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RESUMEN
En la actualidad, el nUmero de estructuras cristalograficas de fructansacarasas de

origen bacteriano disponibl Pata@anBdmak da@cRDRl)e

bastante limitado. Especificamente, se han reportado siete estructuras
cristalograficas de levansacarasa y una unica estructura de inulosacarasa, siendo
esta Ultima la Unica estructura de una fructansacarasa multidominio. En el presente
trabaj o, se diluci d- |l a estructura c
truncada LevS N70Tn38 de la levansacarasa LevS de Leuconostoc mesenteroides
B512F, con una resolucion de 2.5 A, la cual es la primera estructura cristalografica

de una levansacarasa multidominio.

En la estructura LevS N34Tn22 se identificaron los posibles residuos de la triada
catalitica, que son Asp247, que actia como el nucleofilo, Asp399, que es el
estabilizador del estado de transicion y Glu497 que funge como el catalizador
general &cido/base. Ademas, se describieron los posibles subsitios de
reconocimiento a carbohidrato (-1 al +4) con base en comparaciones de secuencia
primaria y estructuras tridimensionales de levansacarasas pertenecientes a las
familias GH68 1 y GH68 2, anteriormente reportadas. Los residuos
correspondientes para el subsitio -1 incluyen a los residuos Trp246, Ser568, Ser317,
Arg398, Leu271, y Trp316. Para el subsitio +1, se sugieren los residuos Arg515 y
Lys518, mientras que en el subsitio +2 se encuentran los residuos Asn394 y Arg398.
Los residuos asociados a los subsitios +3 y +4 son Asn394 y Tyr389,

respectivamente.

Por otro lado, mediante ensayos de acoplamiento molecular se encontraron 16
residuos (GIn281, Asp278, Trp311, Thr340, GIn337, Pro3385, Glu495, Ser517,
Asn529, Phe256, Phe560, Tyr567, Asn589, Tyr586, Arg590, Asn591 y Lys593) que

parecen jugar un papel importante en el reconocimiento de carbohidratos.

Finalmente, se identificaron las secuencias aminoacidicas y ubicaciones espaciales
pertenecientes a los nueve bucles que forman parte de la estructura del dominio

catalitico para este tipo de enzimas, destacando a los bucles I, IV, VII, VIIl y IX, los

r

st al
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cuales pueden influir en la sintesis de productos al afectar la topologia del dominio

catalitico de la levansacarasa LevS.

INTRODUCCION
FRUCTANAS
Las fructanas son pol 2mer os dglcosidicas queosa uni
constan de varias unidades, las cuales pueden ser producidos por plantas, hongos
y bacterias (Stick y Williams, 2009). El término fructana se utiliza para referirse a los
polimeros conformados por cadenas de mas de 10 moléculas de fructosa, mientras
que, en caso de contener entre 2 y 10 moléculas de fructosa, estariamos hablando
de un oligosacérido, también denominados fructooligosacarido (FOS) (Olvera et al.,
2007).

Dependiendo del tipo de enlace que une a las fructosas, las fructanas se pueden

dividir en dos grupos: inulinas y levanas. Las inulinas son polimeros conformados

por enkalc)esermb | as fructosas de |-@6)easiena prir
ramificaci ones, mientras que | as | evanas s-on pol 2
(2-6 ) entre |l as fructosas de | 42-1)cem dsesn a prin

ramificaciones (Figura 1) (Verma et al., 2021)

a) HO o b)
HO
,,,,,,, OH _
L OOH
° Levana
Enlaces B (2-6
oo B (2-6)
Inulina o 5y OH oH
Enlaces B (2-1) o o p. HO o. HO o, HO o
OH OH © ¢ N—V "0 o OH
& OH OH . OH OH OH ;o
OJ—IG o
OH
QOH OOH =
o] o
HO
QOH o OH
OH OH

OH

Figura 1. Estructuras de las fructanas a) Inulina y b) Levana no ramificadas (Elaboracion propia).
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IMPORTANCIA DE LAS FRUCTANAS
Las fructanas son moléculas que poseen importantes aplicaciones biotecnolégicas,

ya que tienen potencial como edulcorantes bajos en calorias, sustitutos de grasa,
viscosificantes, emulsificantes y texturizador (Verma et al., 2021), ademas de contar
con propiedades prebiodticas y la capacidad de nanoestructurarse. Gracias a estas
propiedades pueden tener diversas aplicaciones en diferentes sectores de la

industria como la alimentaria, médica, farmacéutica y cosmética.

En la industria alimentaria, las levanas pueden utilizarse como agentes
emulsificantes, espesantes, estabilizantes, endulzantes y espumantes (Mummaleti
et al., 2021; Xu et al., 2022). Sin embargo, la principal aplicacion de las fructanas en
el area alimentaria es como prebidtico, ya que su consumo promueve el crecimiento
de bacterias intestinales beneficiosas, como las del género Bifidobacterium y
Lactobacillus, lo cual puede ayudar en el control del crecimiento de bacterias
potencialmente patdgenas (Roberfroid et al., 2010).

En el area médica y farmacéutica, tienen aplicaciones potenciales en la prevencion
y tratamiento de enfermedades como Ulceras gastricas, cancer y diabetes (Srikanth
et al., 2015; Ragab et al., 2019; Diaz-Ramos et al., 2023; Saleh et al., 2023). Estas
aplicaciones se deben a que las fructanas han mostrado propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas y gastroprotectoras. Ademas,
debido a la capacidad de las fructanas de nanoestructurarse, se ha probado a este
tipo de moléculas como nuevos sistemas de administracion de farmacos (Tabernero
et al., 2016; Guillen-Tinoco, 2022; Martinez-Morales, 2024).

Tanto la levana como la inulina poseen efectos de proliferacién celular, hidratacién
de la piel y alivian la irritacién (Kim et al., 2001). Por lo que, en el area cosmética,
las inulinas son utilizadas como parte de la formulacion de productos de la compafiia
Yves Rocher para el cuidado del cabello como shampoos, acondicionadores y
mascarillas, aprovechando ademas su propiedad prebidtica para mantener en
equilibrio a la microbiota que se encuentra en la piel (Bustamante et al., 2019). Estos
son solo algunos ejemplos que demuestran la amplia gama de aplicaciones

biotecnoldgicas que tienen estos polisacaridos.
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FRUCTANSACARASAS
Las fructansacarasas (FNs) son un grupo de enzimas que catalizan la sintesis de

fructanas mediante la reaccion de transferencia del residuo fructosilo de una
molécula de sacarosa, la cual es utilizada como sustrato, a una molécula aceptora
usualmente otra sacarosa, liberando glucosa al medio de reaccion (Olvera et al.,
2007). Dependiendo del tipo de fructana que se sintetice, las FNs se pueden
clasificar como Inulosacarasas (EC 2.4.1.9) las cuales sintetizan inulina; y

Levansacarasas (EC 2.4.1.10) que sintetizan levana (Phengnoi et al., 2020).

Las FNs de origen procarionte forman parte de la familia de enzimas conocidas
como glicasidohidrolasas 68 o GH68. En estudios recientes, se ha propuesto dividir
a esta familia de enzimas en dos subfamilias (GH68 1 y GH68 2) en base a redes
de similitud de secuencias (fisequence
enzimaticas que estas enzimas presentan (Hornung y Terrapon, 2023). En el caso
de las GH68_1, estas enzimas presentan actividades 2.4.1.9 y 2.4.1.10, teniendo
como ejemplos a las levansacarasas SacB de Bacillus subtilis (PDB ID: 10YG) y
LevS de Leuconostoc mesenteroides y a la inulosacarasa InuJ de Lactobacillus
johnsonii (PDB ID: 2YFT), las cuales son enzimas que producen polimero de levana
o inulina de alto peso molecular (Meng y Futterer, 2003; Pijning et al., 2011). Por

otro lado, la subfamilia GH68 1 engloba enzimas que también presentan

actividades 2.4.1.9 y 2.4.1.10, €0n

fructofuranosidasa/invertasa), como ejemplos de esta familia de enzimas se
encuentran las levansacarasas Ea Lsc de Erwinia amylovora EtLsc de Erwinia
tasmaniensis y LsdA de Gluconoacetobacter diazotrophicus (PDB ID: 1W18), las
cuales se caracterizan por sintetizar FOS (Martinez-Fleites et al., 2005; Wuerges et
al., 2015; Polsinelli et al., 2019).

REACCIONES QUE CATALIZAN LAS FRUCTANSACARASAS
Las FNs son capaces de catalizar tres tipos de reacciones dependiendo de cual sea

la molécula aceptora: hidrdlisis, transfructosilacion y reacciones de aceptor (Figura
2). En la reaccién de hidrdlisis, una molécula de agua funciona como molécula
aceptora de la fructosa, liberando tanto fructosa como glucosa al medio. En la

reaccion de transfructosilacion, la enzima utiliza a una molécula de sacarosa o una

12
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fructana en crecimiento como molécula aceptora para generar fructooligosacéridos
y/o polimero de un mayor grado de polimerizacion (GP). En la reaccion de aceptor,
la molécula que actia como aceptor es cualquier compuesto exdégeno al medio de
reaccion (por ejemplo, alcoholes primarios, otros mono- o0 poli-sacéaridos,
compuestos fendlicos, etc), para generar un fructésido (Chambert et al., 1974;

NuUfez-Lopez et al., 2018).

Sacérido aceptor
T Kestcsa

008
CH,OH
0, oM
OH
i OH OH
PRYIRY OH
¥ o o
p 1 o (g CHZ0H ucosa
¥ by CH;0H
0 [adl . o, [o Complejo
7~ 3 e _‘Ip OH HO »
RS s & (2 Y » | Fructansacarasa-
L < o & OH CHZ0H Reaccionde
2 NP S, OH Fructosa
i OH transfructosilacion
= o
Sacarosa |
Fructansacarasa (Molécula donadora) / H‘O’H
Agua o
Reaccion letosa
de hidrélisis
HO‘
_/ 4
' OH Ho
0 o o GOH
© :» % on = \ + PH
Ho” Y | J HO
b % OH OH
Fructosido - Fructosa Glucosa
Molecula
Exdégena

Figura 2: Reacciones catalizadas por las fructansacarasas (Adaptado de Martinez-Bahena, 2024.

ESTRUCTURA DE LAS FRUCTANSACARASAS
El dominio catalitico de esta familia de enzimas (GH68) se caracteriza por tener un

pl egami ent oprdoep et iapodeb ci nco pal as b,

topolog2a en forma de AWO compuesta por

b generan una estructura tridi men suemra al

cargado negativamente (Figura 3A). En el fondo de este embudo se encuentran los
tres residuos cataliticos, dos residuos de acido aspartico y un residuo de &cido
glutdmico, los cuales actian como nucledfilo, estabilizador del estado de transicion

y catalizador acido/base, respectivamente. A estos tres residuos se les denomina

como Al a triada cat al étalj200®8;dijnihdet ad.,201a). 3 B)
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Figura 3. Estructura tridimensional de la levansacarasa SacB de Bacillus subtillis (PDB ID: 10YG) A)
Representacién en superficie de cargas de la enzima (Rojo: cargado negativamente, Azul: cargado
positivamente). B) Representacion de las estructuras secundarias de la enzima, en rojo se resaltan
|l os residuos pertenecientes a | a tri akaverdeptlido 2t i ca.
bucles de | a -popdlarde antowpalas, ed \erded pala I, verde lima, pala Il, en naranja

pala lll, en rosa: pala IV y en azul: pala V (Elaboracion propia).
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Meng y Fltterer (2003) obtuvieron la estructura cristalogréafica de la levansacarasa

unidominio (SacB) de Bacillus subtillis en su forma de apoenzima y unida a su

sustrato (sacarosa); estas estructuras fueron resueltas del residuo 34 al 473,

mediante el método de Reemplazo Isomorfo Multiple con resoluciones de 1.5y 2.1
Arespectivament e. La enzi ma cpuopetatdacincoon una
palas anteriormente descrita. Ademas, se puede observar una estructura en forma

de fNabr azader apalasg\WyeV/ quededrena enllagala | (Figura 4). Esta

estructura constade unahoja-b que agr ega un galadlyunahélce hoj a a
Ul y tr e g0 Ademis de esta esdructura de abrazadera, se encontré una
estructura helicoidal (conf or mpgdeaconpatara dos h ®
las hojas By C en la pala lll, permitiendo la formacion de dos puentes de hidrégeno

que estabilizan al extremo N-terminal. Cerca de esta estructura helicoidal, hay un

sitio de unién a Ca?*, el cual fue asignado al residuo Thr265.

Figura 4. Vista lateral de la enzima SacB. En rojo: estructura de abrazadera formada por bucles y
hélices (verde palido y morado) que rodea las hojas IV (naranja) y V (azul) que termina en la pala |

(Verde) (Elaboracion propia).
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SUBSITIOS DE UNION A CARBOHIDRATO
En estudios posteriores, Meng y Ftterer (2008) cristalizaron a la levansacarasa

SacB en complejo con dos sustratos: sacarosa Yy el trisacarido rafinosa (galactosa-
glucosa-fructosa). En la estructura de la enzima con el trisacarido pudieron observar
la aparicion de subsitios de unién a carbohidratos, los cuales son divisiones del sitio
catalitico. Estos subsitios fueron nombrados anteriormente en las enzimas glicésil
hidrolasas y se enumeran de -n (extremo no reductor) a +n (extremo reductor),
mientras que la escision del enlace glicosidico se produce entre los subsitios -1 y
+1 (Figura 5) (Davies et al., 1997).

Polimero/
‘(// oligosacaridos
F I F=F=F4F%
\ n

-1 +1 +2 +3

Figura 5. Representaciéon esquematica de los subsitios de unidon a carbohidrato de una

fructansacarasa (Modificada de Pijning et al. 2011).

En esta estructura se definieron los subsitios -1, +1 y +2 en referencia a las
posiciones de los residuos de rafinosa en la cavidad catalitica. Se nombré subsitio
-1 a los residuos que interactian con la fraccion de fructosa, por su parte, se
nombraron subsitio +1 y +2 a los residuos que interactian con las fracciones de

glucosa y galactosa respectivamente (Figura 6).
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Figura 6: Subsitios de union a carbohidratos -1, +1 y +2 identificados en el complejo de la

levansacarasa SacB con Rafinosa (Tomada de Meng y Fitterer, 2008).

En el subsitio +1, los hidroxilos 2, 3 y 4 de la fraccién glucosilica forman puentes de
hidrogeno con los residuos Arg360 y Glu340 de la enzima SacB, provocando asi,
las orientaciones definidas de las fracciones fructosilo y glucosilo, posicionando a la
unidad de fructosa a una distancia de 3.2 A de distancia del nucledfilo Asp86 y al
oxigeno glucosidico a aproximadamente 2.5 A del carboxilato del catalizador
acido/base Glu342 (Figura 7). A diferencia de estos dos residuos, el hidroxilo 6 de
la fraccidn glucosilo forma puentes de hidrogeno con los residuos Asn242 y Tyr237

mediante moléculas de agua.
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Figura 7. Representacion esquemaética de las interacciones de los subsitios (Elaboracion propia).

Posteriormente, en el trabajo de Raga-Carbajal et al. (2021), se lograron definir los
subsitios +3y +4 (ademas de los subsitios anteriormente mencionados) junto a sitios
de unién a oligosacarido (OB) al co-cristalizar un FOS de tipo levana denominado
6,6,6,6,6,6-kestooctaosa (DP 8) (Figura 8), la cual se encuentra orientada en el OB1
con el extremo reductor al interior de la cavidad catalitica y el extremo no reductor
fuera de esta. Debido a esto, junto a la alta flexibilidad que presenta la molécula y
la exposicion al solvente, Unicamente se pudo modelar una molécula de seis
fructosas, denominada 6-levanohexaosa. El primer OB fue observable en el sitio
activo de la enzima SacB y se encontr6 que la molécula de 6-levanohexaosa se
encuentra unida a este sitio gracias a la formacion de 32 puentes de hidrégeno
formados por los residuos del bolsillo catalitico (12 interaccionando con las cadenas

laterales, 1 en la cadena principal y el resto mediante moléculas de agua), ademas
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de la presencia de interaccionesdet i ptackiigd con | os residuos Tr pl
y las interacciones hidrofébicas de los residuos Leul09, Phel82, Gly184, Tyrl187,
Thr244, Arg343 y Tyr411 (Figura 9).

N-terminal

C-terminal

Figura 8. Estructura general de SacB con el sitio catalitico que contiene una molécula de 6-
levanohexaosa (OB1) y (OB2) (Tomada de Raga-Carbajal et al., 2021).

Los subsitios superiores +3 y +4 presentan una menor cantidad de interacciones
debido a que esta porcion de la molécula de 6-levanohexaosa se encuentra mas
expuesta al solvente. Se identificaron a los residuos Aspll1l7 y Phel82 como los
residuos que conforman al subsitio +3, el primero mediante un puente de hidrogeno
con el fructosilo 4 de la 6-levanohexaosa y el segundo a través de una interaccién
hidrofébica; sinembargo, su posi ci -n per mit etacking@ d¢ ori er ac
Trp163, el cual es un residuo importante para la union a ligando de los subsitios -1
y +1. Por su parte el subsitio +4, el residuo Tyr237 forma interacciones de tipo
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fstackingb CH/ °~ con |l a qui nta uniddRaa-Cheajafet uct os a
al., 2021) (Figura 9).

A
Y237
N242
a
N
K363 |
R360,/~%

1244

Figura 9. Sitio OB1 en complejo con la molécula de 6-levanohexaosa A) Residuos que interactdan
directamente formando puentes de hidrégeno B) Residuos que interactian mediante moléculas de

agua (Modificada de Raga-Carbajal et al., 2021).

Por otra parte, el segundo OB se observé a 20 A del sitio catalitico. En este segundo
OB, el oligosacarido esta unido a la enzima por 23 puentes de hidrégeno de los
cuales uno se encuentra en la cadena principal de GIn159, siete a las cadenas

laterales de Asnl115, Asp145, Lys148, GIn159 y Glul62 y 15 puentes de hidrogeno

mediados por moléculas de agua (Figura 10).
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Figura 10. Residuos del OB2 que interactdan con la 6-levanohexaosa. A) Interacciones directas B)

Interacciones mediadas por agua (Tomada de Raga-Carbajal et al. 2021).

MECANISMOS MOLECULARES DE LAS FRUCTANSACARASAS
El mecanismo molecular de las FNs se encuentra definido por un modelo de dos

pasos: glicosilacion y desglicosilacion (Figura 11). En este modelo, el paso de
glicosilacién ocurre cuando el sustrato se acerca al sitio catalitico de la enzima,
provocando que el &cido aspartico, que actia como nucledfilo en la triada catalitica,
realiza un ataque nucleofilico al carbono anomérico de la fraccién fructosilo de la
molécula de sacarosa. Después el residuo de &cido glutamico, que funge como
catalizador general acido/base, transfiere un proton al oxigeno del enlace glicosidico
de la sacarosa, produciendo la liberacion de la molécula de glucosa al medio de
reaccion, generando asi el intermediario fructosil-enzima (estabilizado mediante un
puente de hidrogeno por el segundo residuo de acido aspartico de la triada

catalitica).

En el paso de desglicosilacion, el residuo de acido glutamico actia como base y
remueve un hidrogeno de la molécula aceptora, formando un anion altamente
reactivo que realiza un segundo ataque nucleofilico sobre el carbono anomérico del
complejo fructosilo-enzima. Esto produce una desestabilizacion del intermediario
gue forma el complejo fructosil-aceptor que es liberado al medio de reaccién (Raga-
Carbajal, 2019).
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Figura 11. Representacion del mecanismo general de reaccién de las FNs. Triada catalitica: D86
(Nucledfilo), E342 (Catalizador general acido/base) y D247 (Estabilizador del estado de transicién).

Numeracioén de SacB (Tomado de Martinez-Morales 2021; adaptado de Chuankhayan et al., 2010).

FRUCTANSACARASAS MULTIDOMINIO
Por su arquitectura, las FNs pueden dividirse en dos grupos: las FNs multidominio

y las unidominio. La FNs unidominio estan constituidas unicamente por el dominio
catalitico y tienen una masa que se encuentra entre los 45-65 kDa. Por otro lado,
las FNs multidominio tienen una masa que oscila entre los 80-170 kDa y, como lo
indica su nombre, cuentan con tres regiones: a) un dominio N-terminal, b) un
dominio catalitico y ¢) un dominio C-terminal. Algunas de las FNs multidominio

identificadas se pueden observar en la Figura 12.
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A) SacB Bacillus subtilis [ |

29 473

B) InuGB Lactobacill ; — . .
)Inu actobacilius gasser 36 204 656 761 Region N-terminal

C) LevG Lactobacillus gasseri R ]

36 189 643 768 Dominio Catalitico
D) InuGA Lactobacillus gasseri [l ]

% 204 050 768 . Region C-terminal
E) InuJ Lactobacillus johnsonii I} I

36 210 662 792
F) Lev Lactobacillus reuteri121 |1l ]

37 166 642 804
G) FtfA L. reuteri LTH 5448 [ | ]

45 231 682 804
H) IS Lactobacillus reuteri121 |1l I

45 231 682 804
1) LS Lactobacillus panis [ ] I

36 170 620 808
J) Lev L. sanfranciscensis [ | ]

37 177 752 879
K) FTFCNC-2 W. confusa [ ]

282 750 900
L) Ftf Streptococcus salivarius |
631 917

M) LevL L. mesenteroides | I

32 174 611 1002
N) LvnS L. mesenteroides [ ]

230 601 1007

O) TrLmLEVS L. mesenteroides Il ]

32 172 614 1010
P) LevS L. mesenteroides [l I

30 185 630 1022
Q) LevC L. mesenteroides [ | |

22 178 687 1025
R) IslA L. citreum [ |

39 200 734

Figura 12. Representacion esquemdtica de las fructansacarasas identificadas hasta la fecha
(Modificado de Martinez-Bahena 2024).

En la actualidad, la Unica estructura cristalografica de una FN multidominio es una
version truncada de la inulosacarasa InuJ de Lactobacillus johnsonii, la cual esta
constituida por los residuos 145-708 de la enzima (Figura 13). Esta estructura
cristalografica comprende del residuo 176-708, ya que los primeros 31 aminoacidos
no fueron visibles en los mapas de densidad electronica, por lo que no pudieron ser
dilucidados probablemente debido a su alta movilidad. La region N-terminal esta
formada por 33 residuos (176-2 0 9 ) Qo1 vy

mediante un bucle. Estas hélices estdn empaquetadas en contra del dominio

for mam®Iloi deoss

23

B réptido seial



catal?2tico, tienen una interacci-n con | a h®a
un bucle de 12 residuos al dominio catalitico. El dominio catalitico esta conformado

por 452 residuos (210-6 6 2 ) , |l os cual es for mgmpelhde estruc
cinco hoj as b anteriormente d e s c r-tertniaal estti nal men
constituido por 45 residuos (663-708), este carece de una estructura secundaria
definida, a excepci-n de una pequefa h®lice

de dos hebras, y parece empaquetarse cerca de las hojas 4 y 5 (Pijning et al., 2011).

\Y
o2
«
<&

T\

Figura 13. Estructura cristalografica de la inulosacarasa de Lactobacillus johnsonii. Regiéon N-
Terminal: cian; Dominio catalitico: gris y regién C-Terminal: morado. (Modificada de Pijning et al.,
2011; PDB ID: 2YFT) (Elaboracion propia).

LEVANSACARASA MULTIDOMINIO LevS
En 2006, Morales-Arrieta et. al. identificaron tres proteinas producidas durante un

proceso de fermentacion de L. mesenteroides NRRL B512F mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. La primera con un
peso de 170 kDa, la segunda de 116 kDa y la tercera de 87 kDa. La proteina de 170
kDa se identific6 como wuna dextransacarasa al presentar actividad

glicosiltransferasa mediante una prueba de geles de actividad in situ incubados con
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sacarosa, el cual se hidroliz6 con dextranasa. Por otro lado, las proteinas de 116 y
87 kDa se identificaron como FNs utilizando geles de actividad in situ incubados con
rafinosa. No obstante, se decidi6 aislar el gen que codifica para la proteina de 116
kDa, puesto que la proteina de 87 kDa podria ser el producto de una protedlisis que
presentan las glicosiltransferasas del género Leuconostoc.

Se nombro levS al gen aislado el cual codifica para una levansacarasa nombrada
LevS. Esta enzima consta de 1022 aminoacidos, cuenta con una masa molecular
de 113 kDa y un punto isoeléctrico de 4.74. Mediante el programa BLAST se
encontré que esta enzima cuenta con cuatro regiones/dominios con caracteristicas
similares a las glicosiltransferasas y fructosiltransferasas. La primera region,
conocida como la region N-terminal, est4d constituido por 184 residuos
aminoacidicos e incluye un péptido-sefial de 30 residuos. El segundo dominio es el
dominio catalitico que consta de 445 residuos conservados entre las FNs de la
familia GH68. La region de transicion esta formada por 138 residuos y se encuentra
dentro de la cuarta regién, también llamada region C-terminal, la cual cuenta con
254 residuos (Figura 14).

£
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Figura 14. Modelo generado utilizando el software de inteligencia artificial AlphaFold de la enzima
LevS. El péptido sefial se muestra en rojo, la regién N-terminal en gris, el dominio catalitico en

amarillo, la regidn de transicion en azul y la regién C-terminal en verde.

REGION N-TERMINAL
Los estudios sobre esta region han sugerido que los residuos que conforman esta

seccién corresponden a una region peptidica que se encuentra intrinsecamente
desordenada debido a su gran contenido de residuos hidrofilicos. Adicionalmente,
se han identificado cinco sitios de unién desordenados (SUD), los cuales podrian
pasar de un estado fidesordenadod a uno Aorde
Apar t ner oO-BalieNaa 2ORM. rSe ha teorizado que esta region tiene una
funcién de estabilizacion de la enzima, pues la eliminacién de esta region reduce el
tiempo de vida media de la enzima. Adicionalmente, Martinez-Bahena (2024)
encontro que existe una region minima de 20 residuos aminoacidicos que participan

en la produccién de polimero de alto peso molecular.

DOMINIO CATALITICO
Como su nombre lo indica, este dominio es el encargado de la actividad

fructosiltransferasa de la enzima. Este dominio posee un bolsillo central, el cual
cuenta con una carga negativa. Se ha propuesto que los residuos Asp247, Asp399
y Glu497 (numeracién tomada desde el primer aminoacido de la secuencia primaria
completa) son los residuos que conforman la triada catalitica, de los cuales
funcionan como nucledfilo, como estabilizador del estado de transicion y como
catalizador general &cido/base, respectivamente (Garcia-Paz, Datos no

publicados).

REGION DE TRANSICION
Es una regidon que se encuentra entre el dominio catalitico y la region C-terminal,

fue denominada de esta manera debido a que presentaba una baja similitud con las
regiones C-terminal de las glucansacarasas. Aunado a esto, analisis realizados
sobre esta region revelaron que presentan un 32% de identidad con dominios de
unién a glucano, asi como repetidas YG de un subgrupo de secuencias también
asociadas con la unién a glucano. Ademas, se ha identificado que esta regidén posee

cuatro posibles bolsillos hidrofébicos (pCBMSs), con cavidades que oscilan entre 7.5
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y 11.5 A, en las cuales se ha sugerido que pueden unirse carbohidratos. (Martinez-

Morales, 2021; Garcia-Paz, Datos no publicados).

Esta region parece tener un papel esencial en la reaccion de polimerizacién y
elongacion de los polimeros, asi como la estabilidad de la enzima. Martinez-Morales
(2021) encontr6 que, al eliminar completamente esta region, la enzima aumenta su
actividad hidrolasa y disminuye la produccion de polimero de alto peso molecular,

asi como una disminucion del pH y temperatura 6ptima.

REGION C-TERMINAL
Se ha demostrado que esta region determina tanto al tamafio del polimero

sintetizado como la especificidad de reaccion de la enzima (Olvera et al. 2012).
Adicionalmente, se ha sugerido que esta regién cumple una funcion in vivo, pues
esta sirve como region de anclaje de estas enzimas a la pared celular del organismo
huésped (Del Moral et al., 2008).

CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y CINETICA
La caracterizacion bioquimica de LevS mostr6 que esta enzima tiene una

temperatura 6ptima que oscila entre los 30-35°C (desactivandose completamente a
40°C) y un pH o6ptimo de 6. Ademas, en cuanto a sus propiedades cinéticas, esta
enzima mostré tener una cinética de tipo Michaelis-Menten, donde los valores de
Kmy Vmax son de 36.7 £ 5.4 mMy 7.5 £ U/mg respectivamente (Morales-Arrieta et
al., 2006). Aunado a esto, esta enzima muestra principalmente una actividad
transferasa, pues cuenta con una relacién de hidrdlisis/transferencia (H/T) de
10/90%, del cual el 70% de la actividad transferasa es destinada a la produccién de
levana (masa molecular aproximada de 2 200 kDa), mientras que el 20% es

asignado a la sintesis de FOS.

Entre los FOS que son sintetizados por LevS se encuentran el disacarido
levanobiosa, los trisacaridos 1-kestosa, 6-kestosa, neokestosa y levanotriosa. Con
grados de polimerizacion (DP) 8, se encuentran los de la serie 1-kestosa y 6-

kestosa, siendo estos ultimos los que presentan mayor acumulacion (Figura 15).
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Figura 15. Fructooligosacaridos tipo levana sintetizados por la enzima LevS (Modificada de Alonso-
Campos, 2019).

HI PETESI S DE LA ESTRUGQGQAUBVANSECARASAA EVISE
Los resultados observados en el estudio de Garcia-Paz (2022) sugieren que las

regiones adicionales, N-terminal, region de transicion y C-Terminal, se encuentran
implicadas en la actividad enzimética de LevS, pues se observé que estos son
importantes para la reaccion de transfructosilacion, asi como en el alargamiento del
polimero, lo cual permite a estas FNs multidominio sintetizar HMwL y FOS. Otro
punto importante que se aborda en este estudio es la posible asociacién e
interaccion de las regiones adicionales de LevS, especialmente la region N-terminal
y de transicion. Estas dos regiones parecen interactuar en conjunto con el sitio
catalitico para llevar a cabo la reaccién de transfructosilacion del fructosil a la
molécula aceptora, que es un papel parecido a los reportados con las regiones

adicionales de las glucansacarasas de la familia GH70.

En las glucansacarasas de la familia GH70, que también son enzimas multidominio,
se oObserva wun plegamiento en for amamnde AUO d
interactian entre si, formando cinco dominios estructurales. En este caso, el
dominio A es el dominio catalitico, el dominio B tiene la funcién de aportar residuos
a los sitios de union de la molécula donadora y aceptora del sustrato, mientras que

el dominio C sirve como base de | a estructur
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actlia como una especie de bisagra que ayuda a acercar al dominio V con el aceptor

del sitio catalitico (Figura 16).
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Figura 16. Representacion esquematica del plegamiento en U de la Glucansacarasa GTF
(Modificadade V u j iGlaigiar et0).al ., 201

Con esta informacién se hipotetizé que, en el caso de la enzima LevS, el dominio
catalitico comprende los dominios A y C de las glucansacarasas y el dominio B
abarcaria la region de transicion y la region N-terminal. Por otro lado, la regién C-
terminal tendria la funcién de bisagra del dominio IV, ayudando asi al acercamiento

del polimero en crecimiento al sitio catalitico (Figura 17).
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Figura 17. Representacion esquematica del plegamiento en U de la Levansacarasa LevS de

Leuconostoc mesenteroides (Modificada de Garcia-Paz 2022).

ESTUDIOS DE RELACION ESTRUCTURA FUNCION
Ademas de toda la informacion recabada, con el objetivo de conocer la participacion

de los residuos adicionales de la enzima LevS, en el grupo de investigacion de
polimeros biocompatibles y nanobiotecnologia se ha logrado obtener un catalogo
de enzimas con diversas propiedades cataliticas, capaces de ser producidas y
purificadas de una manera eficiente. Con el fin de comprender la relacion estructura-
funcién de las regiones adicionales de la levansacarasa LevS, se han producido y
caracterizado diversas versiones truncadas de esta enzima eliminando parcial o

totalmente las regiones adicionales (Figura 18).
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Figura 18. Representacion esquemética y modelos tridimensionales generados con AlphaFold de las

versiones truncadas de LevS generadas en los estudios de relacion estructura-funcion (Elaboracion

propia).

De todas estas versiones truncadas de la enzima LevS, se puede destacar a la

enzima LevS N70Tn38 (Martinez-Morales, 2021). Esta version truncada es una

enzima derivada de LevS @N85C y s-termmar act er i
(constituido por 71 residuos aminoacidicos) un dominio catalitico (conformado por

445 residuos) y una region de transicion (conformada por 38 residuos
aminoacidicos, a diferencia de los 138 residuos que componen esta region en LevS

N85C), adem8s cuenta con una masa aproxi mad

isoeléctrico tedrico de 4.37 (Figura 19).
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Figura 19. LevS y sus versiones truncadas. a) Esquema de la estructura primaria de las enzimas
Levs, LevSpN8BT@ 38L&dYS Al ineamiento de |l a regi
LevS N70Tn38 (Elaboracion propia).

La caracterizacion bioquimica de LevS N70Tn38 mostré que esta version truncada
cuenta con una temperatura 6ptima de 40°C y un pH 6ptimo de 5. En cuanto a sus
propiedades cinéticas, esta enzima cuenta con una Km de 10.0 + 1.07 mM, una kcat
337.13 +12.98 st y una kcat/km 27.65 + 2.65. Al igual que LevS WT, esta version
truncada muestra principalmente una actividad transferasa, pues cuenta con una
relacion de hidrolisis/transferencia (H/T) de 22%/78%, del cual el 65% de la actividad
transferasa es destinado a la produccién de levana, mientras que el 12% es
destinado a la sintesis de FOS. Ademas, esta enzima se ha logrado producir de

manera heteréloga de forma exitosa y purificar de forma muy eficiente.

Estos estudios se han enfocado en entender la importancia de los dominios
adicionales en la actividad y especificidad de la enzima; sin embargo, es importante
conocer como esta estructurado el dominio catalitico de esta enzima, que es el
responsable de la catalisis enzimatica. El presente trabajo se enfocd en la
dilucidacion y comparacion de la estructura cristalografica del dominio catalitico de
la enzima LevS N70Tn38, responsable de la sintesis de polimero de levana, asi
como 34 y 22 residuos aminoacidicos de las regiones N-terminal y de transicion,

respectivamente.
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JUSTIFICACION
En la actualidad, el nimero de estructuras cristalograficas de FNs de origen

bacteriano disponibles en la base de datos fProtein Data Banko (PDB) es bastante
limitado. Especificamente, se han reportado siete estructuras cristalograficas de
levansacarasa y una Unica estructura de inulosacarasa, siendo esta ultima la Unica
estructura de una fructansacarasa multidominio. Entre las estructuras de
levansacarasas disponibles, Unicamente dos pertenecen a la subfamilia GH68_1
(SacB de Bacillus subtilis y SacB de Priestia megaterium). Por lo tanto, los andlisis
de los elementos estructurales del dominio catalitico, especialmente aquellos
relacionados con el reconocimiento del sustrato y en la polimerizacién, de esta
familia son escasos y se enfocan casi exclusivamente en la comparacion de enzima
SacB de B. subtilis con estructuras de la subfamilia GH68_ 2. El presente trabajo
tiene como objetivo dilucidar y comparar la estructura cristalografica del dominio
catalitico de la levansacarasa multidominio LevS N70Tn38 con estructuras de FNs
pertenecientes a las subfamilias GH68 1 y GH68 2. Estos analisis permitirdn
obtener un mejor panorama sobre los determinantes estructurales del dominio
catalitico implicadas en la catalisis, contribuyendo al conocimiento de estructura-

funcion de estas enzimas y a su potencial aplicaciéon biotecnoldgica.

HIPOTESIS
Al dilucidar y comparar la estructura tridimensional de una version truncada de la

LevS de Leuconostoc mesenteroides B512F se podran identificar los residuos que
participan en la catdlisis y el reconocimiento a carbohidrato.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Dilucidar y analizar la estructura tridimensional de la version truncada LevS

N70Tn38 de levansacarasa LevS de Leuconostoc mesenteroides B512F.
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OBJETIVOS PARTICULARES
Dilucidar la estructura cristalografica de la version truncada LevS N70Tn38 de la

levansacarasa LevS de Leuconostoc mesenteroides B512F.

Identificar los residuos cataliticos y los pertenecientes a los subsitios de
reconocimiento a carbohidrato con base en comparaciones de secuencia y

estructura de levansacarasas previamente reportadas.

Identificar residuos que podrian interactuar con los oligosacaridos producto de la

sintesis enzimatica mediante acoplamiento molecular.

Identificar los residuos que pertenecen a los bucles dentro del dominio catalitico de
LevS mediante alineamiento de secuencia.
MATERIALES Y METODOS
APARTADO DE ANALISIS COMPUTACIONALES
MODELAMIENTO DE LAS VERSIONES TRUNCADAS DE LevS

Las secuencias aminoac2dicas de |l as enzi mas
analizaron mediante | a herramienta de predioc
servidores de Google Colab en el programa ChimeraX

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/) para obtener sus respectivos modelos

tridimensionales. Los graficos de Ramachandran fueron calculados utilizando el

programa WinCoot (https://bernhardcl.github.io/coot/)

ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS PRIMARIAS DE PROTEINAS
Las secuencias primarias de las enzimas fueron descargadas en formato FASTA de

la base de datos GenBank del NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank/). El

alineamiento se realizé utilizando el servidor T-COFFEE (https://tcoffee.crg.eu/)
empleando el programa Structural alignments (Expresso)

(https://tcoffee.crqg.eu/apps/tcoffee/do:expresso). Los resultados fueron

descargados en formato FASTA y visualizados con el programa BioEdit sequence

alignment editor (https://thalljiscience.qgithub.io/).
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ALINEAMIENTO DE LAS ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES DE LAS PROTEINAS
El alineamiento de las estructuras tridimensionales se realizé con la ayuda del

programa Pymol (https://pymol.ora/), en el cual se realizd la identificacion de los
residuos de interés en cada enzima para posteriormente juntar dos estructuras

mar cadas y utilizar el comando daligno.

ACOPLAMIENTO MOLECULAR
Los ensayos de acoplamiento molecular se realizaron utilizando el programa

AutoDock Vina (https://vina.scripps.edu/). Los ligandos (1-Kestosa y 1F-

fructofuranosilnistosa) se obtuvieron con los SMILES de la base de datos PubChem

(https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/) y se generaron los archivos MOL con el

programa ChemSketch (https://www.acdlabs.com/resources/free-chemistry-

software-apps/chemsketch-freeware/). La molécula de 6-levanohexaosa se extrajo

de la estructura cristalogréafica de la levansacarasa SacB (PDB ID: 6VHQ) utilizando
el programa PyMol. Las moléculas receptoras (LevS N70Tn38) y ligandos (6-
levanohexaosa, 1-kestosa y 1F-Fructofuranosilnistosa) se prepararon agregando
cargas utilizando el programa AutoDockTools 4

(https://autodock.scripps.edu/download-autodock4/), ademas, las conformaciones

de los ligandos fueron optimizadas empleando el programa Avogadro

(https://avogadro.cc/). Los resultados de los ensayos de acoplamiento molecular

fueron visualizados tridimensionalmente con el programa PyMol, mientras que los
resultados visualizados bidimensionalmente se obtuvieron mediante archivos PDB
generados con Pymol y visualizados con el programa LigPlot+

(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/download.html).

MAPA DE SUPERFICIES DE POTENCIAL ELECTROSTATICO
El mapa de cargas de la estructura cristalografica preliminar de la enzima LevS

N70Tn38 se obtuvo ejecutando las Herramientas APBS del programa PyMol.

APARTADO DE BIOLOGIA MOLECULAR

DISENO DE CEBADORES
Con el fin de construir la version inactiva de la enzima LevS de L. mesenteroides,

se diseflaron cebadores de tipo QuiKChange parcialmente sobrelapados con base

en el articulo de Xia & Xun (2016) utilizando la secuencia nucleotidica de LevS
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(Tabla 1). Los cebadores disefiados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (UNAM) y fueron diluidos a una

concentraci-n final de 10 €M para su poster:i
Tabla 1. Disefio de cebadores para la construccion de versiones truncadas.

Nombre del | Sentido | Secuencia nucleotidica (5°-3") Tm

cebador °O

LevS Forward | GTTTGGGCTTCTTGGGCGTTACAAGATGCA | 71.1

D134A_Fw AA

LevS Reverse | CAAGAAGCCCAAACATCCAAGTCTTGAATT | 70.8

D134A_Rv TGACC

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) MUTAGENICA
Para generar los amplicones con la mutacion puntual D247A (D134A) en el gen de

la enzima LevsS, se realizaron reacciones de PCR utilizando como ADN molde al
plasmido pET-22(n70_tn38) que contiene el gen de la enzima LevS N70Tn38
(Figura 19). Este plasmido carece de péptido sefial, cuenta con un gen de
resistencia a ampicilina, un inductor por IPTG, analogo de la alolactosa, que induce

la transcripcion del operén lac.
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pPET-22 (n70_tn38)

7002 bp

Figura 20: Pldsmido pET-22 (n70_tn38) utilizado como DNA molde en la amplificacion por PCR.

La reaccion de PCR se ensay6 utilizando un termociclador T100 thermal cycler de
BioRad®. Para encontrar la temperatura optima de reaccion se hizo un gradiente de
temperatura a 58°C, 60°C, 62°C, 64°C, 66°C y 68°C bajo las condiciones de
reaccion indicadas en la Tabla 2. Para llevar a cabo la reaccion de PCR se utilizé la
enzima Q5 de New England Biolabs, los componentes de la reaccion de PCR se

describen en la Tabla 3.

Tabla 2: Condiciones de lareaccion de PCR para la mutagénesis
Tiempo _
Paso Temperatura (°C) ) Ciclos
S
Desnaturalizacion
o 98 30 1

Inicial

Desnaturalizacion 98 15 20
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Alineamiento
, 58, 60, 62°C, 64, 66 6 68 30
(Gradiente)
Extensioén 72 210s
Extensién Final 72 600s 1

Tabla 3: Componentes de lareaccion de PCR (Q5) ( 2 0 € L
Componente Volzrrlien Concentracion Final
Agua tetradestilada 13.05
Q5 Reaction Buffer (5x) 4.0 1X
dNTPs [10 mM] 0.4 200 &M
Pri mer Fw [ | 1.0 0.5 gM
Primer Rv | 1.0 0.5 egM
N70Tn38 [57. 1 0.35 20ng(1ng/ gL
Pol i merasa Qf 0.2 0.02 U/ul

ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
Los amplicones se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%

p/v (agarosa/buffer TAE 1X), cargando 2 ¢lL
plasmido en relacién 1:1 con el buffer de carga y un marcador de peso molecular
Estandar de ADN 1 Kb Plus (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) para determinar
el peso molecular de los amplicones. La electroforesis se llevo a cabo aplicando una
corriente eléctrica de 100 V con amperaje constante por aproximadamente 40
minutos. Los geles se tifieron con una solucion de bromuro de etidio [0.5 mg/mL]
para visualizar las bandas correspondientes a los amplicones en un

fotodocumentador Gel DocE EZ.

DIGESTION CON LA ENZIMA Dpnl
Para eliminar el ADN parental (ADN molde) presente en la mezcla de reaccion de

PCR, se realiz6 una reacciéon de digestion con la enzima Dpnl la cual degrada el

DNA metilado. Las condiciones de reaccion se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4: Condiciones de reaccidon de digestién con Dpnl
Componente :/oslu[n)en Concentracion final | Notas

DNA 40 N/D Incubar
Buffer 10x 5 1x a 37°C
Dpnl 1 10U durante
H20 4 2 horas

TRANSFORMACION QUIMICA
Los amplicones se transformaron en células quimicamente competentes de E. coli

DH5U mediante un choque t®rmico a 42
amplicones en hielo durante 30 minutos. Después de la transformacion quimica, las
células se recuperaron en medio LB a 37°C y 350 rpm durante una hora. Enseguida,
las células se plaquearon en medio LB sélido con ampicilina a una concentracion
de 200 e€g/ mL como marcador de selecci
12-16 horas.

EXTRACCION DE PLASMIDO
Para extraer el plasmido recombinante, se seleccionaron colonias que crecieron en

el medio de seleccion con ampicilina, cada colonia se inéculo en un tubo de ensaye
estéril con tapa con 5 mL de medio LB liquido adicionado con ampicilina [200 pg/mL]
y los cultivos se incubaron a 37°C con agitacion constante de 250 rpm durante 12-
16 horas. Para cosechar las células, los cultivos se centrifugaron a 12,000 rpm, se
retird el sobrenadante y los paquetes celulares se concentraron en un volumen de
600¢eL de tidadauRostedicnsente, se realizd la extraccion y la purificacion
del plasmido utilizando el kit ZyppyE Plasmid Miniprep de Zymo Research
siguiendo las instrucciones del proveedor, que en términos generales consiste en
un proceso de lisis celular para liberar el ADN, una precipitacion para eliminar
contaminantes y una purificacion del DNA plasmidico mediante columnas de
filtracion rapida a través de una serie de lavados. Una vez realizada la purificacion

del plasmido se cuantificd6 su concentracion a una longitud de onda de 260 nm
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mediante espectrofotometria UV y se verificO su integridad y pureza mediante

electroforesis de acidos nucleicos en un gel de agarosa al 1% (p/v).

ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LAS MUTANTES
Para verificar la mutacion puntual en el gen de la enzima LevS, se secuencio la

region de clonacion del plasmido purificado utilizando el oligo T7. El servicio de
secuenciacion fue realizado por la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del Instituto
de Biotecnologia (UNAM).

APARTADO DE EXPRESION DE PROTEINAS

EXPRESION HETEROLOGA DE LA ENZIMA LevS N70Tn38

Para llevar a cabo la expresion heter6loga de la enzima LevS N70Tn38, se
transformaron células quimicamente competentes de E. coli BL21 con el plasmido
gue contiene el gen que codifica para dicha enzima siguiendo el mismo protocolo
de transformacion quimica previamente descrito. Se tomd una de las colonias
posibles transformantes y se realizé un preindculo de 5 mL de medio LB liquido
incubando a 37°C con agitacion a 200 rpm durante 12-16 horas. Después, se realizé
una fermentacién con 100 mL de medio LB liquido adicionado con ampicilina [200
pug/mL] en un matraz Erlen-Meyer agregando el preindculo e incubando a 37°C
hasta alcanzar una DO de 0.5-0.6 a 600 nm. Una vez alcanzada la DO deseada, se
agrego IPTG (Isopropil- b-D-1-tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 1.5
mM y se incubaron a 18°C durante 8 horas a 120 rpm. Posteriormente, se
cosecharon las células mediante centrifugacién a 8000 rpm a 4°C y se lavaron dos

veces con buffer de fosfatos 1 mM pH 6.

EXTRACCION DE PROTEINAS POR LISIS CELULAR
Para obtener las proteinas de interés a partir del cultivo del apartado anterior, se

resuspendio el paquete celular en 10 mL de buffer de fosfatos 10 mM pH 6,
afiadiendo 10 mg de lisozima e incubando en hielo durante 30 minutos. A
continuacion, se realizaron 3 ciclos de congelacion/descongelacion utilizando hielo
seco y acetona para posteriormente someter al extracto celular a sonicacion durante

2 minutos con 10 segundos Aono y 30 segundos
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el sobrenadante se recuperd por centrifugacion a 9, 000 rpm a 4°C durante 40
minutos.

PURIFICACION DE LA ENZIMA LevS N70Tn38 EMPLEANDO CROMATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO IONICO

Para purificar la enzima LevS N70Tn38 a partir del extracto obtenido anteriormente,
se realiz6 una cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna con
resina DEAE+ previamente equilibrada con buffer de fosfatos 10mM pH 6. Primero,
se cargo el extracto en esta columna y se conecté al FPLC AKTA, pasando buffer
de fosfatos 10 mM pH 6, para posteriormente realizar un gradiente escalonado con
un primer aumento a 150 mM y un segundo aumento a 250 mM del buffer de fosfatos
pH 6, eluyendo asi las proteinas inespecificas. Una vez estabilizada la sefial, se
subié la concentracion a 350 mM de buffer de fosfatos pH 6 para eluir a la proteina
de interés. Se colectaron las fracciones eluidas y se realizaron ensayos de azucares
reductores por DNS para identificar las fracciones que presentaban la actividad
enzimatica esperada. Finalmente, se concentraron las fracciones seleccionadas por
ultrafiltraciébn con una membrana de corte de 30 kD, en este paso también se realizé

un cambio de buffer usando buffer de acetatos 50 mM pH 6 1 mM de CaCla.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS
Para determinar la concentracion de proteinas en las fracciones obtenidas

previamente, se realizé una cuantificacion de proteinas mediante el método de
Bradford utilizando el reactivo Protein Assay (Bio-Rad), utilizando como referencia
una curva estandar de albumina sérica bovina con un rango de 571 25 pg/mL (BSA,
Bio-Rad). Las lecturas se realizaron con las reacciones del reactivo de Bradford con
las muestras de las fracciones purificadas, las cuales fueron incubadas durante 5
minutos a temperatura ambiente y se determino la absorbancia a 595 nm en un

espectrofotometro (Eppendorf BioSpectrometer Kinetic).
La concentracion de proteina se determino con la siguiente ecuacion:

A'Q 0 i pé&"Q

6 €& OQEEdHN G o TP B— — -
@ aa 0O p T T TQ

Donde:
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Abssssnm: Absorbancia de muestra a 595nm (UA)
PCesa: Pendiente de | a curva est8ndar de BSA (|
FD: Factor de dilucion

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES
Las proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando una camara vertical Migthy
Small Il con amperaje constante de 20 mA para la migracion por 40 minutos. Se
utilizé un gel concentrador de acrilamida al 4% a pH 6.8 y un gel separador de
acrilamida al 10% a pH 8.8. Se mezclaron 10 uL de muestra de proteinas con buffer
de carga que contenia 0.125 M tris-Cl pH 6.8; 4% SDS (p/v); 10% glicerol (v/v); 10%
d e -miercaptoetanol (v/v) y azul de bromofenol 0.05% (p/v).

TINCION CON AZUL DE COOMASSIE
Para observar las bandas correspondientes a las proteinas separadas por

electroforesis, se realizd una tincion del gel de acrilamida con azul de coomassie.
Esta tincion consistio en la adicion de una solucion tefidora (acido acético 10%,
metanol 30% y azul de coomassie 0.2%) al gel durante 30 minutos. Para remover
el exceso de colorante, se utilizé una solucién destefiidora (metanol 50% y acido
acético 10%) hasta que el gel se observé totalmente transparente logrando ver

claramente las bandas y el marcador de peso molecular.

ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
La actividad enzimatica fue determinada a partir de la cuantificaciébn de azucares

reductores liberados durante la reaccibn enzimatica mediante un andlisis
colorimétrico utilizando el método de acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS), con el cual se
determina la actividad global que incluye tanto la hidrélisis como la
transfructosilacion. Esta reaccion se realizé a 30°C a 300 rpm en buffer de acetatos
50 mM CaClz 1 mM pH 6 utilizando sacarosa 100 g/L como sustrato. Las reacciones
se llevaron a cabo enun volumenfi nal de 600 ¢ lcorrespamdiedora 500 €L
una mezcla del buffer con la cantidad de enzima necesaria, de acuerdo con los
ensayos de Martinez-Morales (2021),par a real i zar | a reacci - -n y

correspondieron a una solucion de sacarosa a una concentracion de 100 g/L.
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Para determinar la actividad enzimética en las reacciones se tomaron 5 alicuotas

de 50 €l cada una a diferentes tiempos de in
se neutralizaron con 50 ¢l de DNS. Posterior
100 °C durante 5 minutos, lo cual provoco el cambio colorimétrico de amarillo a rojo
correspondiente a una reduccién de un grupo nitro a un grupo amino. Las muestras

se incubaron en hielo durante 5 minutos Yy se
Finalmente, los azlcares reductores liberados se cuantificaron utilizando un
espectrofotometro Eppendorf BioSpectrometer Kinetic a 540 nm, empleando una

solucion equimolar de glucosa-fructosa como estandar. El promedio y la desviacion

estandar se obtuvieron de mediciones realizadas por triplicado.

La ecuacion utilizada para determinar la actividad enzimatica fue la siguiente:

o T 1 L (7 F pr oy a7y oA [ ’:‘Yu
0 W& allEQW & aida Qeg-%)
" G a0 pa e a poap A E A TEHA O
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Donde:
PAenz: Pendiente actividad enzimatica (UA/min)
PCbons: Pendiente curva de estandar DNS (UA)

Venzima: Volumen de enzima utilizada en la reaccion (ml)
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La actividad enzimatica especifica se expresé en términos de U/mg, donde una
unidad de actividad (U) se define como la cantidad de enzima capaz de liberar un

emol de az%cares reductores por minuto.

APARTADO DE CRISTALOGRAFIA

ENSAYOS DE CRISTALIZACION
La obtencion de cristales se realiz6é mediante el kit Wizard Classic 3 Emerald Bio

empleando las condiciones de 25% PEG 3350 con 200 mM de formato de magnesio

a 18°C con la técnica de cristalizacion por Microbatch. Esta técnica consiste en
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depositar una gota de muestra en una placa de micropozos con el resto de reactivos
de reaccion, se mezclan y se sellan con una capa de aceite (Barends & Dijkstra,
2003; Hampton Research, 2020).

ENSAYO DE DIFRACCION DE RAYOS X
El cristal de la enzima LevS N70Tn38 fue difractado por el Dr. Enrique Rudifio Pifiera

en la linea FMX, ID-17-2 del National Synchrotron Light Source Il (NSLS I, Upton,
Nueva York) utilizando un detector Eiger 16M, y una longitud de onda de 0.97 A

REDUCCION, INDEXACION E INTEGRACION DE DATOS
La reduccidn, indexacion e integracion de datos se realizaron con el paquete XDS

y las herramientas de la suite CCP4. El contenido de disolvente en la unidad
asimétrica se estimé utilizando el coeficiente de Matthews, calculado mediante el
servidor Matthews Probability Calculator

(https://lwww.ruppweb.org/mattprob/default.html).

RESULTADOS Y DISCUSION

DILUCIDACION DE LA ESTRUCTURA CRISTALOGRAFICA DE LA VERSION
TRUNCADA LevS N70Tn38 DE LA LEVANSACARASA LEVS DE Leuconostoc
mesenteroides B512F.

Para dilucidar la estructura cristalografica de una proteina es necesario realizar
diversos pasos. El primero de ellos es la producciéon y purificacién altamente
eficiente de la proteina a cristalizar, siendo necesaria una cantidad de 5-10 mg de
la proteina en solucién a una concentracion de 5mg/mL de proteina con una pureza
de al menos un 95%. Después de obtener la proteina pura, se realizan los ensayos
de cristalizacion empleando diferentes buffers, sales utilizando distintas
concentraciones de esta (McPherson y Gavira, 2013; Wlodawer et al., 2013; Gorrec,
2021; Hampton Research, 2023). Una vez obtenidos los cristales en tamafos
adecuados, entre 0.1 y 0.2 mm, estos son difractados en el sincrotron, para obtener
los datos cristalograficos, a partir de la difraccion de rayos X, lo cuales son utilizados
para resolver la estructura tridimensional de la proteina mediante el uso de la
transformada de Fourier (Font-Bardia y Alcobé, 2012; Wlodawer et al., 2013). Los

datos obtenidos a partir de la difraccion de rayos X se analizan mediante un
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procedimiento de integracién, indexado y escalamiento, los cuales nos permiten
conocer la amplitud y posiciones relativas de las ondas difractadas, entre otros datos
(Wlodawer et al., 2013). No obstante, para completar el reciproco de la transformada
de Fourier es necesario conocer las fases relativas de las ondas difractadas (lo cual
es conoci do como f eWlodpwemoebal., 03 Gafrec, 202)s e 0 ) (

Para resolver el problema de fase existen diversos métodos, entre los cuales
destaca el reemplazo molecular, en el cual se utilizan las fases de una estructura
resuelta relacionada a nuestra proteina de interés o un modelo computacional de
esta (Evans y McCoy, 2007; Dodson, 2021). En la actualidad, el programa de
inteligencia artificial AlphaFold es una herramienta de gran ayuda para generar
modelos tridimensionales de proteinas con una gran precision, lo cual facilita la
técnica de reemplazo molecular. Una vez resuelto el problema de fases, se genera
un mapa de densidad electronica que se debe refinar de manera manual y/o
automatica para, finalmente, obtener la estructura cristalografica.

MODELOS IN SILICODE LAS VERSI ONES TRUNCADASSDHEIMES5C Y N7
LEVANSACARASA LevS EMPLEANDO ALPHAFOLD.

Para explorar la estructura tridimensional de la enzima LevS vy realizar
posteriormente el reemplazo molecular con los datos de difraccion de rayos X, se
generaron modelos tridimensionales de las versiones truncadas de LevS N70Tn38
y @N85C. Los model os de | as versiones trunca
LevS se generaron empleando el programa de inteligencia artificial AlphFold
disponible como herramienta en el programa ChimeraX ejecutandose en los
servidores de Google Collab (Figura 21). Adicionalmente, se validé la estructura
predicha mediante la generacién y analisis de graficos de Ramachandran (Figura

22), los cuales fueron calculados empleando el programa WinCoot.
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Figura2l.Model o realizado por AlphaFold de Il as versiones
enzima N70Thn38 c¢) identificaci-n de la triada catal2tica

catalitico, en azul la region de transicion y en gris el region N-terminal.
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Figura22.Gr 8f i cos de Ramachandran de | as

Mediante el software AlphaFold se logré modelar correctamente el dominio catalitico
y la regién de transicion, ya que los datos de regiones permitidas y preferidas,
indicadas en el grafico de Ramachandran, suman 92.39% para las versiones
N70Tn38 y 91. 44 %l dpnanioacatalitiao de

0Ss muestra

truncadas

ambos model

u n gropela ter5palas desciita
anteriormente (Meng y Futterer, 2003). Esta estructura cuenta con una cavidad
central en donde comunmente se aloja la triada catalitica: el residuo Asp247, que
actua como nucledfilo, el residuo Asp399, que tiene la funcién de estabilizador, y
Glu497, que es el catalizador general acido/base (numeraciéon tomada desde el
primer aminoacido de la secuencia primaria completa), estos residuos se resaltan
en color rojo en la Figura 21c. Los dos modelos muestran que los residuos cataliticos
se encuentran alojados en bucl epopglaeeasta
localizacion difiere de los residuos cataliticos presentes en las estructuras
cristalograficas de otras levansacarasas (Meng y Futterer, 2003; Martinez-Fleites et

al., 2005; Pijning et al., 2011; Wuerges et al., 2015; Polsinelli et al., 2019), ya que,
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por lo general estos residuos se encuentran asociados a hojas beta plegadas que

conf or man | a spropetal Parotragparte, laaegidn de transicion en estos

dos model os muestra un plegamiento de

en

presenciadebucl es y hojas b, | o mezaMbraldsen202d.r opue st

En ambos modelos, el programa AlphaFold no logré6 modelar correctamente la
region N-terminal de 71 amino&cidos de estas enzimas. En esta region, el 78.87%
y 59.15% de los residuos modelados de LevS N85C y N70Tn38, respectivamente,
caen en regiones no permitidas en los graficos de Ramachandran. Esta diferencia
del 19.72% radica en que al final de esta regién en el modelo de LevS N70Tn38 se

observa un giro adicionale n me di o d eantiparaelalgue jnterachia con el

dominio catalitico,f or mando una estr uce¢lcoualaoseabsefvadr ma

en el model o de LevS @N85C.

Martinez-Bahena (2020), basado en andlisis in silico utilizando los servidores de
AlUPred, DisMeta y Predict Protein, propuso que los aminoacidos que conforman la
region N-terminal forman una regién intrinsecamente desordenada. Esto concuerda
con los resultados de Ruff y Pappu (2021), quienes describen que el programa
Al phaFol d model a estas regiones intr?2
gue solo sirve como representacion visual del desorden de la region. Una de las
propuestas que se han empleado en la actualidad para poder encontrar una
Afestructurao para este tipo de region
es el uso de dinamica molecular (Shrestha et al., 2021, Li et al., 2022) o la aplicacion
de nuevos métodos y analisis computacionales especificos para este tipo de

proteinas (Yang et al., 2023, Pang y Liu, 2024).

Los modelos generados de las versiones truncadas de LevS N85C y N70Tn38 a
partir de la inteligencia artificial de AlphaFold se podran utilizar para resolver el
problema de fases al momento de realizar el método de reemplazo molecular.

PRODUCCION, PURIFICACION Y CRISTALIZACION DE LA VERSION TRUNCADA
LevS N70Tn38

Para obtener los cristales de la enzima, es necesario obtener, al final de la

produccion y purificacion, una proteina con una pureza mayor o igual a 95%. La
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enzima LevS N70Tn38 es una enzima robusta, la cual se puede producir de manera
heter6loga con amplios rendimientos y se puede purificar de forma eficiente,
pudiendo alcanzar una pureza del 98% (Martinez-Morales, 2021). Ademas, esta
version truncada logra producir grandes cantidades de polimero con un minimo de
hidrélisis de sacarosa. Gracias a estas razones fue elegida para realizar la
determinacién de su estructura mediante cristalografia. Bajo la supervision de
Martinez-Morales se logré producir la enzima LevS N70Tn38 de forma heteréloga
empleando a Escherichia coli BL21, siguiendo la metodologia de descrita

brevemente en la Figura 23.

o , /9
w » X

_— ~ —_—
A 4
Fermentacion: Cosechar las Lavado: Resuspender el Lisozima:
Agregar IPTG al llegar células: Buffer fosfatos 10mM pellet: Afiadir 10 mg de lisozima Cong g
aunaDO 0506 9000 rpm — 10 min pH6 10 mL Buffer fosfatos Incubar 30 min en hielo 3 ciclos
18°C—-8h - 120 rpm 10mM Sistema hielo seco/acetona
pH6
2 (oD
—
— T
. . Centrifugado Sonicacion
Aumento?j?glig;i::;::;: g:l'buffer de Purificacion: Recuperar el sobrenadante 2 minutos, 10s “on”, 30s “off’
fosfatos a 150mM (pH 6) y a 250mM (pH 6) Cargar el extracto en una columnade DEAE+ 9000 rpm 70% de amplitud
hasta estabilizar la sefial (equilibrada; buffer fosfatos 10 mM pH6) 4°C - 40 min
Aumentar la concentraciona 350mM para eluir ) 'Cont.ectar al ',:PLC AKTA
alaenzima LevS N70Tn38 Eluir proteinas inespecificas con buffer 10mM
pH6
| { ]
Concentrar: Actividad enzimatica:
Recoleccion: Membrana de 30kDa Medir la actividad enzimaticade la
Colectar las fracciones eluidas Cambio de buffer a Acetatos 50 mM enzima mediante el método de DNS
(pH6) 1mM de CaCl2

Figura 23. Esquema de produccién de la enzima para su cristalizacion.
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Ademas, las fracciones fueron recolectadas en base al cromatograma obtenido
durante la purificacion (Figura 24A) y se analizaron mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida SDS-PAGE. En la Figura 24B, se muestra el gel de poliacrilamida
SDS-PAGE cargado con diferentes muestras tomadas durante el proceso de
purificacion y concentracion de la enzima. En el carril B se observan mdltiples
bandas de proteinas con diferentes pesos moleculares, incluida la proteina de
interés que tiene un peso aproximado de 68 kDa. En los carriles C al F se colocaron
muestras de fracciones recolectadas a lo largo de la purificacién que corresponde a
la elucion de nuestra enzima. Finalmente, en el carril G se cargé la enzima después
de concentrar todas las fracciones que contienen a la enzima LevS, logrando
obtener una predominantemente una banda de 68 kDa, eliminando la mayoria de

las impurezas presentes al inicio de la purificacion.

A

R0 W Minaal Run .10 Logbeok
s

1200

000

400
/’\\Pm- 001107202 211 46 PM [Manuah)  Glow0Jm¥minPausef 00 1/108022, 25859 PM (Manu
]

T TR TR, TR I N, T,

Figura 24. A) Cromatograma del método de purificacion montado. Elucion a 350 mM de buffer de
fosfatos pH 6. B) Gel de poliacrilamida SDS-PAGE: Carril A: Después de cargar la columna B:
Extracto sin purificar C: Fraccion 1 D: Fraccion 2 E: Fraccion 3 F: Fraccion 4 y G: Enzima pura y
concentrada.

Para determinar el grado de pureza de la enzima se realiz6 un gel de poliacrilamida
SDS-PAGE y se analiz6 mediante el programa Image J, en el cual se examingd la
cantidad de pixeles por carril, cuantificando asi el porcentaje total perteneciente a la
banda de la enzima pura, determinandose un grado de pureza de 90% (Figura 25).

En la Tabla 5. se muestra que al final de la purificacion se obtuvieron 6,699 U,
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correspondientes a aproximadamente 21.4 mg por litro de fermentacién con una

pureza del 90%.

A) kDa
—
95
72
B)
Tabla 5: Actividad enzimatica de la version truncada de LevS
’ N70Tn38
Enzima Unidades por mg de proteina Actividad
litro de pura por litro de especifica (U/mg)
fermentacion fermentacién
LevS N70 Tn38 6699 + 14.88 21419 307 £6.96

Figura 25. Gel de extracto con cuantificacion de actividad volumétrica.

Las muestras de la enzima pura fueron entregadas a la Dra. Paloma Columba Gil
Rodriguez, técnico académico del grupo de Cristalografia dirigido por el Dr. Enrique
Rudifio Pifiera, para la obtencion de cristales de la proteina. Antes de los ensayos
de cristalizacion, las muestras fueron purificadas con una mayor profundidad
empleando la técnica de cromatografia de exclusion molecular. Finalmente, se
obtuvo una muestra con una pureza del 98% que cumplié con los requisitos
necesarios para realizar los ensayos de cristalizacién. El cristal obtenido se muestra

en la Figura 26.
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Figura 26. Visualizacién por microscopia del cristal obtenido mediante el kit Wizard Classic 3 Emerald
Bio (Condiciones: 25% PEG 3350 con 200 mM de formato de magnesio a 18°C).

ANALISIS DE LOS DATOS DE DIFRACCION DE RAYOS X
En la actualidad, las estructuras tridimensionales de las proteinas pueden obtenerse

mediante diversas técnicas. No obstante, el método principal para estudiar la
estructura tridimensional de las proteinas es el analisis de difraccion de rayos X, ya
que es el método con la mayor precision y tiene como Unica limitante la calidad de

los cristales durante la difraccion de rayos X (Timofeev y Samygina, 2023).

En esta metodolog2a, |l a difracci-n ocurre cu
1A) interactGia con los electrones de las biomoléculas que se encuentran dentro del
cristal, generando una curvatura de la onda (dispersién de onda). Esto provoca que
cada electron se convierta en una pequefia fuente de rayos X, las cuales interactian
entre si (interferencia), provocando que todas las ondas dispersadas por los
electrones se sumen entre si generando ondas difractadas por cada atomo. Las
ondas mas fuertes generadas por el fendmeno de interferencia constructiva seran
las percibidas por el detector de difraccion de rayos (Gawaset al., 2019). Cada
exposicion del cristal a la radiacion de los rayos X genera un patrén de difraccion,
donde cada punto del patron representa al haz de luz difractado por el cristal. Debido
a esto, para poder resolver la estructura es necesario recolectar miles de puntos de
difracciébn mientras se rota el cristal cada vez que se expone a la radiacién. Los
datos se procesan extrayendo las intensidades relativas de los rayos X mediante la

ayuda de programas computacionales (Gawas et al., 2019).
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REEMPLAZO MOLECULAR
Para resolver el problema de fases, se decidié emplear el método de reemplazo

molecular. En este método se toma una estructura que se teoriza que es similar a

la estructura desconocida o un modelo tridimensional de la proteina de interés

generado por un predictor de estructura terciaria, se prueban todas las orientaciones

y posiciones posibles de la estructura conocida en el cristal hasta encontrar la que

mejor se ajusta a la estructura problema. En otras palabras, las fases de la

estructura conocida se utilizan como las fases de la estructura cristalizada
calculando as2 un mapa de densidad el ectr . - ni
y las amplitudes observadas de forma experimental (Evans y McCoy, 2007; Dodson,

2021).

Gracias a este método, el problema de fases pasa a ser un problema de
refinamiento donde | a soluci-n parcial entra
manera ciclica donde se realizan refinamientos (automaticos o manuales) hasta

tener la solucion correcta (Evans y McCoy, 2007; Dodson, 2021).

En este trabajo, se utilizo la prediccion de la estructura tridimensional de la version
truncada de la enzima LevS N70Tn38 generada por AlphaFold como la estructura
conoci da. Se utiliz- Yan i-popaiaael doeinid catalidicet r uct ur
para poder iniciar el reemplazo molecular ya que esta zona se pudo modelar en su

totalidad y el 100% de sus residuos se encuentran en zonas preferidas y permitidas.

DIFRACCION DEL CRISTAL QUE CONTIENE A LevS N70Tn38
El cristal de la enzima LevS N70Tn38 fue difractado por el Dr. Enrique Rudifio

Pifiera. Los datos de difraccion del cristal de LevS N70Tn38 se procesaron en el
grupo espacial P12:11. Los detalles de la colecta de datos y sus estadisticas de

procesamiento se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Estadisticas de colecta y afinamiento de datos

cristalogréaficos de LevS N70Tn38

Recopilacion de datos
Longitud de onda (A) 0.97
Intervalo de resolucion (A) 39.22 - 2.78 (2.879 - 2.78)
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Grupo Espacial

P12:11

Celda Unitaria a, b, ¢ (A)

98.99, 104.14, 138.77

Cel da Unb t ar i(

90.00, 96.251, 90.00

Estadisticas de colecta

Reflexiones totales

409975 (35069)

Reflexiones Unicas

70090 (6970)

Redundancia 5.80 (5.00)
Integridad (%) 99.13 (99.09)

Mean I/G ) 7.57 (2.81)

Factor B de Wilson (A2) 27.56

Rmerge 0.31(0.92)

Rmeas 0.35 (1.03)

Rpim 0.14 (0.44)

CCu2 0.94 (0.56)

CcCr 0.98 (0.84)

Reflexiones usadas para el

refinamiento Rwork

70087 (6970)

Reflexiones usadas para

3470 (360)
calcular Rfree
Rwork 0.38 (0.40)
Rfree 0.40 (043)
CC (work) 0.64 (0.31)
CC (free) 0.59 (0.23)
Estadisticas del afinamiento
Numero de atomos que no son
_ 19164
hidrogeno
NUumero de atomos de
19164
macromoléculas (Proteina)
Ligandos 0
Solvente (moléculas de agua) 0
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Residuos aminoacidicos 2483

Calidad estereoquimica del modelo
RMS (enlaces) (A) 0.009
RMS (angulos) (°) 1.86

Grafico de Ramachandran

Ramachandran regiones

. 92.32
favorecidos (%)
Ramachandran regiones
N 7.12
permitidas (%)
Ramachandran regiones no
" 0.57
permitidas (%)
Rotameros con mala
] 29.82
geometria (%)
Factor B promedio (A2?) 38.24

La estructura tridimensional de la versién truncada de LevS N70Tn38 fue
determinada por difraccion de rayos X a una resolucion de 2.78 A. Los cristales

obtenidos pertenecen al sistema cristalino monoclinico P1211 con dimensiones de

celda a= 98.99 ;, b= 104. 14 y ¢=138.

Se identificaron cinco copias de la enzima dentro de la unidad asimétrica del cristal
(Figura 27).
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Figura 27. Celda unitaria obtenida del cristal de la enzima LevS N70Tn38: A) Vista vertical B) Vista

horizontal ¢ o n di mensi ones de celda a= 98. 99, b= 10

Cadena A: rosa; Cadena B: Cian; Cadena C: Verde; Cadena D: Amarillo y Cadena E: Rojo.

Se recolectaron 409,975 reflexiones de las cuales 70,090 son reflexiones Unicas,
obteniendo asi una redundancia de alrededor de 5. Sin embargo, al comparar el
factor B de Wilson con el factor B promedio, se observa una discrepancia, lo que
sugiere gue el modelo obtenido esta incompleto. Esta observacion se confirma con
los valores de Rwork [0.38 (0.40)] y Rfree [0.40 (0.43)], que superan el valor de
referencia de 0.2 en ambos casos. Estos resultados indican que el modelo no
representa en su totalidad a la estructura, debido fundamentalmente a la alta
movilidad de los segmentos no construidos. Sin embargo, los estadisticos de

afinamiento demuestran que los fragmentos construidos son confiables.

Por otro lado, los valores de los datos Rmerge, Rmeas duplican a los valores de
referencia ideales, lo que sugiere una alta variabilidad en los datos recolectados. No
obstante, los valores de Rpim cumplen con los valores de referencia ideales, lo que
sugiere que al inicio de la colecta de datos su calidad era buena, pero al continuar
con las mediciones, el ruido de los datos, debido probablemente a la falta de
homogeneidad en el cristal, a la alta movilidad de segmentos de la proteina o al
efecto de los propios rayos X, ésta disminuy6. Este fendmeno se observa en la figura
28, donde la calidad de los modelos construidos es mayor en la cadena A, pero

disminuye progresivamente en las demas cadenas.
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Figura 28. Grafica de ajuste de la densidad electrénica de las cinco cadenas de LevS N70tn38. En verde: aminoacidos que se ajustan bien a la densidad electronica; En rojo; amineacidos que no se ajustan
bien a la densidad electrénica. S7



Otros parametros clave para evaluar la calidad de los datos son CC y CCu2, ya que
complementan la informacidén proporcionada por Rmerge. EI parametro CC mide la
similitud entre los datos experimentales y el modelo tedrico, mientras que CCu2
divide los datos recolectados en dos grupos distintos y los compara entre si. Para
estos datos se obtuvo un valor de CCi2 de 0.94 en la faja de datos generales y 0.56
en los datos en la faja de alta resolucion. Esto indica los datos generales se
encuentran en un umbral confiable, mientras que los datos de alta resolucién se
encuentran cerca del limite de confianza (0.50), lo cual nos sugiere que aun contiene

informacion til.

Por su parte, los valores de CC fueron de 0.98 para la faja de datos generales y
0.84 con para la faja de datos de alta resolucion. Esto indica que, si bien los datos
generales son confiables, los datos de la region de alta resolucion presentan mayor

ruido, lo que reduce la precision con el modelo tedrico.

En conclusién, los datos recolectados experimentalmente no son homogéneos,
siendo la cadena A la que presenta la mejor calidad. Como resultado, no fue posible
construir todos los aminoacidos del modelo tridimensional de LevS N70Tn38. Sin
embargo, esta estructura es confiable en las regiones visibles en los mapas de
densidad electrénica y sigue siendo valida si permite explicar fendmenos biolégicos
asociados a la enzima.

REFINAMIENTO DE LA ESTRUCTRA TRIDIMENSIONAL DE LA VERSION LevS
N70Tn38

En este trabajo, el refinamiento de la estructura tridimensional de la version truncada
de LevS N70Tn38 obtenida a partir de los datos cristalogréaficos, se llevo a cabo
tomando como referencia la copia de la cadena A, ya que esta mostré el mejor ajuste
con la densidad electronica y presentd la mayor cantidad de aminoacidos visibles
(Figura 28).

Para el refinamiento del modelo, se ajustaron manualmente los aminoacidos en las
regiones adicionales N-terminal y de transicion. Posteriormente, se empleo la
técnica de reemplazo molecular, ut i | i zando est a estructur a

conocidao para validar el ajuste. Este proce
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cada uno de los aminoacidos de las regiones adicionales de la enzima, hasta donde

fue posible realizar este proceso con los mapas de densidad electronica.

En la figura 29, se puede observar una seccion del mapa de densidad electrénica
final del dominio catalitico de la estructura de la enzima LevS, donde observamos
que los aminoacidos se ajustan perfectamente en las nubes de densidad
electronica. En rojo se resaltan los tres residuos pertenecientes a la triada catalitica:
Asp247 (nucledfilo), Asp399 (estabilizador) y Glu497 (catalizador general

acido/base).

Figura29.Mapa de densi dad -@ropeladerdominiocatalitdcede la anzima LevS.
En rojo, la triada catalitica: Asp247, Asp399 y E497.

A diferencia del dominio catalitico, las regiones adicionales de la enzima LevS
N70Tn38 no pudieron resolverse en su totalidad. Se lograron resolver 34 de los 71
residuos que conforman a la region N-terminal, no obstante, los primeros tres
residuos que conforman esta estructura fueron resueltos de manera parcial y
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manual, debido a que el mapa de densidad electronica Unicamente mostraba
pequefas Anubeso de densidad donde suponemos
(figura 30). Esto puede deberse principalmente a tres factores: la calidad de los
datos obtenidos durante la difraccion de rayos X, la autoprotedlisis que sufre la
enzima LevS después de cierto tiempo y la naturaleza intrinsecamente desordenada

propuesta por Martinez-Bahena (2020).

Figura 30. Mapa de densidad electrénica con el refinamiento de la region N-terminal

Por otra parte, solo se pudieron resolver 22 de los 38 residuos que componen a la
region de transicion truncada de LevS N70Tn38. A diferencia de la region N-
terminal, el mapa de densidad electrénica termina en el residuo Asp625 (Figura 31).
Esto puede deberse tanto a la autoprotedlisis de la enzima, como a una posible
movilidad de esta region.
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Figura 31. Mapa de densidad electrénica de la region de transicion

En conclusion, se logro obtener la estructura del dominio catalitico completa con 34
residuos resueltos de la regién N-terminal y 22 residuos de la region de transicion
de la enzima LevS N70Tn38. A esta estructura parcial de la enzima LevS N70Tn38

se le denomind LevS N34Tn22.

ANALISIS DE LA ESTRUCTURA LevS N34Tn22
Los andlisis cristalograficos nos permitieron obtener la estructura tridimensional

LevS N34Tn21 que cuenta con 34 residuos resueltos (que comprenden del residuo
Lys151 al residuo Lys185) de la regién N-terminal, 445 residuos que constituyen el
dominio catalitico (comprendidos del residuo Asn186 al residuo Thr630) y los 22
residuos resueltos que forman la region de transicion (conformados desde el residuo
Tyr631 al residuo Asp652) (Figura 32).
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N-terminal Dominio catalitico ~ Regién de transicion

71 aa 445 aa 38 aa
LevS N70Tn38 ' -
37aa—» : «—16aa
LevS N34Tn22 - o
34 aa 445 aa 22 aa

Figura 32. Estructura tridimensional LevS N34Tn22. a) Disefio combinado superficie y
representacién de las estructuras secundarias de la estructura LevS N34Tn22; b) Representacion
de las estructuras secundarias presentes en la enzima; ¢) Esquema comparativo de la secuencia
primaria completa (LevS N70Tn38) y resuelta de la enzima (LevS N34Tn22). (En gris: la region N-
terminal, en amarillo: el dominio catalitico, en azul: la region de transiciéon y en rojo: los residuos

cataliticos).

El dominio catalitico obtenido en la estructura cristalografica LevS N34Tn22 es la
conf or maci - n {propela, descritd gor Mengay Filiterer en 2003, la cual

consta de 5 palas (numeradas dell-vV) conf or madas por 4 hojas

forma de AWO (-IVulaseualassansuestran ken ld Figura 30. Ademas,
se logra observar la presencia de la triada catalitica: Asp247, Asp399 y Glu497, los
cuales estan localizadas a las palas |, 1l y IV, respectivamente (Figura 33A y 34).
Unpuntoque destacare s que | a e s tprruocpteu raa pdaer elcae
pues se observa que varias de las hojas que conforman las palas del dominio

catalitico son mas cortas en comparacion con la estructura cristalografica de SacB,

ademasde que carece de una estructura parecida

| a-prépela. Esto queda mejor ejemplificado al observar que los residuos cataliticos
Gl u497 y Asp399 no se e nammmoen $acBa(ffigurs 83C)ye
otras estructuras cristalogréaficas reportados, sino sobre un bucle, lo cual también se

encontré en el modelo in silico generado por AlphaFold (Figura 33B). Asimismo, el
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dominio catalitico cuenta con cinco hélices que se encuentran cerca del dominio N-
terminal, asicomounahoja-b anti par al el a seguida por

region de transicion.

A) \\/; S~ B Y - "‘\_ AY B) ’ / | =

k , P %_ 3 - Mspzﬂ &
T Gludgr |\ Glu497
z Asp399
4 Asp399

ol p \

? V ‘M\sp% p -
)( Gluz42 |
V Asp247 4

2

(|

Figura 33. Comparacioén de los residuos cataliticos. A) Residuos cataliticos de la estructura
cristal ogr §8f i c;B)Redidaos GtalNiGd dEImadelo de LevS N70Tn38, y C) Residuos
cataliticos de la estructura cristalografica de SacB.

En esta estructura también se encontro que al final de la region N-terminal se forman

doshoja-b anti paralelas que forman una estr
color verde lima en la Figura 34) conuna hoja-b del dominio cat al
las palas lll y IV. Esta hoja-b  d e | dominio catal2tico no
en forma de fAW0O de ninguna de | as pad as

propela. Esta estructura en forma de fZ0 también se encuentra presente en el

modelo tridimensional generado por AlphaFold.

A pesar de esto, el resto de la region forma una estructura desordenada la cual fue
descrita anteriormente. Sin embargo, en el mismo trabajo de Martinez-Bahena
(2020) se sugiri6 la posibilidad de que esta zona pueda pasar de un estado
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ordenado a uno desordenado al interactuar con alguna molécula de carbohidratos
o proteica. Por su parte, la regién de transicion en esta estructura tridimensional

parece carecer de estructuras secundarias, a excepcion de una hélice a pesar de

esto, no se | ogra apreciar | a f or mauesi-

se encuentra en el modelo de AlphaFold.

Figura 34. Estructuras secundarias de la estructura LevS N34Tn22. Se muestran 4 as

propela (pala I: rojo, pala Il: naranja, pala lll: amarillo, pala IV: verde y Pala V: azul), hélices (morado)
bucles (gris)y estructura en AZo0 (verde | i ma)

Al igual que con los modelos generados con el programa AlphaFold, se obtuvo un
grafico de Ramachandran utilizando el programa WinCoot (Figura 35). En este
grafico se puede observar que, de los 500 aminoacidos resueltos, 486 se
encuentran en regiones permitidas mientras que, Unicamente 14 caen en regiones
no permitidas (2.80), estos resultados se muestran en la Tabla 7. Este fendbmeno es
comun en estructuras tridimensionales de enzimas, especialmente en regiones

cercanas al sitio catalitico, donde las interacciones de los aminoacidos, como
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repulsiones de cargas o impedimentos estéricos, pueden generar cambios en la
rotacion de los 8 n gu |l o s ES posible yjue estos aminoacidos adopten una

conformacion permitida al interactuar con su sustrato.

A) 180
4 1
120 [}
60
A
0 ’ -
A,
P
-60 A
A
-120 o)
> 4
A
_& w AL
180 <D
-180 120

In Preferred Regions: 448 (89.60%)
In Allowed Reglons: 38 (7.60%)
Outllers: 14 (2.80%)

B
) Tabla 7: Aminoacidos en regiones no permitidas
de la estructura LevS N34Tnh22
Region Resido
Val152 Gln160
N-terminal
Ser156 Ser173
Asp188 Arg498
Asp247 Ser552
DOm0 Val259 Ser588
catalitico
Asn279 Ala594
Gly374
De transicion Glu649

Figura 36. Validacion de la estructura de LevS N34Tn22. A) Diagrama de Ramachandran de la

estructura cristalogréafica de LevS N34Tn22; B) Aminoacidos en regiones no permitidas.

Con esta estructura cristalografica se realiz6 un analisis de cargas utilizando el

programa PyMol (Figura 37) . Se observa que | a cavidad cat
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propela se encuentra altamente cargada de manera negativa, lo cual es tipico de la
familia GH68 (Meng y Fiutterer, 2003). En la literatura se ha descrito que las
interacciones electrostaticas son de gran importancia en la interaccion carbohidrato-
proteina de una enzima activa a carbohidrato, resaltando el papel de los residuos
cargados en la cavidad catalitica (Zhang et al.,, 2021). Ademas, se observo la
presencia de un ion Ca?*, este ion ya ha sido descrito en otras FNs, el cual es
esencial para la estabilizacion y catalisis de estas enzimas, ayuda en la formacion
de ipuent es enteslost grupos didroxilo de los carbohidratos con los
residuos negativos de la cavidad catalitica (Ozimek et al., 2005; Wimmerova et al.,
2012; Zhang et al., 2021 y Garcia-Paz et al. 2022).

Igualmente, no solo la cavidad catalitica se encuentra cargada negativamente, sino
gue las zonas aledafas a esta cavidad, cercanas a los dos dominios adicionales,

también cuentan con este tipo de carga.

Figura 37. Representacion de superficie de las cargas de la estructura de LevS N34Tn22.
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Una vez analizada superficialmente la estructura de LevS N34Tn22, se pueden
realizar andlisis acerca de la ubicacion de los subsitios de reconocimiento a

carbohidratos.

IDENTIFICACION IN SILICO DE LOS RESIDUOS CATALITICOS Y LOS
PERTENECIENTES A LOS SUBSITIOS DE RECONOCIMIENTO A
CARBOHIDRATO

COMPARACION DE SECUENCIA Y ESTRUCTURA DE LA ENZIMA LevS N34Tn34.
Para conocer los posibles residuos que pertenecen a los subsitios de unién a

carbohidrato, se realiz6 una comparaciéon de secuencia primaria del dominio
catalitico de la enzima LevS con la levansacarasa SacB de Bacillus subtilis (Raga
et al. 2020, PDB ID: 6VHQ) empleando los programas T-COFFE
(https://tcoffee.crg.eu/) y protein BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)
(Figura 38).

LevS - - ... N--ADGTSTTNMIYANLKDVADNIASLNPDT Y NADA[I KNLPAMTTADAQTG
SacB ASMKETNQKPYKETYGI SHI[TRHDMLQIPEQQK - NEKYQ DSST{IKN|ISS---------

LevS DV ADKT A[VANYHGY|N[I VFALAG YMLT Y|G[DITALNNWKNAG|PIVF|GF -
SacB DV PIL QIN[A]- DIG|TIVANYHGY[H|I VFALAG D Y MF[YIQKIVIGIE[T|S | D SWKNAGIR|VFIKD $

LevS ----NAKWNEEQWgGSATVNDBDS LFYTKTDQPNTV - R NLSMTYT TEVYVAKrNBDH
SacB NDSILKDQT-[QEWSGSAT|FTSDIGK[I|RILFYT DFSGKHYGK QVNVSASD[SSLNING|VIED|YK

QIQDH
- AKG|L

DKFDA

RS

Lev$ EYTL VAGTTG-FMRVI VN ERAFEANTGTN-NYQSDDAVNDDTYYG
SacB K TIY QIN VIQQJF I|DIE - GINIY S SGIDNH[TILR Y VEEIDK[GHK[Y LIVFEANTGTIEDG[YQIGEESLFNKA|YYG

GTEE
KSTS

LevS AKVDT QNP - DKLKHSKKANGAI L K NNP VAQ L ANIG | |TDE I|ERAN|I VP
SacB ESQKL QISDKKRTAE|LJA - - -[NGAJL E LKK S TVITDE I[ERAN|VFK

LINGK|F
N G KW

LevS YLFTDT RIL[S SVVPTADFN|NVG YVSDSL-FGPITPLN S VTGTQLFTSR DTYSYYAV
SacB |YLF TD|SRGIS MTIDGI TSND I YMLIGYVSINISLITGP -[YKIPLNK T LKMDLDPNDV FITIY[SHFIAV

PIVEGR
PIQAKG

LevS SDLLLV|TSY SBENEKAGTGMNATFAPSFLIQ SADGMS(TKVLDTVIL - AQGTWT - - - - - - -
SacB -NNVVI[TSYMTNRIG- -FYADKQS|TFAPSFLILN[IKGK S|IVIVKDS I LEQGQL TVNK

Figura 38. Alineamiento de la secuencia primaria del dominio catalitico de la levansacarasa LevS de

Leuconostoc mesenteroides y SacB de Bacillus subtilis.

En este alineamiento se obtuvo que el dominio catalitico de LevS y SacB poseen un
45.61% de identidad, a pesar de esto, se encontré que los residuos de los subsitios
de union a carbohidrato -1, +1, +2, +3 y +4 descritos en SacB se encuentran
conservados en LevS, a excepcion del residuo Asn394 del subsitio +3, el cual es el
homologo del residuo Aspl117 en SacB (Figura 38).
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COMPARACION DE LevS CON FRUCTANSACARASAS DE LA SUBFAMILIA GH68 1
Para conocer la ubicacion espacial de los residuos pertenecientes a los subsitios de

union a carbohidrato encontrados en LevS durante el alineamiento de secuencia
con SacB (PDB ID: 10YG), se realiz6 una comparacion de la estructura
tridimensional de LevS N34Tn22 y SacB ya que estas son levansacarasas
productoras de polimero y pertenecen a la subfamilia GH68_1 (Figura 39). En esta
comparacion se observa que las posiciones de los residuos que conforman los
subsitios de union a carbohidrato -1, +1, +2, +3 y +4 y los residuos que conforman
a la triada catalitica son bastante similares. En esta comparacion, se observo que
los subsitios del -1 al +3 se encuentran en posiciones similares. El subsitio +4 se
encuentra en la misma ubicacién espacial, pero los residuos de tirosinas se

encuentran rotados.

Figura 39. Composicion tridimensional de los subsitios de las enzimas SacB y LevS. Subsitio -1
(Rosa claro LevS, Magenta SacB), +1 (Cian LevS, Azul SacB), +2 (Naranja Levs, Amarillo SacB) +3
(Café claro LevS, Café oscuro SacB) y +4 (Morado LevS, Purpura SacB). Residuos cataliticos en

rojo.
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Ademas de la comparacion con SacB, también se realizé la comparacion con la
inulosacarasa InuJ de Lactobacillus johnsonii (PDB ID: 2YFT), pues esta enzima es
la Unica fructansacarasa multidominio con una estructura cristalografica reportada.
En este andlisis se mostré que los subsitios del -1 al +3 y la triada catalitica se
encuentran en posiciones similares; sin embargo, el subsitio +4 no se encuentra en
la inulosacarasa InuJ, ademas, en el subsitio -1 hubo un cambio de residuo de lisina
por metionina (L271-M296). Aunado a esto, el subsitio +3 posee un residuo de acido

aspartico en lugar de uno de asparagina (Figura 40).

N229/D303

<\

_\ -~
) ~

Figura 40. Comparacion tridimensional de los subsitios de las enzimas InuJ y LevS. Subsitio -1 (Rosa
claro LevS, Magenta InuJ), +1 (Cian LevS, Azul InuJd), +2 (Naranja Levs, Amarillo InuJd) y +3 (Café

claro LevS, Café oscuro InuJ). Residuos cataliticos en rojo.

COMPARACION ESTRUCTURAL DE LEVS CON LEVANSACARASAS DE LA
SUBFAMILIA GH68_2

Ademas de las comparaciones con las enzimas de la subfamilia GH68 1, la
estructura de LevS N34Tn22 también fue comparada con las levansacarasas
productoras de FOS, pertenecientes a la subfamilia GH68_2: EtLSC de Erwinia
tasmaniensis, LsdA de Gluconacetobacter diazotrophicus y Ea Lsc de Erwinia
amylovora (Figuras 41-43). En estos tres casos las posiciones de los subsitios -1y

+1 coinciden en ubicacién espacial; sin embargo, la conservacion de los
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aminoacidos cambia pues en el subsitio +1, se observa que en este grupo de
enzimas la combinacién de arginina y lisina cambian por histidina y treonina. Ya se
ha reportado que el cambio de el residuo de arginina por histidina (R360H) afecta la
sintesis de polimero en la levansacarasa SacB de B. subtilis (Chambert y Petit-
Glatron, 1991), mientras que en la levansacarasa SacB de B. megaterium el cambio
de arginina por alanina (R370A) produjo una mayor cantidad de FOS de neokestosa
y blastosa (Homann et al., 2007). En el caso de los subsitios +2 y +3 difieren
completamente en comparacion a LevS, teniendo tanto posiciones y residuos
aminoacidicos diferentes, especificamente vemos el cambio del residuo de
asparagina del subsitio +2 y +3 de LevS N34Tn22 por tirosina/fenilalanina y acido
glutdmico/aspartico respectivamente (Tabla 7). Finalmente, el subsitio +4

identificado en LevS se encuentra ausente en las enzimas de la subfamilia GH68 1.

L

N
L271/M69

N?%—

Figura 41. Comparacion tridimensional de los subsitios de las enzimas EtLSC y LevS. Subsitio -1
(Rosa claro LevS, Magenta EtLSC), +1 (Cian LevS, Azul EtLSC), +2 (Naranja Levs, Amarillo EtLSC)

y +3 (Café claro LevS, Café oscuro EtLSC). Residuos cataliticos en rojo.
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Figura 42. Comparacion tridimensional de los subsitios de las enzimas Ea Lsc y LevS. Subsitio -1
(Rosa claro LevS, Magenta Ea Lsc), +1 (Cian LevS, Azul Ea Lsc), +2 (Naranja Levs, Amarillo Ea Lsc)

y +3 (Café claro LevS, Café oscuro Ea Lsc). Residuos cataliticos en rojo.

Figura 43. Comparacioén tridimensional de los subsitios de las enzimas LsdA y LevS. Subsitio -1
(Rosa claro LevS, Magenta LsdA), +1 (Cian LevS, Azul LsdA), +2 (Naranja Levs, Amarillo LsdA) y
+3 (Café claro LevS, Café oscuro LsdA). Residuos cataliticos en rojo.
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Una comparacion de los residuos de los subsitios de union a carbohidrato de LevS

con las demas FNs se muestran en la Tabla 8.

Tab8&omparaci de | os residuos que |

uni - n carbohidrato en base

_ Subsitio
Enzi m
-1
LevsS W2 4 6 S568 S317 R398 L271 W3 16
SacB W8 5 S412 S164 R246 L1009 W16 3
Il nuld W2 71 S601 S340 R424 M2 9 6 W3 39
Et LS W45 S353 Al132 R20 2 L69 W1l31
Ea Ls W4 5 S353 Al132 R20 2 L69 W1l31
LsdA W134| S485 S225 R308 L158 W2 2 4
Subsi ti

Enzi m

+1 +2 +3 + 4
LevsS R515| K518 N394 R398 N2 29 Y389
SacB R360| K363 N2 42 R246 D117 Y237
l nuld R542| R545 N4 20 R424 N303 N/ D
EtLSC H305] T308 Y198 R20 2 E9 4 N/ D
Ea Ls H305| T308 F198 R20 2 E9 4 N/ D
LsdA H419| T422 F304 R308 D169 N/ D

*interaccion hidrofdbica | “participa en dos subsitios

A partir de estos andlisis de secuencia primaria y comparaciones de estructura

terciaria, se propusieron los subsitios de unién a carbohidrato -1, +1, +2, +3y +4 en

la enzima LevS. Los residuos correspondientes para el subsitio -1 incluyen a los
residuos Trp246, Ser568, Ser317, Arg398, Leu271, y Trp316. Para el subsitio +1,
se sugieren los residuos Arg515 y Lys518, mientras que en el subsitio +2 se

encuentran los residuos Asn394 y Arg398, este Ultimo se comparte con el subsitio -

1. Los residuos asociados a los subsitios +3 y +4 son Asn394 y Tyr389,

72



respectivamente. La ubicacidn espacial de los subsitios de union a carbohidrato (-1

a +4) de la estructura LevS N34Tn22 se muestran en la Figura 44.

Una vez identificados los residuos pertenecientes a los subsitios de union a
carbohidrato en la enzima LevS, se pueden realizar analisis de acoplamiento
molecular para identificar la interaccion que pueden tener estos subsitios con
diferentes productos de la enzima los cuales pueden actuar como receptores de la

reaccion de transfructosilacion.

Figura 44. LevS identificacién de los residuos pertenecientes a los subsitios -1 (rosa), +1 (cian), +2
(beige), +3 (café) y +4 (gris) A) Representacion de las estructuras secundarias B) Representacion

de superficie
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