/1.2/blunt

Dado que los amplicones generados poseen extremos romos, efecto de la
polimerasa utilizada, se realiz6 la reaccion de ligacibn de acuerdo a las
recomendaciones del proveedor para ligacion de extremos romos, utilizando el kit
CloneJET™ PCR Cloning #K1232 de Thermo Scientific™, como se muestra en la

tabla 6, la reaccion se llevo a cabo durante 30 minutos a 22°C, sin agitacion, el
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apartado “amplicon” se refiere a cada una de las secuencias nucleotidicas de las
versiones truncadas ANC, AN45C, AN85C y AC.

Tabla 6. Concentraciones de los reactivos utilizadas en la reaccién de ligacion.

Reactivo Concentracion Inicial | Concentracion Final | Volumen
Vector pJET

1.2/blunt 50 rlg/ML 50 ng 1uL

Amplicon - o 5L

Buffer de Reaccion

2X 1X 10 uL
Li T
igasa T4 s U /uL sU "
il
Agua Estéri o o 3L
Volumen de 20 pl
Reaccion aprox.

Una vez que el periodo de incubacion de la reaccion habia terminado, se purifico
con una extraccion liquido-liquido utilizando como solvente organico 20 pL
cloroformo (CHCIs), mezclando vigorosamente y centrifugando durante 3 minutos a
10,000 rpm, transfiriendo a un nuevo microtubo la fase acuosa, que contiene el

producto nucleotidico de la reaccion.
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IV.2.8 Subclonacién de las versiones truncadas al vector de expresion

La subclonacion consistio en trasladar el fragmento de la version truncada del vector
de clonacién pJET 1.2/blunt al vector de expresion (Invitrogen) pET-22b(+), el cual
contiene un promotor T7, un sitio de clonacion multiple, secuencia codificante para
una cola de histidinas, marcador de seleccion al antibiético ampicilina ademas de

que es inducible por IPTG (Figura 13).

Ava l(158)
Xho i(158)
Not I(168)

g (166)
Hind W173)
Sal K179)

Sac (190)
EcoR K192)
BamH I(198)
Nco I(220)
Msc 1(225)
Dra lll{5251) S:gs '11(226&
Nde 1(288)

Bgl 11(392)

rA 1(433)
ggh 1(589)

Miu I(1114)
Bd I(1128)

BstE 1i(1295)
Bmg (1323)
Apa (1325)

Eam1105 l(4108)

pET-22b(+)

(5493bp)

BssH li(1525)
Hpa I(1620)

AlwN 1(3831)
PshA |(1959)

Psp5 12221)

BsplLU11 K(3215)
Bpu10 k2321)

Sap (3099)
Bst1107 1(2986)

Tth111 1(2960) BspG l2741)

Figura 13. Vector de expresion pET-22b(+).

Como primer paso se realizaba una reaccion de digestion doble con las enzimas de
restriccibn Ndel y Xhol al vector de clonacion que contenia cada una de las
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construcciones de interés, en paralelo, el vector de expresion pET-22b(+) se
exponia también a una digestion doble con las mismas enzimas de restriccion para

generar los extremos cohesivos complementarios en ambos ensayos.

El producto de la digestiébn proveniente del vector de clonacién se procesaba a
través de electroforesis en gel de agarosa y se purificaba el fragmento
correspondiente a la construccion con ayuda del kit de purificacion de banda QIAEX
Il Gel Extraction kit (150), de acuerdo con el protocolo del proveedor, mientras que
el vector de expresion linearizado se purificaba con ayuda del kit de purificacién de
producto de PCR.

Finalizada la purificacion de ambos fragmentos, se cuantificaban por

espectrofotometria UV con una longitud de onda de 260 nm.

Una vez cuantificado, se establecia una relacion estequiométrica basada en el
tamano del vector de expresion y de cada una de las construcciones para ANC fue
de 4:1, para AN85C, AN45C y AC se utilizd una relacién 3:1, a un volumen final de
reaccion de 20 L, bajo las mismas condiciones de reaccion y de concentracion de

reactivos como se muestra en la tabla 5.

Una vez finalizada la reaccion de ligacion se realizaba el mismo paso de purificacién

descrito en la tabla 6.
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IV.3 Apartado de expresion de proteinas

IV.3.1 Expresion de LevS AN85C

La primera version truncada de LevS en ser expresada heterologamente en E. coli
DH5a fue AN85C, el proceso consistia en incubar un preinoculo de la cepa
transformada alrededor de 12 horas, en medio LB con ampicilina (marcador de
seleccion), posterior a esto, se tomaba un volumen considerando una relacién 1:100
preinoculo-fermentacion. Posterior al tratamiento descrito en la seccién 4.2.5, se
inducia con IPTG a una concentracion final en el volumen de la fermentacion de 0.4

mM, y se incubaba a 18 °C durante 12 horas a 120 rpm.

IV.3.2 Expresion de LevS AN85C con barrido en la concentracion de inductor

Con los resultados obtenidos en el ensayo de expresion de AN85C, se optd por
realizar un barrido de concentracién del inductor (IPTG) que consistia en
fermentaciones de 100 mL, con concentraciones finales de 0.8, 1, 1.5y 2 mM.

IV.3.3 Expresion de las versiones truncadas de LevS

Los ensayos de expresion de todas las versiones truncadas de LevsS se llevaron a
cabo en fermentaciones en volumenes de 100 mL, en matraces de 500 mL, con una

concentracion final de inductor de 2mM.

IV.3.4 Extraccién de proteinas

La extraccion de las proteinas del citoplasma se realizé a través de tres pasos que

consistian en lo siguiente:
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» Lisis enzimética asistida por lisozima. - Una vez cosechadas las células, se
resuspendian en un volumen de 5mL de buffer de acetatos (CH3zCOO Na*/
CH3COOH), 50 mM, pH 6, que a su vez estaba enriquecido con lisozima a
una concentracion de 1mg/mL, esto se incubaba a 4°C (en hielo) durante 30
minutos.

» Desestabilizaciéon de la membrana por cambios térmicos. - En un vaso de
precipitado se depositaba hielo seco y posterior a esto se adicionaba acetona
grado industrial, generando una solucion refrigerante en la cual se sumergia
el preparado de células con el buffer de acetatos, posterior a esto se
descongelaba con ayuda de agua en constante agitacion, este ciclo de
congelacion-descongelacion se realizaba tres veces.

= Ultrasonicacion. - El extracto se sénico en un equipo Ultrasonic Processor,
Gex 130 con ciclos de 10 segundos activos y 30 segundos de descanso, con
una amplitud del 70% durante 1 minuto y medio activo. Terminado esto, la

muestra se centrifugaba a 12,000 rpm durante 40 minutos a 4°C.

IV.3.5 Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas se llevd a cabo en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). Los geles se corrieron utilizando un campo eléctrico de amperaje
constante de 20 mA. Posteriormente, los geles tenian dos posibles destinos que son
y consistian en: tefiir con azul de Coomassie, esta técnica consistié en lavar diez
minutos el gel con agua destilada, posteriormente se tefiia durante diez minutos con
el reactivo azul de Coomassie, seguido de un lavado durante diez minutos con agua
destilada. Realizado lo anterior, el gel se dejaba reposar 12 horas en agua destilada
con un trozo de papel, realizado este paso, el gel se lavo con una solucion etanol-
agua 50% (v/v), junto con dos papeles celofan durante 10 minutos, por ultimo, se
secO el gel en un marco con ayuda de papel celofan para adjuntar a la bitacora de

laboratorio.

El ensayo de zimograma consto de un lavado de diez minutos con agua destilada,

se retiré el agua y se realizaron tres lavados de treinta minutos cada uno con una
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solucién Tween®a 1% (v/v) con buffer de trabajo para proteinas (acetatos) como
solvente, finalizado el paso anterior, el gel se incub6é de 12 a 16 horas en una
solucién de sacarosa a 100g/L con agitacion moderada (20 rpm). Después se realizo
un lavado con etanol al 75% (v/v) durante 30 minutos, a continuacion, se realizaba
una incubacion durante una hora en una solucion de acido peryodico 0.7% y acido
acético 5% (v/v). Posteriormente se hicieron tres lavados con metabisulfito de sodio
0.2% (v/v) cada uno de 20 minutos, esto seguido de un tratamiento del gel con
reactivo de Schiff hasta ver la aparicion de bandas de color rosa, después se lavo
el exceso de coloracion con metabisulfito de sodio 0.5% (v/v), para ser secado y

colocado en un marco.

IV.4 Apartado de ensayos enzimaticos

IV.4.1 Medicién de la actividad enziméatica

Se realiz6 a través del analisis denominado “azucares reductores”, que consiste en
la medicién de la capacidad catalitica de la enzima frente a su sustrato, con
diferentes volimenes de proteina hasta encontrar la indicada, mediante andlisis

colorimétrico (540nm) asistido por &cido 3,5-dinitrosalicilico (agente oxidante).

Se realizaban reacciones como las descritas en el apartado 4.4.2, con variacion en
el volumen de extracto proteico utilizado, una muestra de 50uL era tomada en los
tiempos 0 (blanco), 2.5, 5, 7.5 y 10 minutos, posteriormente, en la muestra se
afiadian 50uL de una solucién de DNS, y se calentaba a 100°C aproximadamente
en bafio maria durante cinco minutos, para garantizar la transferencia de electrones
entre el azucar reductor y el agente oxidante, siendo el ultimo el que cambiaba la
coloracion de la mezcla desde amarillo hasta café, efecto de reducir un grupo nitro
a amino, lo que indicaba presencia de azucares reductores y evaluacion de la

reaccion global de la enzima.
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IV.4.2 Condiciones de las reacciones quimicas catalizadas por las versiones
truncadas de LevS

La produccién de fructanas para su posterior analisis se desarrollo realizando
reacciones enzimaticas en condiciones de reaccion que comprenden la utilizacion
de sacarosa a 100 g/L, 1 U/mL de extracto enzimatico, buffer de acetatos pH 6 a
una concentracion final de 50mM, CaClz 1mM a un volumen final de 600uL, a 30°C

y 250rpm.

IV.5 Apartado de analisis de perfil de productos sintetizados por las
versiones truncadas de LevS

IV.5.1 Andlisis de polimero de alto y bajo peso molecular

Con la asistencia de cromatografia liqguida de alta resolucion (HPLC-GPC) con
columna Ultra Hidrogel® linear y Ultra Hidrogel 500® en serie, con fase movil de
NaNOs 0.1M, flujo de 0.8 mL/min, 30°C y con detector I.R., se realiz0 la
cuantificacion de polimero de alto y bajo peso molecular, con muestras de
reacciones tomadas en distintos tiempos y sin diluir, realizadas por las enzimas a

condiciones descritas en el apartado 4.4.2.

IV.5.2 Andlisis de FOS

A través de HPLC con una columna CarboPac PA-200 (3X50 mm) con una fase
movil con gradiente de concentracion compuesta de NaOH y CH3COO'NA*, a 30°C,

ademas de que la muestra analizada comprendia una composicion de 10uL crudo
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de reaccidon y 90uL de agua destilada, el detector del equipo utilizado era de pulso

amperometrico.

IV.5.3 Anélisis de hidrolisis-transferencia

Con ayuda de HPLC Waters®, con una columna Private Prevail®, a 30°C, fase movil
compuesta por acetonitrilo:agua. Se utilizo un detector I.R., la muestra analizada
obedecia la composiciéon 20uL crudo de reaccion y 80uL de agua destilada, de la

cual se cuantificaban glucosa, fructosa y sacarosa.
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V. RESULTADOS

V.1 Prediccion de la estructura terciaria de la regién N-terminal de la
levansacarasa LevS

Debido a que no se ha dilucidado la estructura cristalogréfica de la levansacarasa
multidominio LevS de L. mesenteroides, y que en la literatura actual no existe
informacion que ayude a comprender la estructura terciaria y funcion de la region
N-terminal en las Fs, se decidid analizar a través de alineamientos a nivel de
aminoécidos la regiébn N-terminal comprendida por 155 aminoacidos.
Desafortunadamente no se encontré similitud e identidad con alguna secuencia
depositada en las bases de datos., por lo tanto, se decidié modelar por homologia
la enzima LevS (N-terminal, dominio catalitico y regidén de transicion) para predecir
la posible estructura tridimensional a partir de su secuencia aminoacidica, utilizando
servidores como I-tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) y
modeladores por homologia como Raptor X (http://raptorx.uchicago.edu/) y Swiss

Model (https://swissmodel.expasy.org/).

De estos ensayos in silico se lograron obtener tres modelos de la estructura terciaria
de la proteina utilizando como molde la enzima inulosacarasa InuJ [PDB: 2YFS] de

Lactobacillus johnsonii (Figura 14).

El modelo generado por I-tasser (Figura 14A), incluy0 toda la secuencia
aminoacidica seleccionada con una cobertura del 100%, al igual que el modelo
construido por el servidor Raptor X. Sin embargo, el modelamiento de la secuencia
de interés por parte de Swiss-Model sélo mostré un porcentaje de cobertura del
68.15%, modelando desde el residuo 125 al 628, lo que dejaba fuera de la estructura
tridimensional predicha la mayoria de la region de transicion y de la region N-
terminal, la cual era objeto de estudio, por lo que este modelo no fue de gran

relevancia para consideraciones futuras.
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Figura 14. Modelos de LevS generados con distintos servidores. Modelamiento de las regiones (i) N-
terminal en gris, (ii) dominio catalitico en amarillo y (iii) regién de transicién en azul celeste de LevS; en la figura
14A se observa el modelo obtenido con el servidor Raptor X, mientras que en la figura 14B se observa el
modelamiento obtenido con Swiss-Model y en la figura 14C observa el modelo generado por el servidor I-tasser.

Por otro lado, a pesar de que Raptor X fue capaz de modelar toda la secuencia
aminoacidica, el resultado del plegamiento de la region N-terminal solo fue una larga
hélice a con un doblez que la asemeja a un “cable de teléfono” (Figura 14A),
plegamiento que no se observa en la naturaleza, por lo que consideramos que este

modelo esta fuera de la realidad.

El modelo generado por I-tasser fue capaz de modelar toda la secuencia sometida
(Tabla 7), y a diferencia de los dos servidores mencionados anteriormente, I-tasser
fue superior ya que a diferencia de Swiss-Model, fue capaz de modelar toda la
region N-terminal. Por otra parte, a diferencia de Raptor X, I-tasser ofreci6 un

plegamiento distinto para la regién N- terminal, lo que nos hizo elegir este servidor
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para modelar la fragmentacion de la region N-terminal de esta enzima junto con el

dominio catalitico y de transicion.

En la tabla 7 se muestran los resultados una evaluacion que se realizé al modelo
generado por I-tasser, que comprende el grafico de Ramachandran, Z-score, las
desviaciones estandar de la media cuadratica de la longitud de enlace (RMSd) y el

angulo de torsion con respecto a los enlaces N-Ca-C (angulos ® y W).

El grafico de Ramachandran, es una de las méas confiables herramientas para
determinar la calidad de una estructura proteica, el cual se divide en cuatro regiones,
la region altamente favorecida (RF+) y la permitida (RAP), en la que no se presenta
impedimento estérico, las regiones generosamente permitidas (RGP) son aquellas
en las que, si sé es menos estricto en los parametros estereoquimicos a evaluar,
se permite que los a4tomos tengan contactos mas cercanos, y las regiones no
permitidas (RNP), en las cuales los contactos entre atomos son muy cercanos con
impedimento estérico. El modelo de I-tasser muestra un 68.6% de aminoacidos
dentro de la region permitida, (Tabla 7). De acuerdo con Laskowski et al., una
estructura que cuente con un porcentaje mayor o igual a 90 de residuos situados en
las regiones permitidas del grafico de Ramachandran es considerada “buena”,
comparada con una estructura cristalografica con una resolucion de 2A, por lo que
podemos observar que el modelo de I-tasser es bueno, ya que muestra un 97.5%
de aminoécidos entre las regiones permitidas por Ramachandran (68.6% en RF+,
24.9% en RAP y 4% en RGP respectivamente).

Tabla 7. Recopilacion de los datos analizados en PROCHECK. Se muestran los servidores utilizados en el
modelamiento por homologia, seguido del analisis de Ramachandran con los porcentajes de aminoacidos
presentes en la region altamente favorecida (RF+), la region adicionalmente permitida (RAP), la region
generosamente permitida (RGP) y la region no permitida; posteriormente encontramos la columna (AA) que
arroja el nimero de aminoacidos estereoquimicamente mal modelados (outliers), el Z-score y los RMSd de

torsién de angulo y longitud de enlace.

Servidor | Secuencia Callificaciones
Modelada Globales
(aa) AA | Z-Score
I-tasser
Toda 68.6% | 24.9% 4% 2.5% 40 -4.91 2.5° 0.014 A
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El Z-score es una medida global de la calidad del modelo, que refleja la confiabilidad
de la estructura obtenida evaluada en comparacion con estructuras de proteinas
obtenidas experimentalmente (cristalografia de rayos X y RMN) que tengan la
misma cantidad de aminoacidos en su secuencia. De acuerdo con el servidor
PROCHECK, esta comparaciéon de los modelos la realizé con una libreria de 252
proteinas resueltas por cristalografia de rayos X con una secuencia aminoacidica
menor a 500 residuos, con una resolucion de 1.8A, por lo que se menciona en el
mismo servidor que valores positivos del Z-score indican “buena puntuacion” (Sippl,
M.J. 1993). De acuerdo con los resultados obtenidos, el modelo de I-tasser obtuvo

un valor de -4.91 que es regular.

La RMSd del &ngulo de torsion y de longitud de enlace toma en cuenta el error en
las coordenadas y como repercute esto en la estereoquimica de los modelos
generados. Para los angulos de torsion ® y W se toma en cuenta la RMSd reportada
por Morris y cols., que es de 2.8°, mientras que para la longitud de enlace el valor
es 0.019A. Abordado esto, con respecto al &ngulo de torsion tenemos que el modelo
de I-tasser muestra un valor de 2.5°, mientras que por parte de la longitud de enlace,
el modelo generado por I-tasser muestra un valor de 0.019 A, por lo que el modelo
a pesar de tener un Z-score regular, tiene buenos puntajes para el angulo y longitud

descritos anteriormente.

Este modelo arrojado por I-tasser propone una estructura interesante en la que se
observa que la regidén N-terminal esta justo encima de la B-propela (Figura 15), lugar
donde se encuentra la cavidad catalitica, lo que se sugiere podria traducirse en
posibles interacciones entre estos dos dominios de la enzima. Sin embargo,
debemos tener en mente que este es un modelo de la estructura calificado como

regular.
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A Cavidad catalitica B

Figura 15. Vistas del modelo de LevS generado por I-tasser. Este modelo permite observar como la region N-
terminal (gris) se posiciona en la parte superior del dominio catalitico (A) con forma de “embudo”, justo por encima de
la cavidad catalitica, a su vez, la vista de superficie de este modelo permite ver el mismo comportamiento con una
posible interaccion entre el dominio N-terminal y de transicion (azul y gris).

V.2 Laregion N-terminal contiene regiones intrinsecamente desordenadas

Debido a que el modelo por homologia realizado por el servidor I-tasser fue
calificado como regular se decidié hacer un analisis de composicién de aminoacidos
de esta region con el objetivo de determinar si estaba enriquecida por algunos
aminoacidos. Al analizar la composicion aminoacidica de la region N-terminal se
observo que entre los residuos que la conforman destacan Treonina (33 residuos,
21.2%), Serina (28 residuos, 18.06%), Alanina (16 residuos, 10.3%), Glutamato (11

residuos, 7%), Lisina (11 residuos, 7%), Glutamina (5 residuos, 3.2%), un residuo
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de Prolina y un residuo de Glicina (Figura 16), cada uno representa 0.6%. Estos
residuos se caracterizan por ser una composicion particular aminoacidica de ciertas
proteinas o regiones peptidicas que se les denomina proteinas intrinsecamente
desordenadas IDPs (Intrinsically Disordered Proteins) o regiones peptidicas
intrinsecamente  desordenadas IDR  (Intrinsically  Disordered Regions)
respectivamente (Dyson & Wright, 2005).

Estas proteinas se caracterizan por desafiar el paradigma de estructura-funcion en
el que se postula que “una proteina funcional debe poseer una estructura
tridimensional definida” (Stryer, 1995) , ya que funcionan al depender de estados
conformacionales altamente flexibles en lugar de una sola estructura bien definida
(van der Lee, 2014; Dunker & Obradovic, 2001; Tompa, 2012) y esto las clasifica
dentro de una nueva clase de proteinas cuya importancia ha sido reconocida en los
altimos afios (Wright & Dyson, 1999).

Aminoacidos presentes en |la region N-terminal de LevSs
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CANTIDAD DE AMINOACIDOS

Figura 16. Aminoéacidos presentes en la region N-terminal de LevS. Encima de cada una de las barras se
encuentra el nimero de aminoacidos correspondiente al mismo; en verde se marcan los aminoacidos
reportados por Dyson H.J., que se sabe aparecen en las IDPs e IDRs.

38



La composicion de residuos de la regién N-terminal permite apreciar un detalle
interesante, el 68% de sus residuos pertenecen a los asociados a IDPs e IDRs
(Figura 17), lo que sugiere la posibilidad de que el dominio N-terminal sea una IDR.

Tomando estos indicios en cuenta, se decidi6 someter la secuencia aminoacidica
de la proteina LevS madura al servidor IUPRED (http://iupred.elte.hu/) para analizar,
si la region N-terminal o algun dominio adicional al catalitico mostraban regiones
desordenadas, a su vez, este ensayo se ejecutd asociando el servidor IUPRED a
ANCHOR (http://anchor.elte.hu/pred.php) que permite reconocer sitios de unién
tedricos desordenados a carbohidrato y/o proteina (SUT), los cuales se definen
como regiones ubicadas en proteinas desordenadas que funcionan a través de una
transicion de desorden a orden al interactuar con una proteina globular asociada o

alguna otra biomolécula (Mészéros et al., 2009).

Composician Porcentual de Aminoécidos en la region N-terminal

bu I By Pr
M % % %
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Los resultados obtenidos resultaron muy interesantes, ya que de acuerdo con la
prediccion de IUPRED, los primeros 166 residuos de la proteina madura LevS se
encasillan dentro del rango que exhibe a los residuos “desordenados” debido a que

tienen un valor numérico mayor a 0.5, como se muestra en la figura 18.

Estos 166 residuos son por definicion, toda la region N-terminal de LevS y 11

residuos adyacentes pertenecientes al dominio catalitico.
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"2 1 Figura 17. Composicién porcentual de aminoacidos en la regiéon N-terminal de LevS. En el
] gréfico se observa la abundancia de los residuos que componen a la region N-terminal de Levs.
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Figura 18. Anédlisis de prediccion de proteinas desordenadas de LevS en IUPRED. En el grafico se observa
el nimero de aminoacidos contra su calificacion, siendo los que tienen un puntaje mayor a 0.5 los que se
predicen “desordenados” (lineas que se encuentran encima de la linea media del grafico) mientras que, por
debajo de este puntaje, se predice tienen una estructura globular bien definida

Con la finalidad de corroborar la informacién obtenida por este servidor, se decidio
someter la secuencia de la proteina madura a distintos servidores que cuentan con
la capacidad de predecir IDPs e IDRs. El segundo servidor utilizado fue DisMeta
(http://www-nmr.cabm.rutgers.edu/bioinformatics/disorder/), el cual proporcion6

resultados similares (Figura 19).
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Figura 19. Analisis de prediccién de proteinas desordenadas de LevS en DisMeta. En el gréafico se observa
el nimero de aminoacidos contra su puntuacion, siendo los que tienen un puntaje mayor a 3 los que se predicen
“desordenados” (linea que se encuentra encima de la linea media del grafico) mientras que, por debajo de este
puntaje, se predice tienen una estructura globular bien definida. El grafico no se pone completo debido a su
longitud, pero cabe destacar que toda la secuencia restante se clasifica dentro de las proteinas que tienen
estructura definida.

El servidor Predict Protein también pronostica que el dominio N-terminal se
encuentra desordenado, en especifico los residuos 1 al 145, 149 al 154 y el residuo
157. Este resultado es consistente con DisMeta que considera los residuos 1 al 165
son desordenados, mientras que IUPRED considera los residuos 1 al 166 también
los son, lo que sugiere aun con mas fuerza que este dominio de LevS es un dominio

intrinsecamente desordenado.

Posteriormente, se analizé si la region desordenada de LevS (dominio N-terminal)
tenia sitios de union tedricos desordenados a carbohidrato y/o proteina (SUT), por
lo que se sometid la secuencia de la proteina madura LevS a el servidor ANCHOR
(Figura 21), con lo que se pudo encontrar otro interesante hallazgo, dentro de la
region N-terminal se alojan 5 SUT y uno adyacente, que pertenece a los residuos

del dominio catalitico (Figura 20).
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Figura 20. SUT predichos para LevS. En la tabla (A) se observan las regiones predichas para la proteina
madura LevS, se puede observar que en la region N-terminal se encuentran 5 SUT de los seis sitios predichos.
En la figura B se aprecia la representacion esquematica de los SUT en LevsS.
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Figura 21. Anédlisis de prediccion de SUT en LevS realizada en ANCHOR. En el grafico se observa con una
linea roja la evaluacion propia de IUPRED y con azul la evaluacion de los residuos realizada por ANCHOR, los
conjuntos de residuos que tienen un puntaje mayor a 0.5 se predicen SUT, y debajo de ellos se muestra una
linea con la leyenda “Binding regions” que muestra cuales son los SUT encontrados a lo largo de la secuencia
aminoacidica.
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V.3 Disefio de las versiones truncadas en la region N-terminal de LevS

Debido al gran interés que tenemos por estudiar la region N-terminal de LevS se
decidié disefar cuatro versiones truncadas, eliminando los SUTI y Il y asi poder
estudiar su papel en la sintesis de levanas llevada a cabo por la enzima. La primera
version truncada fue denominada LevS AC que comprende el dominio catalitico y la
region de transicion y la totalidad de la region N-terminal compuesta por 155
aminoacidos (Figura 22B), la que, de acuerdo con el andlisis de regiones peptidicas
desordenadas contiene 5 SUT. La segunda version construida a partir de LevS AC
fue denominada LevS AN45C que cuenta con solo 110 residuos de la region N-
terminal (Figura 22C), debido a la remocion de los primeros 45 aminodacidos de la
proteina madura, esta version carece del SUT I|. La tercera version truncada
derivada de LevS AC fue denominada LevS AN85C que cuenta con solo 70 residuos
(Figura 22D) de la regién N-terminal, causado por la remocion de los primeros 85
residuos del extremo amino terminal, generando a su vez, una version truncada en
este dominio que ha perdido dos SUT (Il y Il). Finalmente se construy6 una tercer
version truncada denominada LevS ANC que no cuenta con ninguno de los SUT
(Figura 22E). Una aclaracion importante es que para este estudio se planted
construir versiones truncadas en la region N-terminal que no cuenten con la regién
C-terminal debido a la practicidad para trabajar con estas enzimas y ademas que
de acuerdo con los andlisis realizados por Garcia Paz (Tabla 1), la remocion de la
region C-terminal de LevS silvestre no supone un cambio drastico en el

comportamiento de la enzima.
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Figura 22. Versiones truncadas en la regiéon N-terminal de LevS. Esquema representativo de las
construcciones generadas a partir de la fragmentacion de la region N-terminal, se enlistan en orden descendente
de acuerdo con el peso molecular.

V.4 Construccion de las versiones truncadas en la region N-terminal de LevS

Utilizando como molde el gen de LevsS silvestre contenido en el vector de expresion
pBAD/TOPO, bajo las condiciones que se describen en la seccion 4.2, se realizaron
cuatro reacciones de amplificacién mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con el fin de obtener los fragmentos de DNA que codifiquen para las cuatro
versiones truncadas (Figura 22). Una vez realizada la amplificacion, se analizaron
los productos de las reacciones de PCR por electroforesis de acidos nucleicos en
gel de agarosa. En la figura 23, en el carril uno se puede observar la presencia de
una banda que corresponde al amplicon esperado para la construcciéon ANC (1749
pb). En el carril nUmero dos también se observa una Gnica banda, que corresponde
ala versiéon truncada AN85C con un tamafio de 1959 pb. El tercer carril corresponde
a la versién truncada AN45C, en el que, a pesar de no verse una sola banda, sino
tres, el producto mayoritario corresponde al tamafio esperado para esta
construccion (2079 pb) y en el cuarto carril, se aprecia una banda que corresponde
a la construccion AC, la cual, con un tamafo de 2214 pb, a través de este resultado

confirma su correcta amplificacion.
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Figura 23. Amplificacién de las versiones truncadas de LevS. Electroforesis en gel de agarosa en el que se
muestra en el carril M el marcador de peso molecular, en el carril 1 el producto de PCR del ensayo de ANC, en
el carril 2 para AN85C, en el carril 3 para AN45C y en el carril numero 4 para AC.

Una vez obtenidos los amplicones de interés, se realizé la clonacion de estos como
se describe en la seccion 4.2.7 de materiales y métodos, en el vector pJET 1.2/blunt
(Figura 24) que contiene el marcador de seleccion ampicilina y transformadas en

cepas de E. coli DH5a.

Xhol

_ I Ndel

Figura 24. Representacion de la construccion de las versiones truncadas en el vector de clonacion. Se
muestra el vector utilizado (pJET 1.2/blunt) y la construccion resaltando los sitios de restriccion utilizados.
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Para las cuatro construcciones se realizd extraccion de plasmido de las clonas
candidatas obtenidas para realizar la busqueda de las clonas positivas por patron
de digestion con las endonucleasas Ndel y Xhol como se describe en la seccion
4.2.4. Las clonas examinadas para la construcciéon AC (Figura 25A) exhiben un
patrén de digestion con generacion de dos bandas, una que corresponde al vector
de clonacién y una mas pequefia que corresponde a la construccion propiamente,
siendo clonas positivas las de los carriles 1, 2, 3 y 4. La construccion AN45C se
analiz6 a través de unicamente dos clonas candidatas, como se observa en la figura
25B, el carril uno exhibe un patrén de digestion esperado, a través de la liberaciéon
de dos bandas en los pesos esperados (2.9 kb para el vector y 2 kb para la

construccion).

En el patrén de digestion de las clonas de la construccion AN85C (Figura 25C) se
observa que la clona del carril uno es la Unica potencialmente positiva, ya que
exhibe la liberacion de dos bandas de los pesos esperados: 2.9 Kb para el vector
de clonaciéon y 1959 pb para el amplicon AN85C. La construccibn mas pequena,
ANC (Figura 25D) exhibié un patrén de digestién similar al de las construcciones
analizadas con anterioridad, siendo la clona 2 la positiva, ya que se observa la
liberaciébn de una banda de 2.9 Kb que es el peso esperado para el vector de
clonacién linearizado y un fragmento de 1749 pb que corresponde a esta

construccion.

Para corroborar que las clonas eran las correctas se analizaron mediante
secuenciacion de la construccion en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA

del Instituto de Biotecnologia de la U.N.A.M.
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Figura 25. Electroforesis de acidos nucleicos de las cuatro versiones truncadas de LevS. Se muestra el
patrén de digestion exhibido por cada una de las clonas positivas de las versiones truncadas después de haber
sido clonadas, (A) AC, (B) AN45C, (C) AN85C y (D) ANC.

Las construcciones clonadas se trasladaron del vector de clonacién (pJET 1.2/blunt)
a un vector de expresion (pET 22b (+)), para producir de forma recombinante las
versiones truncadas de LevS. Se realizaron digestiones empleando las enzimas de
restriccion Ndel y Xhol para liberar las secuencias nucleotidicas de las versiones
truncadas de LevS del vector de clonacion. En paralelo el vector de expresion pET

22b (+), fue digerido con las enzimas Ndel y Xhol para linearizarlo. Obtenidos el
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vector y las secuencias de interés se ligaron y se transformaron en células E. coli
DH5a. Se analiz6 el patron de digestion con las enzimas Ndel y Xhol para cada una
de las clonas candidatas para la versiones truncadas, obteniéndose para la
construccion ANC (Figura 26A), dos clonas candidatas de las cuales solo una, que
esta en el carril dos tiene el patron esperado, mostrando dos bandas, una de
aproximadamente 5.5 Kb que corresponde al vector pET22b(+), y una banda que
se encuentra ligeramente por encima de la banda que corresponde a 1.5 Kb en el
marcador de DNA, por lo que se sugiere que esta corresponde al fragmento propio

de la construccion.

Para la construccion AN85C se observa (Figura 26B) que solo una de las colonias
candidatas fue positiva para contener el fragmento, liberando en el ultimo carril
(nimero cuatro) un fragmento aparentemente correspondiente a el vector y la

construccion (1959 pb).

El analisis por patron de digestion de la construcciéon AN45C (Figura 26C) muestra
la aparicion de tres colonias candidatas a positivas al exhibir un patrén de digestion
con dos bandas (carriles 1,3 y 4), una correspondiente al vector de expresion y otro
para la construccién (2079 pb), por ultimo, en la figura 26D, se observa que solo
una de las clonas expuestas a este ensayo presento un patron de digestion (carril

5) apto para considerarse clona candidata positiva.

Con el objetivo de corroborar que las secuencias nucleotidicas que codifican para
las versiones truncadas estaban libres de mutaciones, las clonas positivas se
secuenciaron en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de

Biotecnologia de la U.N.A.M.
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Figura 26. Patrén de digestion de las construcciones en el vector de expresion. Electroforesis en gel de
agarosa en el cual se puede observar la digestién de los fragmentos correspondientes a cada una de las
construcciones, las bandas encerradas en cuadros corresponden a fragmentos que coinciden con las
construcciones buscadas.

V.5 Expresion de forma recombinante de las versiones truncadas de LevS.

Una vez que las versiones truncadas de LevS fueron correctamente clonadas en el
vector pET22b, se transformaron los plasmidos en células de Escherichia coli de la

cepa BL21 para la expresion de estas en un sistema heterélogo.

Se decidio explorar a través de un barrido de concentracion del inductor, (0.8, 1, 1.5
y 2mM) cual era la concentracion ideal para la expresion de las versiones truncadas
de LevS. En todas las concentraciones del IPTG probadas se observa la produccién
de una proteina cuyo bandeo coincide con el peso esperado (72 KDa) de la versién
truncada AN85C, siendo la banda méas notable la que corresponde a la
concentracion 1.5mM de IPTG en la fraccion soluble (Figura 27) a volumen final de
la fermentacion, por lo que se puede sugerir que esta es la concentracion ideal para

la expresion de las versiones truncadas de LevsS.
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Figura 27. Barrido de IPTG para la expresion de AN85C. Electroforesis en gel de acrilamida, Marcador de
proteinas (M), fraccion soluble del lisado celular (S) y fraccion insoluble (P).

Con estos resultados, se realizé la expresion de las demas versiones truncadas de
LevS, en fermentaciones de un volumen de 100 mL para cada una. A excepcién de
la construcciéon AN85C (Figura 28A, carril C), las demas construcciones fueron
imposibles de observar en el gel de acrilamida (Figura 28A carriles A, By D), ya que
no mostraban una banda sobrerrepresentada en el peso molecular esperado como
lo hace AN85C, por lo que se realizd en conjunto un zimograma de todas las
fermentaciones construcciones. Con la asistencia de este ensayo fue posible
observar que, a pesar de que las versiones truncadas de Levs no estan
sobrerrepresentadas en el gel de expresion, si es notable su presencia debido a que
se detectan bandas de polimero de fructana en el zimograma. Para la construccion
AC, con un peso esperado de 80KDa, no observamos una banda
sobrerrepresentada en el gel de expresion (Figura 28 carril A), pero en el zimograma
observamos tres bandas (Figura 28 carril E), siendo la mas tenue la que
corresponde a su peso, y seguida de estas dos bandas mas que podrian sugerir

gue la enzima sufre protedlisis. La version truncada AN45C, tampoco exhibe alguna
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banda sobrerrepresentada en el peso predicho para el gel de expresion (Figura 28
carril B), mientras que en el zimograma (Figura 28 carril F) se observa una banda
en su peso esperado (76 KDa), pero esta banda parece tener una especie de efecto
de barrido en su corrimiento, lo que también se sugiere que esta enzima sufre
protedlisis. La construccién AN85C es la unica de las versiones truncadas que
podemos observar tanto en el gel de expresion como en el zimograma (Figura 28
carriles C y G) en su peso esperado, pero con una banda adyacente a esta misma
que podria indicar también protedlisis. Por ultimo, la versién truncada de Levs, ANC,
es la Unica de estas cuatro enzimas que no es posible observarla en gel de
expresion, ni en el zimograma a través de su actividad enzimética. Basados en esta
observacion realizamos un re-analisis de esta construccion determinado que la
Gnica clona obtenida fue clonada en direccidon contraria a la del promotor, fue por
esta razano que no fue posible expresarla. Decidimos no volver a construir esta
version truncada ya que en el trabajo de Garcia-Paz, ya se estaba construyendo
esta version truncada para realizar andlisis de la importancia de esta region en las

propiedades de la enzima.

Algo realmente interesante, es que se logra, por primera vez generar una version
truncada de LevS que se puede sobreexpresar en un sistema heterdlogo, siendo

esta la version truncada LevS AN85C.
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Figura 28. Gel de expresion de las cuatro versiones truncadas y zimograma. En la imagen podemos
apreciar la electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (A) y el zimograma (B), el marcador de
peso molecular de proteinas (M), AC (Ay E), AN45C (By F), AN85C (Cy G), ANC (Dy H).

V.6 Caracterizacion de las versiones truncadas de LevS

Con el objetivo de determinar el efecto de la eliminacion de las zonas seleccionadas
de la regién N-terminal en las propiedades de la enzima, realizamos una
caracterizacion de estas enzimas en cuanto a su especificidad de la reaccién hacia
la hidrdlisis y transferencia, en cuanto a su perfil de productos de alto y bajo pesos
molecular, y en cuanto a su tipo de enlace.
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V.6.1 Efecto de laremocién de las diferentes zonas de laregion N- terminal
de LevS en la conversidn de sustrato y en la especificidad hacia la hidrélisis-
transferencia.

Con el objetivo de estudiar la especificidad de la enzima hacia la reaccion
transferencia/ hidrdlisis y la conversion de sacarosa de las versiones truncadas,
cuantificamos el consumo de sacarosa para determinar el grado de conversion del
sustrato durante la reaccion, asimismo, determinamos la liberacién de

monosacaridos (glucosa y fructosa) durante la reaccion mediante HPEAC-PAD.

Hidrélisis/Transferencia LevS AC
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Figura 29. Relacidn hidrolisis-transferencia de LevS AC. En el grafico se observa la evolucion de la reaccion
en términos de la actividad (hidrolasa y transferasa) que presenta la enzima a diferentes tiempos; en rojo se
muestra el porcentaje de conversion en ese punto de la reaccion.
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En la Figura 29, se observa que la conversion de sustrato en las reacciones llevadas
a cabo por la version LevS AC a las 12h es méas de 90%, llegando a 97% de
utilizacion del sustrato a las 24h de la version LevS AC. En este grafico también se
muestra la actividad transferasa de la reaccion llevada a cabo por esta version, en
donde observamos que esta actividad es predominante en un 80% durante toda la
reaccion, sin embargo, se observa que esta capacidad transferasa alcanza su
méaximo punto desde de la primera hora de reaccion, lo cual decrece ligeramente a
las 24h. El aparente aumento en la actividad hidrolitica de sustrato a las 24h puede
deberse a que la enzima comienza a hidrolizar sus productos. Lorenzo, et al 2015,
reportd que este fendmeno se presenta al final de las reacciones cuando el sustrato
inicial se ha consumido casi en su totalidad.

Hidrélisis/Transferencia LevS AN45C
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Figura 30. Relacién hidrdlisis-transferencia de LevS AN45C. En el grafico se observa la evolucion de la
reaccion en términos de la actividad (hidrolasa y transferasa) que presenta la enzima a diferentes tiempos; en
rojo se muestra el porcentaje de conversion en ese punto de la reaccion.

Por otro lado, en las reacciones desarrollado por la enzima LevS AN45C se observa
que la conversion de sustrato a las 12h es de 80%, llegando a utilizar
aproximadamente el 97% a las 24h de reaccion. En cuanto a la relacion hidrélisis-

transferencia esta enzima presenta una actividad transferasa menor al 70% durante
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las primeras tres horas de reaccion, en la hora seis se observa su maximo punto en

la actividad transferasa (79%) (Figura 30).

Finalmente, en las reacciones desarrollado por la enzima LevS AN85C se observa
que la conversion de sustrato a las 12h es de 90%, llegando a utilizar
aproximadamente el 99% de la sacarosa a las 24h de reaccion. En cuanto a la
actividad transferasa en las reacciones llevadas a cabo por la version de LevS
AN85C observamos que esta predomina con un 80% aproximadamente (Figura 31)

a lo largo de las 24 horas de reaccion

Hidrélisis/Transferencia LevS AN85C
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Figura 31. Relacion hidrolisis-transferencia de LevS AN85C. En el grafico se observa la evolucion de la
reaccion en términos de la actividad (hidrolasa y transferasa) que presenta la enzima a diferentes tiempos.

V.6.2 Efecto de la remocion de las diferentes zonas de la region N-terminal
de LevS en el mecanismo de elongacion.

Raga-Carbajal et al en 2016, demostré que el polimero producido por las
levansacarasas bacterianas debe su peso molecular al mecanismo de elongacion
empleado en su sintesis. El polimero de alto peso molecular (2,300 kDa para la
enzima SacB de Bacillus subtilis) es sintetizado mediante un mecanismo de
elongacién procesivo mientras que el polimero de bajo peso molecular (7.2kD) es

sintetizado mediante un mecanismo no procesivo.
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Para determinar el efecto de la remocién de las zonas de la region N-terminal en el
mecanismo de elongacion de la enzima. Se analizd el perfil de productos de
reaccion de las tres versiones truncadas. El polimero de alto peso molecular fue
identificado y cuantificado mediante cromatografia de exclusion molecular HPLC-
SEC, mientras que los productos de bajo peso molecular fueron estimados por
sustraccién de la concentracion del polimero de alto peso molecular al sustrato

transferido.

En la Figura 32, observamos el analisis del polimero de alto peso molecular
producido por las tres versiones truncadas en condiciones estandar de reaccion.
Podemos observar las tres enzimas son capaces de sintetizar polimero de fructana

con similar peso molecular.
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Figura 32. Produccion de polimero de alto peso molecular de las versiones truncadas de LevS.
Cromatograma correspondiente al analisis de polimero de alto peso molecular sintetizado por las versiones
truncadas de LevsS.

En la Tabla 8, se muestran los datos de porcentaje de sacarosa transferida
destinada a la produccion de polimero de alto y bajo peso molecular, donde
podemos observar que en la version que cuenta con el dominio N-terminal de LevS
(AC) la actividad transferasa que es destinada a la sintesis de PAPM es de 49.2%
de mientras que el 31.7% es empleado para la sintesis de PBPM. En la version
AN45C, se utiliza 36.6% de la sacarosa consumida para la produccion PAPM vy el
38.3% al PBPM. El dato mas interesante es obtenido en la versién de LevS AN85C
que dirige solo un 11.5% de su actividad transferasa a la sintesis de PBPM y un
68.4% para la sintesis de PAPM.
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Tabla 8. Relacion hidrolisis-transferencia de las versiones truncadas de LevS. Porcentaje de sacarosa

utilizado para la sintesis de fructanas de alto y bajo peso molecular, 24 horas de reaccion, 30°C, 0.29 M.

Version truncada Polimero de alto Productos de bajo Hidrélisis
de LevS peso molecular peso molecular
AC 49.2+2.5 31.7+0.2 19+0.1
AN45C 36.6+1.6 38.3+0.2 2510.6
AN85C 68.4+2.2 11.5+1.8 20£0.1

Estos resultados demuestran que la eliminacion de 45 aminoacidos que conforman
el primer sitio de unién a ligando tedrico de la region N-terminal (AN45C) aumentan
solo en un 5% la hidrdlisis, mientras que al eliminar 85 residuos (AN85C) no se
afectan la capacidad hidrolitica de la enzima. Sin embargo, observamos que al
eliminar los primeros 45 residuos (AN45C) hay una disminucion de 13% en la
capacidad de producir PAPM, mientras que aumenta 26% al eliminar los otros 85
residuos (AN85C). Si comparamos la capacidad de producir PAPM de la version
que carece de 85 aminoacidos de la regién N-terminal (AN85C) con la enzima que
cuenta con toda regién N-terminal (AC) podemos observar que le version truncada
es superior en un 19%, este aumento en la capacidad de producir PAPM es
acompafada por una disminucién de la misma magnitud (19%) en la produccién de
PBPM, lo que sugiere que la eliminacion de dos sitios de union a ligando mejora la

procesividad de esta enzima.

Este resultado ademas de interesante es inesperado debido a que por lo general la
eliminacién de una regién de una proteina tiende a desestabilizarla y afectar su

actividad enzimatica.
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V.6.3 Sintesis de FOS de las versiones truncadas de LevS

Con el fin de determinar el efecto de la delecion de diferentes SUT de la region N-
terminal en la sintesis de los productos de bajo peso molecular constituidos, tanto
por fructanas de bajo grado de polimerizacibn como de FOS, estos compuestos
sintetizados y acumulados por las versiones truncadas de LevS fueron analizados
e identificados con ayuda de estdndares de fructanas existentes en el grupo de

investigacion.

En la Figura 33, podemos observar que LevS AC sintetiza Unicamente FOS de la
serie 1-kestosa hasta un DP7, los productos de esta serie son generados por la
transferencia de la primera fructosa al hidroxilo del carbono uno de la fructosa de la
sacarosa aceptora y a partir de ahi, las fructosas se afiaden en el hidroxilo del
carbono seis de la fructosa aceptora (Figura 36). Asimismo, esta enzima también
sintetiza productos de la serie 6- kestosa alcanzando hasta un DP7, esta serie se
caracterizan debido a que en el primer ciclo catalitico la sacarosa iniciadora recibe
una primera fructosa en el hidroxilo del carbono seis formando un enlace B(2->6).
(Figura 36). Otro producto sintetizado por esta version truncada fue la neokestosa
(Figura 33), que se caracteriza por ser una molécula de sacarosa a la que se le
transfirid una fructosa en el hidroxilo del carbono 6 de la glucosa del aceptor.
También podemos observar la sintesis de blastosa, (Figura 33) el cual es un
isdbmero de la sacarosa que se caracteriza por tener la fructosa unida en el carbono
seis de la glucosa, y la blastotriosa, que resulta de la adicién de una fructosa en el

carbono seis de la fructosa terminal proveniente de la blastosa (Figura 36).
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Figura 33. Cromatograma del perfil de productos que presenta LevS AC. Cada sefial en el cromatograma
representa un compuesto sintetizado por la variante de LevS, las sefiales que se marcan con una flecha no
pudieron ser identificadas con estandares, la clave de la posicion del enlace glicosidico se muestra en la figura
36.
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Esta version truncada también sintetiza levanobiosa e inulobiosa, productos que se
distinguen de los antes mencionados debido a que no tienen una glucosa inicial, ya
que son Unicamente fructosas unidas entre si, la levanobiosa es un disacérido
compuesto por dos fructosas con enlace tipo B(2->6), mientras que la inulobiosa es
analogo a la levanobiosa pero con enlace tipo B(2->1) (Figura 34). Estos ultimos
productos probablemente se originan por la transferencia a la fructosa libre que es
producto de la hidrdlisis de la sacarosa. Finalmente, esta version truncada de LevS
también sintetizd tres productos que estan marcados con flechas rojas, que no
pudieron ser identificados, lo que sugiere que podrian tratarse de compuestos

nuevos o con ramificaciones.

Por otra parte, LevS AN45C sintetiza FOS de la serie 1-kestosa desde DP3 hasta
DP9 (Figura 34), para la serie 6-kestosa, sintetiza FOS desde DP3 hasta DP9. Esta
version truncada también es capaz de sintetizar blastosa y elongarla hasta
blastotriosa (Figura 34). Se pudo observar la presencia de neokestosa, levanobiosa
e inulobiosa dentro del perfil de productos de esta enzima. Ademas, se observa la
sintesis de tres productos de esta reaccion (sefialados con flechas rojas) que no
pudieron ser identificados (Figura 34), los cuales pudieras tener ramificaciones o
una posicion del enlace glicosidico distinta a los FOS presentes en nuestros
estandares.

La versiéon truncada de LevS que cuenta con apenas 70 residuos de la region N-
terminal (AN85C), sintetiza levanas de la serie 1-kestosa desde DP3 hasta DP7,
también sintetiza levanas de la serie 6-kestosa con DP3 hasta DP7 (Figura 35).
Dentro de su perfil de productos se detectd la presencia de neokestsa, blastosa,
blastotriosa, levanobiosa e inulobiosa, asi como la sintesis de los tres productos de

reaccion no identificados observados en las versiones truncadas anteriores.

La FOS sintetizados por las tres versiones truncadas de LevS fueron similares, esto
indica que la remocion del SUT | y Il (Figura 22) no afecta la especificidad de la
enzima, demostrando que estos residuos no son esenciales en la orientacion del

sustrato durante la sintesis de levanas.
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Figura 34. Cromatograma del perfil de productos que presenta LevS AN45C. Cada sefal en el
cromatograma representa un compuesto sintetizado por la variante de LevS. Las sefiales que se marcan con
una flecha no pudieron ser identificadas con estandares, la clave de la posicion del enlace glicosidico se muestra
en la figura 36.
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Figura 35. Cromatograma del perfil de productos que presenta LevS AN85C. Cada sefal en el
cromatograma representa un compuesto sintetizado por la variante de LevS. Las sefiales que se marcan con
una flecha no pudieron ser identificadas con estandares internos, la clave de la posicion del enlace glicosidico

se muestra en la figura 35.
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Figura 36. Representacién de la distribucién de FOS sintetizados por las diferentes versione truncadas
de LevS. En la figura se ilustran los compuestos sintetizados por series 1-kestosa, 6-kestosa y otras series,
remarcando la posicion del enlace glicosidico con respecto a los carbonos de los monosacaridos glucosa y
fructosa. Cada cédigo de letra con nimero esta identificado con el cromatograma (Figura 32 — 34)

VI. Discusién

LevS es una levansacarasa multidominio de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512F, que es capaz de sintetizar polimero de alto peso molecular de manera
eficiente, debido a la presencia de regiones adicionales al dominio catalitico
(Morales-Arrieta et al., 2007). Recientes estudios han demostrado que la region N-
terminal es la responsable de la procesividad de la enzima (Garcia-Paz et al., 2019),
basados en esta observacion, el objetivo de este trabajo es el analisis estructural de
la region N-terminal, asi como la delimitacion de esta regién, que esta involucrada

en la procesividad durante la sintesis de PAPM.

El analisis estructural de la regién N-terminal de LevS sugiere que esta region es
intrinsecamente desordenada, con la prediccién de diversos sitios de unién teéricos
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a carbohidrato y/o proteina desordenados (SUT). La presencia de regiones
intrinsecamente desordenadas, asi como la posible existencia de SUT en
levansacarasas jamas habia sido reportado. Cinco SUT fueron predichos en esta
region, estos se encuentran desde el residuo 37 al 147. De la misma forma, la
prediccion de regiones intrinsecamente desordenadas ha sido descrita en
glucansacarasas, enzimas similares funcionalmente a las levansacarasas, ya que
producen polimeros de glucosa (glucano) a partir de sacarosa. Dentro de esta
familia de enzimas, se encuentra la alternansacarasa ASR de L. citreum NRRL B-
1355, en la que se han predicho regiones intrinsecamente desordenadas a lo largo
de toda la enzima (Molina et al., 2019), sin embargo, no se han reportado estudios
acerca de su relacion con la sintesis de PAPM.

Con el objetivo de estudiar la participacién de los SUTs en la especificidad de la
enzima y su procesividad, se removieron gradualmente zonas de la region N-
terminal, (Figura 20). Tres versiones truncadas fueron construidas y analizadas, una
gue contiene la region N-terminal, que incluye los cinco SUT (AC), otra eliminando
el SUT | (AN45C), y una mas eliminando los SUT |y Il (AN85C). Esta caracterizacion
nos permite estudiar el efecto de los SUT Iy SUT Il en las propiedades de la enzima.
A la par de este trabajo, Garcia-Paz construyd y caracteriz6 la version truncada
LevS ANC de forma activa (Figura 22), la cual carece de la region N-terminal. La
comparacion de nuestros resultados con los obtenidos con la versién truncada
carente de los cinco SUT nos permitio estudiar la importancia de los SUT restantes
(SUT lIL, IVy V).

La caracterizacion de las tres versiones truncadas de LevS demostro que al eliminar
los SUT | y II, no existe un cambio en la conversion de sustrato, ni en la tasa de
reaccion hacia la hidrodlisis-transferencia. De manera similar, en la literatura se
reporté que al eliminar 209 residuos de la region N-terminal (conservando 101
residuos) de la inulosacarasa multidominio IslA4 de Leuconostoc citreum CW28, no
existe un cambio significativo en la tasa de hidrolisis-transferencia ni en la utilizacion
y reconocimiento de sustrato. Por lo tanto, se sugiere que la primera mitad de la
region N-terminal en las Fs (que en LevS contiene los SUT 1y Il), no participa en la

especificidad de reaccion ni en el reconocimiento a sustrato.
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De la misma forma, el perfil de FOS sintetizado por estas versiones truncadas fue
similar al generado por la enzima que contiene los cinco SUT, ademas, no se
detecto la presencia de FOS tipo inulina en ninguna de las versiones truncadas.
Estos resultados sugieren, que los SUT 1y Il no modifican el perfil de FOS, nien la
regioselectividad de LevS. En la literatura se ha reportado que la alternansacarasa
ASR de L. citreum muestra un comportamiento similar a LevS, ya que la eliminacion
gradual del dominio V conformado por las regiones N- y C-terminal de la enzima, no
afectan el tipo, ni la distribucién de oligosacéaridos (Molina et al., 2019). Este mismo
fenomeno se observa en la GTF180-AN de Lactobacillus reuteri 180, donde se
mantiene el mismo perfil de productos al eliminar 741 residuos de su region N-
terminal (Pijning et al., 2014), e incluso, al eliminar el dominio V de esta enzima
(Meng et al., 2014).

En cuanto a la participacion de los SUT en mecanismo de elongacion de Levs,
nuestros resultados demuestran que la enzima que contiene los cinco SUT (AC),
muestra un caracter bifuncional: procesivo y no procesivo, debido a que es capaz
de producir PAPM y productos de bajo peso molecular (Tabla 8). De la misma
forma, al eliminar el SUT | (AN45C) se conserva el caracter bifuncional. En cambio,
la eliminacién de los SUT | y Il (AN85C), genera un aumento en la producciéon de
PAPM en detrimento de la sintesis de productos de bajo peso molecular. El aumento
en la sintesis PAPM revela un efecto sobre el mecanismo de elongacion de la
enzima, favoreciendo la procesividad. Por otro lado, los resultados obtenidos por
Garcia Paz, analizando la version que carece de la region N-terminal (LevS ANC)
demuestran que esta version pierde totalmente la procesividad, produciendo
Gnicamente FOS, con aumento significativo en la hidrélisis del 72% (Garcia-Paz,
2019). Estos resultados demuestran que la eliminacion de los 3 SUT de la region N-
terminal que no fueron eliminados en nuestro trabajo son indispensables para la
procesividad de la enzima. Este fendbmeno ha sido reportado en la GTF180-AN,
enzima en la cual la eliminacion del dominio V (GTF180-ANAV), muestra un
descenso drastico en la procesividad, favoreciendo la sintesis de oligosacaridos de
manera no procesiva (Meng et al., 2014). Del mismo modo, cuando se elimina el
dominio V en la alternansacarasa ASR, se ve afectada la procesividad, lo que se ve
reflejado en la caida de la sintesis de PAPM (Molina et al., 2019).
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Sorprendentemente, LevS AN85C, que solo cuenta con 70 residuos de la region N-
terminal, demuestran ser suficientes para dirigir la sintesis de levanas bajo la via
procesiva, e incluso, dirigirla hacia valores (sacarosa destinada a la sintesis de
PAPM) cercanos a los de la misma enzima silvestre (Tabla 8), por lo que se

denomind a esta region “zona de procesividad”.

Estos resultados nos conducen a cuestionar: ¢De qué manera la zona de
procesividad intrinsecamente desordenada participa en la elongacion de levanas

bajo la via procesiva?

Como ya se menciond, no existen estructuras cristalograficas de fructansacarasas
multidominio reportadas hasta la fecha. Sin embargo, estructuras cristalograficas de
enzimas multidominio relacionadas, similares funcionalmente ya han sido
reportadas. Como es el caso de las glucansacarasas ASR y GTF180-AN. En estas
enzimas se ha descrito un plegamiento tipo “U”, donde los extremos N- y C-terminal
conformados por los dominios C, A, B, IV y V interaccionan entre si (Vuji¢ié-Zagar
and Dijkstra, 2006; Ito et al., 2011; Brison et al., 2012). En la GTF180-AN, se ha
observado una interaccion directa del dominio V con el dominio catalitico, razén por
la cual, al eliminar el dominio V se observa un descenso drastico en la procesividad
(Meng et al., 2015). Este fendmeno se ve reforzado por estudios de dinamica
molecular realizados con la GTFA-SI de Streptococcus mutans, donde se predice la
interaccion del dominio V con el dominio catalitico, lo que resulta en la formacién de
una red de subsitios de unién a carbohidrato, que permiten la interaccién in vitro con
un oligosacarido de DP 23 (Osorio et al., 2018).

Con base en estos antecedentes, podemos sugerir que los diferentes
comportamientos de LevS a medida que se trunca la region N-terminal, podrian
estar ligados a la estabilizacién entre los dominios adicionales al dominio catalitico
de esta enzima, especificamente entre la region N-terminal y la region de transicion.
Esto sugeriria que a medida que eliminamos residuos de la regiéon N-terminal,
especificamente para la versiéon truncada LevS AN45C, la posible interaccion entre
el dominio N-terminal y la region de transicion no es lo suficientemente efectiva,
fendmeno que se ve reflejado en su descenso hacia la sintesis de PAPM, que migra

a sintesis de FOS y una pequeiia porcion a hidrdlisis de la sacarosa. Mientras que,
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cuando se eliminan 85 residuos (AN85C), la regidn de procesividad (70aa) si es
capaz de interaccionar de manera efectiva con la region de transicion de manera
parecida a la interaccion de dominios adyacentes con el catalitico restituyendo, la
sintesis de PAPM en valores cercanos a la enzima LevS silvestre (Tabla 8). Esto
sugiere que existe una region N-terminal minima como en las glucansacarasas
(Figura 37), que promueve la formacion de subsitios de union a carbohidrato, que
estabiliza las cadenas nacientes de levanas que provienen del dominio catalitico, a
medida que se elongan, de esta manera, se mantendria el caracter procesivo de la

enzima.
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Figura 37. Posible plegamiento en "U" de la levansacarasa LevS de Leuconostoc mesenteroides. A la
izquierda se observa la representacion esquematica de la estructura terciaria de las glucansacarasas (DSR-E
de Leuconostoc mesenteroides) en la que se aprecia el plegamiento en “U”, de lado izquierdo se aprecia la
region N-terminal (gris con etiquetas cian) con sus sitios de unién a ligando desordenados (etiquetas cian), el
dominio catalitico (amarillo) y la regidn de transicion (color azul cielo) al mismo nivel.
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VIIl. Conclusién

En este trabajo, reportamos el analisis estructural in silico de la regién N-terminal de
LevS de Leuconosctoc mesenteroides NRRL B-512F, que revel6 su naturaleza
intrinsecamente desordenada, ademas de la presencia de cinco SUT distribuidos
dentro de sus 155 residuos, predicciones jamas descritas en la literatura para una
levansacarasa multidominio. En este trabajo analizamos la importancia de 2 SUT
predichos (SUTI y Il), que resultaron no esenciales en el reconocimiento a sustrato,
en la especificidad de reaccién de hidrolisis-transferencia, ni en el espectro de FOS
sintetizados por LevS. Sin embargo, la ausencia de estos dos SUT favorecio la
procesividad de la enzima, probablemente por una interaccion adecuada de los
dominios adicionales con el sitio catalitico. La comparacion de nuestros datos con
los obtenidos por Garcia-Paz et al., 2019, nos permitié identificacién una regién N-
terminal minima involucrada en la sintesis de PAPM de LevS, que denominamos
“zona de procesividad”. El estudio de esta zona de procesividad, donde residen los
elementos estructurales que rigen el mecanismo de elongacién de estas
fructansacarasas, se esta desarrollando actualmente. Por lo que consideramos que
nuestros resultados dieron una nueva vision en el estudio de la region N-terminal,
ademas de revelar informacion interesante acerca de la organizacion estructural de
LevS y de las enzimas multidominio de la familia GH68. Estos nuevos
descubrimientos podrian ser empleados en el disefio e ingenieria de proteinas
dirigido a la construccién de enzimas con una arquitectura definida, que deviene en

propiedades enzimaticas altamente especificas.
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