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indicados por el color correspondiente. A) Presenta el modelo estructural de la interaccion del grupo 0 de 254
miembros. B) Acercamiento a la zona de interaccion. C) Tabla de contribuciones energéticas por cada par de
aminoacidos que interactia en el modelo. Los datos se obtuvieron por medio de MOE............................

Figura 35. S164A. A) Cristal de variante S164A PDB:6PWQ B) Se muestra sombreado un primer plano de
las interacciones de empaque del cristal. La cadena A (verde) y B (azul) con residuos que interactian se
muestran como palos. Los enlaces de hidrogeno se muestran como lineas discontinuas negras. El ion sulfato
estd en barras amarillas y las moléculas de agua estan en esferas rojas.............oovvvvvrivriniinninniniiniennannnns

Figura 36. A) Cristal de variante S164A (PDB:6PWQ). Se presenta en azul la cadena A y en blanco la cadena
B de SacB. Los aminoacidos en amarillo forman parte de la IPP, como D117, G184 y Y237. B) Cristal de
SacB con cadena de oligosacarido de 6 fructosas (PDB:6VHQ). Se muestran los enlaces de hidrogeno entre
Y237,D117y G184 con el oligosacarido en cadena A y B de la unidad asimétrica.................cooooviiinin.
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68

69

70

70

71

10



AV
.'r\/’ A ‘\/2
> A

Universidad Nacional Auténoma de México («?’ 2
Instituto de Biotecnologia /) (S

Q’//)kﬁ?\b

Indice de tablas

Tabla 1. Efecto de las diferentes condiciones de reaccion en la especificidad de SacB........... 21
Tabla 2. Condiciones de PCR inversa modificado................cooooiiiiiiiiiiiiiiiiinee. - 38
Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados para mutagénesis dirigida al sitio......................oeeeee 39
Tabla 4. Condiciones de PCR para mutagénesis sitio-dirigida...................ooeiviiiiiiinn... 39
Tabla 5. Actividad especifica de las LS construidas en el proyecto..............cooevveiiiiinn... 49
Tabla 6. Energias de union entre los aminoécidos del sitio SEUF-2 de SacB y la fructosa,

obtenidas en MOE a partir del cristal 6VHQ...... ..., 54
Tabla 7. Resultados de acoplamiento proteina-proteina en ClusPro.....................ooooiiini. 64
Tabla 8. Mutantes obtenidas a partir de SacB y su efecto en la sintesis de levana.................. 70
Tabla A. Prediccion de la estabilidad de las posibles mutantes de SacB en el SEUF-1............ 80
Tabla B. Prediccion de la estabilidad de las posibles mutantes de SacB en el SEUF-2............ 81
Tabla C. Prediccion de la estabilidad de las posibles mutantes de SacB en el SEUF-3............ 82

11



Universidad Nacional Autonoma de México é{/}

Instituto de Biotecnologia 7))

1. Resumen

La levana es un polimero de interés biotecnoldgico debido a que sus caracteristicas bioquimicas y
fisicoquimicas le confieren potencial para una gran variedad de aplicaciones. La levansacarasa producida
por Bacillus subtilis 168 (Bs-SacB) tiene la capacidad de producir levana de diferentes pesos moleculares
en funcion de las condiciones en las que se lleve a cabo la reaccion. Del mismo modo, derivado de un
analisis estructural de la enzima, se ha observado también que modificaciones en la superficie pueden
jugar un papel importante en la distribucion del peso molecular de la levana que produce. En este trabajo
se evaluo, primeramente, si existe un efecto en el peso molecular de la levana que sintetiza causado por la
etiqueta de polihistidinas utilizada para la purificacion de esta enzima. Al eliminar la etiqueta se encontrd
un efecto considerable a bajas concentraciones de enzima (0.55 pg/mL), ya que a esta concentracion se
presenta una distribucién bimodal del peso molecular de levana, mientras que la enzima con la etiqueta,
sintetiza exclusivamente levana de alto peso molecular. Otras modificaciones realizadas, fueron
mutaciones sencillas en aminoacidos que se encuentran en los diferentes subsitios externos de union a
fructosa (SEUF-1 a SEUF-3), descubiertos en la superficie de la enzima mediante andlisis
computacionales con las estructuras cristalinas 1OYG y 6PWQ. Se encontrd que las variantes E245A y
K148A, que forman parte de SEUF-1 y SEUF-2 respectivamente, sintetizan preferencialmente levana de
alto peso molecular. Por otro lado, la mutante del SEUF-3, D83A, present6 una pérdida de actividad,
probablemente por un cambio estructural que desestabilizo al sitio activo. En estudios recientes se
demostr6 que al evitar o disminuir las interacciones entre moléculas de enzima durante la sintesis, ya sea
empleando bajas concentraciones de Bs-SacB, o inmovilizandola por enlace covalente a un soporte, se
produce exclusivamente levana de alto peso molecular. Para evaluar si dichas interacciones podrian estar
involucradas en el mecanismo de sintesis de levanas de bajo peso molecular, su existencia se determin6
mediante la transferencia de resonancia de Forster. En este trabajo se presenta la primera evidencia de
interacciones proteina-proteina y su probable relacion con el mecanismo de sintesis de levana de bajo peso

molecular.
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2. Introduccion

La levansacarasa (EC2.4.1.10), que es codificada en Bacillus subtilis por el gen sacB, es una enzima que
pertenece a la familia 68 de las glicosil hidrolasas (GH68). En presencia de sacarosa, la levansacarasa
forma un complejo fructosilo-enzima, que posteriormente da lugar a dos tipos de
reacciones: transfructosilacion, cuando el residuo de fructosilo se transfiere a otra molécula de sacarosa,
a la cadena de levana en crecimiento o a otra molécula aceptora agregada al medio de reaccion,
e hidrolisis, cuando el residuo fructosilo se transfiere al agua. La levana es un polimero de fructosa
compuesto por enlaces f 2—6 en la cadena principal con ramificacion en enlaces § 2—1. Dependiendo del
peso molecular, la levana cubre una amplia gama de aplicaciones, tales como transportador y liberador de
farmacos (DDS), agente formador de bio-peliculas o nanoparticulas, agente viscosante, entre otras. Dada
su capacidad antiinflamatoria, su uso potencial como prebidtico, antitumoral y antioxidante, es muy

prometedor para aplicaciones en las industrias alimentaria, médica y farmacéutica'.

Durante afios de investigacion, se ha demostrado que el peso molecular que alcanza el polimero durante
la sintesis enzimatica depende de la estructura de la enzima, a su vez asociada al microorganismo que la
expresa®>*>67 Se ha demostrado también, que el peso molecular del polimero depende de las condiciones
de reaccion tales como la temperatura®, la fuerza ionica’, la presencia de disolventes!?, el estado de la

enzima —soluble o inmovilizada-!!, la concentracion de enzima y de sustrato®.

Recientemente se demostrd que el mecanismo de reaccion mediante el cual SacB sintetiza polimeros de
bajo peso molecular es no procesivo, al observar en el medio de reaccion la presencia de intermediarios
de peso molecular creciente, resultado de un proceso intermitente de adicion de moléculas de fructosa a
las cadenas de polimero en la sintesis'?. Por el contrario, para el caso de la levana de alto peso molecular,
existe aun la hipdtesis de que la sintesis se lleva a cabo mediante un mecanismo procesivo, mediante el
cual la cadena de polimero seria alargada de forma continua, probablemente asociada a la enzima,
liberandose al medio al final de la sintesis cuando se alcanza el maximo tamano. Esto se concluye al no
haberse observado hasta ahora intermediarios de la sintesis en el medio de reaccion. Para tratar de
comprender de forma integral los mecanismos de elongacion del polimero, se han propuesto hipotesis
basadas en interacciones proteina-proteina o proteina-levana. Sin embargo, en la busqueda de dichas

interacciones, se demostré a través de experimentos de calorimetria y cristalografia, que la enzima
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permanece como un mondémero en un amplio intervalo de concentraciones de proteina y que existe una

afinidad débil (M) entre la levana sintetizada y la enzima®.

Asi, existe interés por dilucidar el mecanismo de polimerizacion de levana, no solo para comprender la
dindmica del proceso de sintesis, sino eventualmente, para poder controlarlo, asegurando asi una
produccion eficiente de levana de un peso molecular controlado que, de acuerdo con sus propiedades
fisiologicas, fisicoquimicas y reoldgicas, resulte de interés para aplicaciones industriales o farmacologicas

especificas.
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3. Generalidades

3.1 Levanas y levansacarasas

La levana, junto con la inulina, forma parte de las llamadas fructanas, homopolimeros conformados por
unidades de fructosa que tienen reconocimiento por su amplia gama de aplicaciones. Su estructura consiste
en unidades de fructosa unidas mediante enlaces glicosidicos tipo B-2,6 y puede presentar ramificaciones
mediante enlaces -2,1 (figura 1). Este polimero es sintetizado por las enzimas levansacarasas (LS),
fructosiltransferasas que pertenecen a la familia 68 de las glicosil hidrolasas. Hasta ahora se ha predicho
que la conformacion de la levana es helicoidal y se compacta en nanoparticulas'3. Dentro de las fuentes
de este interesante polimero, se encuentran las plantas y los microorganismos. La levana sintetizada por
LS provenientes de diferentes organismos posee un grado de polimerizacion particular y provee distintas
funciones, como formador de biopeliculas, como protector contra la desecacién o como reservorio de
nutrientes extracelulares. Actualmente, se explora su gran potencial en aplicaciones biotecnoldgicas
debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja toxicidad, ademés de ofrecer un conjunto de
propiedades fisicoquimicas de interés (baja viscosidad, alta solubilidad acuosa y adherencia). Cabe
mencionar que, de acuerdo al peso molecular de la levana, sus caracteristicas se modifican y determinan
el tipo de aplicacion al que pueda dirigirse. Por ejemplo, recientemente se ha encontrado que la levana de
alto peso molecular presenta propiedades antitumorales y anti-hipercolesterolémicas, mientras que la
levana de bajo peso molecular tiene potencial como transportador/liberador de farmacos, asi como
propiedades prebidticas y antioxidantes!. Se ha encontrado que la levana es capaz de auto-ensamblarse
con la finalidad de reducir los contactos hidrofobicos en el agua, lo que da lugar a la formacion de
nanoparticulas, capacidad que se le atribuye a su naturaleza anfifilica. Esta caracteristica particular le

confiere su potencial aplicacion como agente transportador y liberador de farmacos!®.

Ramificaciones g (2—1)

_OH
OH OH
HO O-n @
HO o) o4+ OH
'/~ OH o ; ~OH
[ o OH
{ OH OH OH O-/a
\\_/O"' \ ° \oH
n o OH OH
OH O~/
moH oA

Enlaces B (2—6)

Figura 1. Estructura quimica de la levana'.
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3.2 Levansacarasa Bs-SacB

Dentro de los productores mas estudiados de las LS, se encuentra una gran variedad de microorganismos,
destacando bacterias Gram negativas como Gluconobacter, Zymomonas y Erwinia, y Gram positivas
como Actinomyces, Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus y Leuconostoc, entre otras. La LS producida
por Bacillus subtilis (Bs-SacB) con 52 kDa y 473 aminoacidos en su estructura, posee propiedades
particulares tales como la produccion de un polimero con una amplia distribucion de pesos moleculares
dependiendo de las condiciones de reaccion. Es importante resaltar que, cuando las reacciones de sintesis
se llevan a cabo con 0.3 M de sacarosa, a 37°C y pH 6.0, Bs-SacB sintetiza tanto levanas de bajo (8.3
kDa), como de alto peso molecular (3500 kDa), lo que se describe como levana con una “distribucion
bimodal de pesos moleculares™-*. La sintesis de levana se lleva a cabo mediante un mecanismo de tipo
ping-pong, que involucra la participacion de un intermediario fructosilo-enzima obtenido a partir de la
sacarosa (figura 2)'6. En este mecanismo participan directamente tres aminoacidos: D86 como nucleofilo,
D247 como estabilizador de dos estados de transicion y E342 como catalizador acido-base’. Al formarse
el complejo fructosilo-enzima se pueden presentar dos tipos de reaccion: transfructosilacion e hidrolisis.
En la reaccion de transfructosilacion, el residuo de fructosilo se transfiere a una molécula aceptora en el
medio de reaccion. La reaccion de hidrolisis ocurre cuando el residuo de fructosilo se transfiere al agua,

produciéndose fructosa y glucosa'’.

— — %
Grupo saliente
— OH
OH Gs ® HH%«é:‘o OH
HO O 4 0 HO O +TOH HO OH HoO
sc. o Ty <= E | |
1 HO . 342GIu" ©-- XS _ v, O s 0
AP0y -— HO o 3
0; ~H O>P\OH o }—AspSG o/[a
342Gl A6t oH, OH o, .H{g HO 'Asp86
Y Tho . \ & : o
; N /)\ © o) H
o'\ ,'CH) 0~ “Asp8s Asp247 >\—o"
>*Ol Asp247
Asp247 L Estado de transicion1  _| Complejo
enzima-sustrato
— — % / -OH
-OH @
| ~ o] ~\‘/VO [
O _° s oH 4 Ty OH
) ) aa26i’ "0 HO [4
HO OH HO o
OH d\ /g O}—Aspss
g
Asp247
Estado de transicion 2

Figura 2. Mecanismo de reaccion de Bs-SacB’.
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El mecanismo de sintesis de levana de bajo peso molecular ha sido elucidado con detalle'?, definido en
tres etapas: inicial, tardia y de agotamiento de la sacarosa (figura 3). En la etapa inicial, se lleva a cabo la
reaccion de hidrolisis de la sacarosa, formando glucosa y fructosa. Ademas, en esta primera etapa también
se lleva a cabo la reaccion de transferencia, donde la sacarosa es aceptor del grupo fructosilo. Es decir,
cuando la sacarosa dona su grupo fructosilo, éste se transfiere a otra molécula de sacarosa formando un
trisacarido con 3 posibles estructuras dependiendo del carbono de la sacarosa al que se transfiere;
I-questosa (carbono 1 de la fructosa), 6-questosa (carbono 6 de la fructosa) o neoquestosa (carbono 6 de
la glucosa). En la etapa tardia, las moléculas producidas anteriormente funcionan como aceptoras y dan
lugar a series de fructooligosacaridos (FOS) intermediarios. En esta etapa, también se produce blastosa,
levanbiosa e inulobiosa, a partir de la glucosa y la fructosa producidas inicialmente por la hidrdlisis de
sacarosa. Finalmente, en la etapa de agotamiento de la sacarosa, se identifican series heterogéneas de
levana con grados de polimerizacion que van de 2 a 50 unidades de fructosa. La presencia de estos
productos de reaccidon mostraron que la sintesis de levana de bajo peso molecular por Bs-SacB se realiza

a través de un mecanismo de elongacion no procesivo de las cadenas de levana'?.
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Figura 3. Sintesis de intermediarios de la reaccion de produccion de levana de bajo peso molecular, a partir de
sacarosa por Bs-SacB*.

3.3 Efecto de las condiciones de reaccion en el peso molecular de la levana

Un tema importante abordado por diversos grupos de investigacion, se refiere a las condiciones de

reaccion que definen la especificidad de reaccion en términos de hidrolisis/transferencia. Esta

especificidad de reaccion estd en funcion de la afinidad por las moléculas aceptoras y se refiere a la

capacidad de la enzima para llevar a cabo la reaccion de hidrolisis o de transferencia. Las enzimas que

tienen mayor afinidad por moléculas de agua son mayormente hidroliticas, y aquellas que tienen alta

afinidad por los otros aceptores poseen mayor especificidad por la reaccion de transferencia. Asi, se ha

estudiado el efecto de multiples variables y condiciones en las que se lleva a cabo la reaccion,
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caracterizandose asi la actividad de hidrolasa y la de transferasa de SacB. Al estudiar estas condiciones,

se ha concluido que las diferentes actividades de la LS pueden ser moduladas por factores tales como la

concentracion de sacarosa, la temperatura, la fuerza idnica, el medio de reaccion (acuoso o en solvente

organico), asi como el estado de la enzima (inmovilizada o libre en solucion) y la concentracion de la

misma. En este escenario, es importante sefialar que estos parametros no solo influyen en la tasa de

hidrolisis/transferencia, sino también la especificidad de SacB determinada por la distribucion del peso

molecular de levana (alto peso molecular, bajo peso molecular, distribucion bimodal). A continuacion, se

presenta en la tabla 1 los efectos de las diferentes condiciones de reaccion que modulan la tasa H/T y el

peso molecular de la levana.

Tabla 1. Efecto de las diferentes condiciones de reaccion en la especificidad de SacB

Condicion de reaccion

Concentracion de sustrato
Temperatura

Fuerza ionica

Disolventes organicos

Inmovilizacion enzimatica

Concentracion de enzima

Efecto en H/T

A altas concentraciones de sustrato
(600 g/L) asi como a temperaturas
bajas (4°C), se favorece la reaccion
de transferencia.

En 2-metil-2-butanol, la reaccion de
transfructosilacion comprende el
80% de la actividad total de SacB
mientras que, en 1,4 dioxano, acetona
y acetonitrilo la actividad hidrolitica
es completamente eliminada.

La inmovilizacion mejora la
actividad de transfructosilacion.

La transferencia se favorece al
disminuir la concentracion de
enzima.

Efecto en peso molecular de levana

A 45°C se favorece la sintesis de levana de
alto peso molecular.

Una alta concentracion de sal (0.5 M NaCl)
da como resultado la sintesis exclusivamente
de levana de bajo peso molecular.

La presencia de disolventes como etanol,
polietilenglicol o 2 metil 2-butanol favorese
la sintesis de levana de alto peso molecular.

Se favorece la sintesis de levana de alto peso
molecular al inmovilizar la enzima en perlas
de agarosa por medio de la etiqueta de
histidinas.

A concentraciones altas de enzima (55.0
ng/mL) se favorece la sintesis de levana de
bajo peso molecular, a diferencia de
concentraciones bajas de enzima (0.55
pg/mL) que favorece la produccion de
levana de alto peso molecular.

3.3.1 Efecto de la concentracion de enzima en el medio de reaccion

Referencias

20

Entre las condiciones de reaccion estudiadas, que determinan la especificidad de Bs-SacB, destaca la

concentracion de enzima. Cuando se emplean bajas concentraciones de enzima (0.55 pg/mL equivalentes

a 0.1 U/mL) se favorece la sintesis de levana de alto peso molecular, mientras que en reacciones con
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concentraciones elevadas de enzima (55.0 pg/mL equivalentes a 10.0 U/mL) se obtiene inicamente levana

de bajo peso molecular (figura 4). Esto se demostro al realizar un experimento con Bs-SacB en el que se
emple6 una doble mutante inactiva E342A/D86A para incrementar la concentracion de enzima sin alterar
la actividad enzimadtica total, obteniéndose levana de bajo peso molecular, tal como sucede a altas
concentraciones de enzima activa. También se validé que el efecto fuera especifico de la concentracion
de Bs-SacB y no de un problema de difusion, complementando una baja concentracion de Bs-SacB con
otras proteinas como albumina y lisozima, sin obtener cambios en la distribucion del peso molecular de

levana con respecto a la que se observa a bajas concentraciones de enzima® (figura 5).
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Figura 4. Efecto de la concentracion de enzima en la distribucion de peso molecular de levana. (A-C) Perfil de
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pg/mL B-B") 5.5 pg/mL y C-C") 55.0 ug/mL de SacB®. HMW: levana de alto peso molecular, LMW: levana de
bajo peso molecular.
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3.3.2 Inmovilizacion de la enzima

En bacterias lacticas como Streptococcus mutans, la LS se encuentra parcialmente unida a la pared celular
y parcialmente libre en el medio de cultivo. Se plante6 que el hecho de que la enzima muestre diferentes
especificidades cataliticas podria estar también relacionado con las necesidades del microorganismo de
usar la levana, ya sea como reservorio de energia o como proteccion al estrés generado por falta de
hidratacion y formacion de biopeliculas. En un estudio reportado en 1993 se analiz6 el comportamiento
catalitico de la enzima tanto en solucidn como asociada a una matriz de hidroxiapatita®!. Se observo que,
debido a la inmovilizacion, la actividad transferasa se favorecia y el polimero sintetizado resultaba de alto

peso molecular.

En 2020, se reporto el efecto que tiene la inmovilizacion de Bs-SacB. Para estos experimentos la enzima
se inmoviliz en un soporte de agarosa que se encuentra unido a un quelante, el 4cido nitriloacético. Este
a su vez retiene a través de enlaces covalentes dativos (de coordinacion) iones de Ni** con los cuales la
etiqueta de histidinas asociada con la enzima interactiua fuertemente. Al inmovilizar 1 U/mL de Bs-SacB,
ésta sintetizo levana de alto peso molecular!!. ;Por qué la inmovilizacion modificaria la especificidad de
la enzima? Esta pregunta atn no tiene una explicacion clara y contundente. Se ha supuesto?!, por ejemplo,
un efecto microambiental derivado de la restriccion al acceso de moléculas de agua al sitio catalitico o

una limitacion a la difusion de las cadenas de levana en crecimiento.
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3.3.3 Modificacion quimica de levansacarasas

En 2018, para fines de ingenieria enzimatica, en el grupo de investigacion del profesor Jiirgen Seibel en
Wurzburg, se realizd una modificacion quimica selectiva de los residuos de tirosina expuestos de la LS
de Bacillus megaterium (Bm -LS). Esta modificacion se realizo con la intencion de evitar los posibles eventos
de disociacion entre la enzima y los oligosacéridos durante el alargamiento del polimero. La modificacion se
realizd a través de la adicion covalente de una cadena lateral quimica flexible (azido-1-desoxi-B-D-
glucopirandsido) mediante una reaccion de tipo Alder-eno (adicion de un endfilo a un alqueno por transposicion
alilica). La Bm-LS no puede llevar a cabo la sintesis de levana de alto peso molecular, pero con la adicion de la
fraccion glucopiranosido, la enzima pudo sintetizar levana de alto peso molecular. En esta investigacion,
demostraron que la modificacion de residuos de tirosina estratégicamente situados puede cambiar la
especificidad del producto de Bm-LS y asi crear nuevos productos de polimeros al tiempo que aumenta la

relacion de transferencialhidrolisis®’ .

3.4 Estudios de la relacion estructura-funcion en levansacarasas

Los estudios de estructura/funcion de SacB iniciaron cuando se publicé la primera estructura
cristalografica de una LS perteneciente a Bacillus subtilis (PDB: 10YG). A partir del cristal de Bs-SacB
en complejo con sacarosa (PDB: 1PT2) se determinaron los aminoacidos que forman parte de los subsitios
-1 y +1 (sitios de union a azlicares). El subsitio -1 esta conformado por aminoacidos que participan en la
unioén a la unidad de fructosilo de la sacarosa y el subsitio +1 estd integrado por los aminoacidos que
interactian con el grupo saliente, la glucosa!’. Se han explorado los sitios subsecuentes que participan en
la unién a oligosacaridos. El subsitio +2 se propuso a partir de la estructura cristalografica de SacB en
complejo con rafinosa (PDB: 3BYN)?2. Y el subsitio +3 y +4 fueron elucidados recientemente mediante

el cristal de Bs-SacB en complejo con oligosacéaridos (PDB: 6VHQ)?.

3.4.1 Estructura cristalografica de las LS

Estructuralmente, las LS comparten un plegamiento que consiste en una f-propela de 5 hojas que adopta
una topologia en “W” de 4 hebras B-antiparalelas, las cuales encierran la triada catalitica formada por dos
residuos de acido aspartico y un acido glutamico. La topologia de la B-propela forma un bolsillo central

cargado negativamente, donde se unen la sacarosa y otros oligosacaridos pequefios.
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Actualmente se cuenta con la estructura cristalina de las LS de Bacillus subtilis (Bs-SacB, PDB:10YG y
PDB:1PT2), Bacillus megaterium (Bm-LS, PDB:30M2), Erwinia amylovora (Ea-LS, PDB:4D47) y
Gluconacetobacter diazotrophicus (Gd-LS, PDB:1W18), las cuales han sido la base para los estudios de
estructura/funcion sobre las enzimas de la familia GH68. Estas LS presentan un perfil de producto
diferente: Bs-SacB (figura 6) produce levana de bajo y de alto peso molecular, Bm-LS produce FOS con
un peso molecular promedio de 1.6 kDa?, Ea-LS produce principalmente FOS de 2 y 3 unidades de
fructosa y puede sintetizar levana de hasta 29700 kDa (a >500 mM de sacarosa)’** y Gd-LS produce casi
exclusivamente 1-kestosa y 1-nistosa®. Estas cuatro estructuras cristalograficas de las LS se seleccionaron
para llevar a cabo una comparacion detallada de sus bolsillos de unién central donde se observéd que la
arquitectura del sitio de unidon a la sacarosa se conserva, mientras que los bucles que lo rodean son
variables. Dicha variedad estructural se atribuye a bolsas centrales que exponen diferentes areas y
volumenes superficiales. Sin embargo, se encontrd que no existe una relacion entre el area superficial y/o
el volumen de los bolsillos de union (binding pocket) y el perfil de producto sintetizado por cada enzima

aun cuando, por ejemplo, la LS Bm-SacB tiene el 73% de identidad de secuencia respecto a Bs-SacB%.

Figura 6. Estructura cristalografica de SacB expresada por Bacillus subtilis (PDB:10YG).

3.4.2 Union a otros ligandos

En un estudio realizado en 2008, Beine et al., reportaron analogos a sacarosa como sustratos alternativos
para Bs-SacB. En efecto, andlogos como Man-Fru, Gal-Fru, Xil-Fru y Fuc-Fru, pueden ser usados como

sustratos por la LS de B. subtilis; influyendo ademas en la longitud de los productos y la eficiencia de la
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reaccion enzimatica. Como explicacion a este efecto, Meng y Fiitterer!'” reportaron que cuando la LS actia
sobre la rafinosa, el residuo galactosilo de la rafinosa, produce enlaces de hidrégeno entre el hidroxilo en
posicion 6 y los residuos N242 y T237, mientras que los hidroxilos en posicion 2, 3 y 4 apuntan al
disolvente. En el sustrato Gal-Fru, el residuo galactosilo interactiia mediante el hidroxilo en posicion 6 de
la misma manera que se observa para el galactosilo de la rafinosa. De ahi se plantea que N242 ubicado en
el subsitio +2 puede contribuir a la unioén con el aceptor y a la coordinacion de la cadena de fructanos en
crecimiento. Se especula que el polimero de levana puede formarse como consecuencia de esta
interaccion. Por el contrario, el residuo xilosilo de Xil-Fru al no tener un grupo 6 hidroxilo, no puede
coordinarse como un aceptor de la misma manera que Gal-Fru o sacarosa, lo que puede explicar la

aparicion exclusivamente de xilofructooligosacaridos®.

3.4.3 Mutagénesis sitio dirigida en elementos estructurales de la enzima

Con el objetivo de dilucidar el mecanismo de reaccién de SacB, asi como los elementos estructurales que
definen la actividad hidrolasa y la transferasa, varios grupos de investigacion han realizado mutagénesis
sitio-dirigida. Se han realizado sustituciones de aminoacidos que provocan cambios en la carga y en la
polaridad de sitios especificos. Con base en los resultados reportados hasta la fecha, se propone que la
polimerizacion para obtener levana de alto peso molecular requiere de un mecanismo de tipo procesivo,
que obliga a una alta afinidad de la enzima por la cadena polimérica en crecimiento en los subsitios de
uniodn a carbohidratos: -1, +1, +2 y subsecuentes. La preferencia por la sintesis de levana de alto o bajo
peso molecular que presentan las variantes que disefiaron y probaron, podria resultar de la reduccion de la

afinidad del polimero por los subsitios, ya que las mutantes sintetizan exclusivamente oligosacéaridos?®.

Strube et al., descubrieron que la mutacion de un aminoacido de la fructosiltransferasa de Bm-SacB
(N252A) elimina la sintesis de polisacaridos. Esto proporciona informacion importante ya que este
aminoécido no se encuentra en el sitio activo?®. El analisis de la estructura cristalina de la LS de Bacillus
subtilis en complejo con sacarosa (PDB: 1PT2) y rafinosa (PDB: 3BYN) proporciond informacion sobre
el papel funcional de N242 (correspondiente a N252 en Bacillus megaterium). El residuo N242 forma
parte del subsitio +2 y puede contribuir a la coordinacion de la cadena de fructanos en crecimiento. Sin
embargo, hasta este reporte, no habia evidencia de la existencia de elementos estructurales en la superficie

de la enzima, alejados del sitio activo, que participaran en el proceso de transfructosilacion.
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Como se revisO recientemente’, ademdas de las condiciones de reaccion antes mencionadas, el peso
molecular y las propiedades de los polimeros de fructosa u oligosacaridos, incluida la relacion de
hidrolisis/transferencia, pueden estar asociados a diferentes elementos estructurales de la enzima, incluida
la geometria, volumen y composicion de aminoacidos del sitio activo asi como de los subsitios de union
a carbohidratos antes mencionados. También se han considerado otros factores estructurales, como la
presencia de aminoécidos particulares en diferentes capas que conducen a la cadena de levana en
crecimiento desde el sitio activo hasta la superficie de la enzima. En este sentido, se ha definido que el
sitio de union a sustrato se divide en tres capas; la primera capa esta compuesta por lo aminoacidos que
interactian mediante enlaces de hidrégeno con la sacarosa, determinando el sitio de union a sacarosa. La
segunda capa comprende aquellos residuos cercanos a la sacarosa pero que no estdn involucrados en
contactos polares con el sustrato y la tercera capa estd compuesta por los aminoacidos que participan en
la unidén a oligosacaridos®. Asi, se construyeron una seric de mutantes de SacB, modificando los
aminoacidos que rodean el sitio catalitico® donde se encontré que la mayoria de las mutantes exploradas
se volvieron mas hidroliticas que la enzima silvestre, excepto la mutante S164A. La serina 164
corresponde a un residuo semi-conservado ubicado en el sitio de unidén a sacarosa de las GH6S8. Este
aminodcido tiene contacto con el nucledfilo D86 y el hidroxilo en posicion 4 del fructosilo a través de
enlaces de hidrogeno. Su modificacion por alanina presenta una serie de particularidades, entre las que se
encuentra el aumento de la transglicosilacion alrededor de un 15%, la produccion monomodal de levana
de bajo peso molecular (a una concentraciéon de enzima equivalente a 1.0 U/mL) y una preferente
produccion de una serie de blasto-oligosacaridos (oligosacaridos de fructosa con una molécula de blastosa
en el extremo no reductor). Al analizar el comportamiento de la variante S164A también se encontrd un
efecto correspondiente a la concentracion de enzima en la sintesis de la levana. Anteriormente se reportd
que S164A sintetizaba inicamente levana de bajo peso molecular. Sin embargo, en nuestro grupo de
investigacion se encontr6 que ese comportamiento se debia a la concentracion de enzima ya que la variante
S164A tiene una kea=6,4 s~! en contraste con kea=164.4 s ! de SacB WT. En una reaccién con 1.0 U/mL
de enzima se necesitan 5.5 pg/mL de SacB WT y 141.4 ng/mL de S164A (25 veces més proteina respecto
a la enzima silvestre). Cuando se realiz6 la reaccion con Bs-SacB WT y S164A con concentraciones de
0.55 pg/mL y 5.5 ug/mL, (equivalentes a 0.1 U/mL y 1.0 U/mL de SacB WT respectivamente), se observo

la misma especificidad en ambas, lo que comprobd que el comportamiento previamente descrito para la
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variante S164A se debid a un artefacto causado por la concentracion de enzima empleada en el

experimento y no al cambio de serina por alanina en la posicion 164!,

3.4.4 Nuevos sitios externos de union a fructosa identificados en Bs-SacB y su variante S164A

Para estudiar el comportamiento de la variante S164A, anteriormente mencionada, se determino la
estructura cristalina de S164A (PDB: 6PWQ) y se realizé un estudio de acoplamiento molecular “ciego”
de los cristales 6PWQ y 10YG con moléculas de glucosa y fructosa (figura 7). Cuando la fructosa se
utilizd como ligando, se encontraron interacciones con el subsitio -1 tal como se esperaba (con energias
favorables que van de -5 a -6 kcal/mol), pero también se encontraron dos subsitios de interaccion
adicionales, no reportados hasta esa fecha. Estos sitios externos de unién a fructosa (SEUF), se ubican en
la superficie de Bs-SacB y su variante S164A, fuera del sitio catalitico y presentan interacciones con
energias de union de -4.7 y -4.8 kcal/mol respectivamente. E1 SEUF-1 esta conformado por los residuos:
Y37, Y41, Y271, Q272, E275, S276, N279 y Y282 y el SEUF-2 por los residuos: D118, T119, S120,
R141, D145, K148, Q159, T160, Q161 y E162!!. En el cristal de Bs-SacB en complejo con levanhexosa
(PDB: 6VHQ) obtenido recientemente®®, se confirmé la presencia del SEUF-2 observado por el analisis
de acoplamiento molecular: Este sitio, denominado OB2 (oligosaccharide binding site 2) demuestra la
union de una molécula de levanhexaosa principalmente interactuando con dos de sus unidades fructosilo.
Los residuos N115, D145, K148, Q159 y E162 participan estabilizando la molécula de levanhexaosa a

través de interacciones directas.

Adicionalmente a estos dos SEUF, se encontr6 un tercer subsitio de interaccion en la variante S164A. El
SEUF-3 estd conformado por los residuos: D83, P113, T431, N432, F435, K439, Q440 y S441. El
SEUF-3 pareceria exclusivo de S164A, sin embargo, después del anélisis de ambas estructuras cristalinas,
se concluy6 que el cambio en los bucles que presenta S164A respecto a Bs-SacB, son resultado de las
condiciones en las que se obtuvieron ambos cristales y no consecuencia de la mutacion, por lo que se ha

considerado también como parte de Bs-SacB. Los tres sitios externos se muestran en la figura 6.D.
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Figura 7. Sitios de union potenciales de B-fructofuranosa en la superficie de Bs-SacB. A-B) Se identificaron dos
subsitios en la misma region de SacB WT (PDB: 10YG) y variante S164A (PDB: 6PWQ) mediante experimentos
de acoplamiento molecular entre Bs-SacB y S164A con fructosa. C) SEUF-3 identificado en S164A (PDB:
6PWQ)'". D) Estructura cristalografica de SacB WT (PDB: 10YG). Cada SEUF estd marcado con un color
correpondiente, asi como el sitio catalitico y el N y C terminal.

3.4.5 Efecto de la fusion de dominios terminales a SacB

Se ha caracterizado una subfamilia de fructosiltransferasas multidominio (FTF-MD) que han adquirido
dominios estructurales de las regiones N y C terminales de las glucansacarasas en Leuconostoc spp Gram
positivas. Estas FTF-MD incluyen a la inulosacarasa (IslA) de Leuconostoc citreum y LS (LevS, LevC y
LevL) de L. mesenteroides. Aunque estas enzimas no son tan estables como algunas fructosiltransferasas
de bacterias Gram negativas, su conversion de sustrato por hidrolisis es, en el mayor de los casos, del
25%, lo que los hace productores mas eficientes de fructanas en comparacion con las fructosiltransferasas
de dominio tinico, como SacB. En este contexto, pensando que la adquisiciéon de dominios dificulta el
acceso de agua, se han propuesto diferentes estrategias para reducir la actividad hidrolitica tales como el
uso de disolventes organicos, la inmovilizacion de enzimas en soportes hidrofobicos o el desarrollo de

agregados de enzimas entrecruzadas. De manera similar a lo que sucede con las FTF-MD, una estrategia
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propuesta en 2012, fue la construccion de cuatro LS quiméricas de SacB, en donde se adicionaron
diferentes extensiones a SacB que incluian un dominio de transicion (206 aminoacidos que poseen 25%
de identidad con alternansacarasas) y el dominio C-terminal completo de IslA, LevC, y DsrP,
una glucansacarasa de L. mesenteroides. En ese trabajo se encontrd que, en algunos casos, la actividad
hidrolitica se redujo a menos del 10% de la conversion del sustrato y que todas las construcciones eran
tan estables como Bs-SacB. Este cambio en la tasa hidrolisis/transferencia de la enzima se observo incluso
cuando el dominio catalitico de Bs-SacB se extendid solo con la region de transicion encontrada en las
FTF-MD. El andlisis cinético especifico reveld que este cambio en las construcciones quiméricas de Bs-
SacB derivd de un aumento de cinco veces en la keae de la reaccion de transferencia y no de una reduccion
de la actividad especifica de hidrolisis, 1a cual se mantuvo con el mismo valor de ke, Cabe mencionar
que en dicho trabajo, solo se encontrd un aumento de la reaccion de transferencia respecto a la hidrolisis,
pero no se estudio el perfil de levana de alto o bajo peso molecular, ademas de que no se realizé un analisis

estructural de la modificacion de la superficie de la enzima al agregar las extensiones antes mencionadas?°.

3.5 Efecto de la etiqueta de histidinas en la funcion de algunas enzimas

En muchos proyectos se recurre a la estrategia de la fusion de etiquetas a proteinas, principalmente con el
objetivo de facilitar el proceso de purificacién. Estas etiquetas pueden tener un efecto en el
comportamiento de las enzimas. Algunos grupos de investigacion han realizado estudios sobre el impacto
particular de la etiqueta de polihistidinas. Por ejemplo, Zang y cols., estudiaron el efecto que tiene la
etiqueta Hise en una celulasa endogena de Coptotermes formosanus. Las celulasas con y sin la etiqueta,
mostraron actividad hidrolitica sobre sustratos celulosicos. La celulasa “nativa” (nCfEG) fue mas activa
y estable que la que posee la etiqueta (tCfEG), aunque esta ultima podia purificarse hasta casi la
homogeneidad con un procedimiento simple. Las actividades diferenciales de nCfEG y tCfEG también se
evidenciaron por la diferencia en los productos de hidrélisis obtenidos a partir de diferentes sustratos. Por
ejemplo, en presencia de celulosa amorfa, el perfil de productos que resulta de la actividad de las enzimas
fue diferente, ya que los oligosacaridos que resultaron de la hidrolisis con tCfEG contienen una unidad de
azicar menos que los producidos por nCfEG. Al utilizar celulosa cristalina como sustrato, los principales
productos hidroliticos de nCfEG fueron celobiosa, celotriosa y trazas de glucosa, mientras que los de
tCfEG fueron celobiosa, celotriosa y trazas de celotetraosa. Por lo que, aunque sutil, se trata de un cambio

de especificidad de la celulasa al contener la etiqueta Hise>!.
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Navjit y cols., recientemente demostraron que la presencia de la etiqueta impacta en la formacion de un
complejo de ADN con el dominio C-terminal de la subunidad o (aCTD) de la ARN polimerasa
de Helicobacter pylori, de una manera dependiente de metales®2. La aCTD se purifico con la etiqueta Hise
escindible, y se investigd la formacion del complejo entre aCTD (regulador sensible al niquel HpNikR) y
el ADN utilizando ensayos de cambio de movilidad electroforético. Ellos observaron una interaccion entre
el aCTD marcado con la etiqueta Hiss (HisaCTD) y el complejo HpNikR-DNA. Sin embargo, la
interaccion no se observo al eliminar la etiqueta Hiss. Un andlisis posterior revelo que la formacion de este
complejo entre HisaCTD y el ADN no es especifica y depende del tipo de iones metalicos presentes. En
general, los resultados indicaron que la etiqueta Hiss puede modular la actividad de union al ADN y sugiere
que se debe considerar el impacto de las etiquetas de afinidad metélica al analizar las interacciones

biomoleculares in vitro de las metaloproteinas.

A raiz de estos hallazgos, ha surgido el cuestionamiento sobre si la modificacion que se realiza a la SacB
recombinante, casi desde los primeros reportes de su produccién en E.coli para su purificacion (la fusion
de una etiqueta Hise), podria afectar la especificidad de la enzima. Este aspecto debera revisarse de forma
prioritaria, ya que como se vera mas adelante, un aspecto a revisar en detalle dentro del proyecto son las

posibles interacciones proteina-proteina.

3.6 Interacciones proteina-proteina

Las interacciones proteina-proteina (IPP) se pueden encontrar en una amplia gama de procesos biologicos,
incluidas las interacciones célula-célula, el control metabolico y el desarrollo celular. Al igual que para el
plegamiento y el ensamblaje de proteinas, las IPP consisten en contactos no covalentes entre las cadenas
de residuos laterales que inducen una variedad de interacciones y asociaciones entre las proteinas. Sobre
la base de sus caracteristicas estructurales y funcionales, las IPP se pueden clasificar de varias maneras.
Asi, de acuerdo con quiénes se presente la interaccion, pueden clasificarse como homo o hetero-
oligoméricas; de acuerdo con su estabilidad, pueden clasificarse como obligadas o no obligadas; si se
miden de acuerdo con su persistencia, se trata entonces de IPP transitorias o permanentes. Una [PP puede

darse a través de una combinacion de estos tres pares especificos. Las interacciones transitorias participan,
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por ejemplo, en vias de sefializacion, mientras que las interacciones permanentes dan lugar a la formacion

de un complejo proteico estable’?.

El estudio detallado de las IPP ha acelerado el modelado de vias funcionales para ejemplificar los
mecanismos moleculares de los procesos celulares. El resultado de dos o més proteinas que interactiian
con un objetivo funcional definido se puede establecer de varias maneras. Las IPP pueden:

a) Modificar las propiedades cinéticas de las enzimas.

b) Actuar como un mecanismo general para permitir la canalizacion del sustrato.

c) Construir un nuevo sitio de unidn para pequefias moléculas efectoras.

d) Inactivar una proteina.

e) Cambiar la especificidad de una proteina por su sustrato a través de la interaccion con diferentes

parejas de union®*,

Actualmente, una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion espectroscopica directa y el monitoreo
de interacciones entre proteinas en células vivas es la transferencia de energia de resonancia de Forster

(FRET por sus siglas en inglés).

3.6.1 Transferencia de resonancia de Forster (FRET)

FRET es un proceso fisico dependiente de la distancia de la interaccion, mediante el cual la energia se
transfiere de forma no radiativa desde un fluor6foro molecular excitado (el donante) a otro fluoréforo (el
receptor) a través de un acoplamiento dipolo-dipolo intermolecular de largo alcance (figura 8). Se trata
entonces de un efecto que puede ser empleado para investigar una variedad de fendmenos biologicos que

producen cambios en la proximidad molecular®>.
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La fluorescencia es un fenomeno fisico en el que un compuesto quimico (fluoréforo) emite luz de una
longitud de onda particular muy poco después de ser excitado por la luz de otra longitud mas corta. Este
proceso se divide en tres etapas. En la etapa 1 un foton de energia hvaposrcion (figura 9), es suministrado por
una fuente externa, como una lampara incandescente o un laser, y es absorbido por el fluor6foro creando
un estado de singulete electronico excitado (Si'). En la etapa 2, el estado excitado existe por un tiempo de
1 a 10 nanosegundos. Durante este tiempo, el fluor6éforo sufre cambios conformacionales y también esta
sujeto a posibles interacciones con su entorno molecular. Estos procesos tienen dos consecuencias
importantes. La primera, es que la energia de Si' se disipa parcialmente, produciendo un estado excitado
singulete relajado (S1) a partir del cual se origina la emision de fluorescencia. La segunda, es que algunas
moléculas inicialmente excitadas por absorcion (etapa 1) regresan al estado fundamental (So) por emision
de fluorescencia. Por tltimo, en la etapa 3 se emite un foton de energia hvemision, que devuelve el fluoréforo
a su estado fundamental So. Debido a la disipacion de energia durante la vida 1til del estado excitado, la
energia de este foton es menor y, por lo tanto, de mayor longitud de onda que la del foton de excitacion

hVabsorcion.

En el caso de FRET, la energia que se libera de la relajacion del donante es absorbida por un aceptor
adecuado que se encuentre cerca, lo que conduce a la excitacion de uno de sus electrones y la posterior

emision de un foton por el aceptor en lugar del donante3®37.
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Figura 9. Los principios basicos de fluorescencia y FRET. (A) Diagrama de Jablonski, que explica el efecto de la
fluorescencia. (B) Diagrama de Jablonski que explica el efecto de FRET.

FRET se ha utilizado para analizar IPP a nivel de una sola molécula, asi como para medir distancias entre
etiquetas al caracterizar las estructuras y la dindmica de las macromoléculas, incluidos ARN, ADN,

proteinas y sus complejos moleculares3®,

3.6.2 Probables interacciones proteina-proteina involucradas en el proceso de alargamiento de la
levana

Con esta serie de observaciones del comportamiento de Bs-SacB (cambio en especificidad de producto de
acuerdo a su estado inmovilizado y concentracion de enzima, principalmente), se han planteado diversas
preguntas, entre otras si Bs-SacB se asocia, es decir, si existen IPP que explicaran la dependencia que
existe entre la concentracion de la enzima y el peso molecular de la levana sintetizada. Fue asi que en
nuestro grupo se estudid la formacion de dimeros o multimeros, a partir de la disociacion de posibles
oligomeros de Bs-SacB utilizando calorimetria de titulacion isotérmica (ITC por sus siglas en inglés) al
diluir soluciones de 3.5 mg/mL de proteina pura. En este ensayo no se observo cambio de entalpia,
comportamiento que no concuerda con la tendencia tipica de la disociacién progresiva de oligomeros,
donde el calor resultante de cada inyeccion se vuelve mas bajo a medida que avanza la dilucion. Por otro
lado, las mediciones de dispersion dinamica de luz (DLS) de muestras de Bs-SacB de 12 mg/mL y 55
pg/mL no mostraron la presencia de agregados, sino solo particulas pequefias con un didmetro de
5.61+0.43 nm. Estos experimentos no mostraron la presencia de multimeros?, lo cual es consistente con

la presencia de mondémeros de Bs-SacB de acuerdo con la estructura cristalografica resuelta!’. Por lo
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anterior se podria concluir que no hay una interaccion aparente proteina-proteina de la enzima en solucion,

pero persiste la duda de si puede haberlas durante la sintesis o si esta interaccion pudiera ser transitoria.

Las interacciones proteina-levana se evaluaron también mediante experimentos de ITC?, empleando como
ligandos: sacarosa, levana de bajo peso molecular y una mezcla de levanas cortas con grados de
polimerizacién promedio de 16 unidades de fructosa. Los cambios asociados en la entalpia debido a la
asociacion de 1 mol de sacarosa, levana de bajo peso molecular y levana con un DP de 16 fructosas a 1
mol de la doble mutante inactiva de Bs-SacB fueron energéticamente bajos con valores de —26.0 —45.7 y
—63.2 kJ/mol, respectivamente. Sin embargo, con estos experimentos no se descarta la posibilidad de que

existan interacciones durante la sintesis.
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4. Hipotesis

La distribucién del peso molecular de levana sintetizada por SacB de Bacillus subtilis se ve afectada por

interacciones proteina-proteina durante la sintesis de este polimero.

5. Objetivo

e Demostrar que modificaciones en la superficie de la levansacarasa de B. subtilis potencialmente
involucradas en interacciones proteina—proteina son determinantes en la distribucion del peso

molecular de la levana sintetizada.

5.1 Objetivos particulares

e Determinar si la especificidad de produccion de levana bimodal de Bs-SacB se modifica por la

presencia de la etiqueta Hiss.

e Estudiar por medio de mutagénesis sitio dirigida el efecto que ocasionan modificaciones en la
superficie de la levansacarasa en la distribucion del peso molecular de levana.

e Demostrar por medio de estudios de fluorescencia la presencia de interacciones proteina-proteina

durante la reaccion de produccion de levana.
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6. Métodos

6.1 Eliminacion de etiqueta Hise

Para corroborar si la etiqueta Hise tiene un efecto en la especificidad de Bs-SacB, se modifico el vector
pET22b-SacB. Se utilizo un protocolo de PCR inversa modificado®. La estrategia utilizada consistio en
el disefio y sintesis de un par de oligonucle6tidos (5'-
ATGATATCGGTACCTCTAGACAATAACTAGCATAACCCCTTG-3’ y 5'-
TCTAGAGGTACCGATATCATGGATCCGTTTTGTTAACTGTT-3") que al unirse al vector pET22b-
SacB permiten la linealizacioén del mismo, excluyendo la secuencia que codifica para la etiqueta Hise. Los
extremos de los oligonucledtidos fueron disefiados para que existiera sobrelapamiento entre ellos,
permitiendo asi la recircularizacion del vector (sin la etiqueta). Adicionalmente se incluyé un sitio de corte
Xbal en la secuencia de los oligonucleotidos. De tal forma que el vector pET22b-SacB tiene un tnico
corte por Xbal y el vector modificado (pET22b-SacBSHT) tiene dos sitios de corte. La estrategia utilizada

se ejemplifica en la figura 10 y las condiciones de la PCR se encuentran en la tabla 2.

A) B) Xbal(6566)

Xbal

~—y Dir_CPECSHT

—

Rev_CPECSHT

Xbal(5163)

pEt22b-SacBSHT

Xbal(5163) : pEt22b-SacB
6646 pb

6744 pb

Q)

5%- CAATAACTAGCATAACCCCTTG-3"

3°-TTGTCAATTGTTTTGCCTAGG T-5

Figura 10. Representacion de la técnica utilizada para eliminar la etiqueta Hiss. A) Disefio de oligonucledtidos
en el vector pEt22b-SacB, la etiqueta Hiss se presenta en color azul x6H). B) Vector obtenido a partir de la PCR
inversa (pEt22b-SacBSHT). La region morada contiene el nuevo sitio de corte para Xbal. C) Oligonucleotidos
directo y reverso, la region morada se diseld para ser complementaria una de otra y asi circularizar el vector. (La
representacion de los fragmentos es descriptivo, no corresponden al tamafio real).
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Tabla 2. Condiciones de PCR inversa modificado

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 30s 1
Desnaturalizacion 98 30s

Rampa de temperatura 98 — 55 (0.1°C/s) 16
Alineamiento 55 30s

Extension 72 7 min

Extension final 72 5 min 1

El producto de PCR se transformo en células electrocompetentes DH5« a 1.9 v. Después de incubar
durante 2 horas en medio LB, se plaquearon las células en cajas con LB y 200 pg/mL de ampicilina. Las
siete colonias que crecieron se utilizaron para purificar los pladsmidos y realizar una digestion con la

enzima Xbal en presencia de amortiguador Tango10x por 2 horas.

El producto de digestion se analizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8 %. Esto permitio
seleccionar los pldsmidos que mostraron un patréon de digestion diferente al control (pET22b-SacB) al
observarse dos bandas en lugar de una. Los pldsmidos seleccionados se amplificaron con el
oligonucleétido directo 5-ACTCACACTTCGCTGTACCT-3" y reverso 5'-
CAAGTGTAGCGGTCACGCTG-3". El producto de PCR se mando a secuenciar y asi se corroboro la

eliminacion del fragmento de plasmido que corresponde a la etiqueta.

6.2 Seleccion de sitios a mutar
La seleccion de residuos especificos a mutar de los grupos que forman los SEUF identificados por (Ortiz-

Soto et al, 2020), se realizd utilizando el PDB:10YG y los softwares ProTSpoM
(https://cosmos.iitkgp.ac.in/ProTSPoM/), iStable (http://predictor.nchu.edu.tw/iStable/) y Missense 3D
(http://missense3d.bc.ic.ac.uk:8080/) considerando los siguientes parametros: ID P05655, 37°C, pH 6.

6.3 Mutagénesis
El gen de la LS de B. subtilis cepa 168 se clon6 anteriormente en el laboratorio en el vector pET-22b(+),

bajo el control del promotor T7 (NOVAGEN). El gen sacB fue mutado a partir del plasmido obtenido de
esa clonacion (pET22b-SacB) con el protocolo de la técnica de mutagénesis sitio dirigida QuickChange
para obtener las nuevas variantes*. Los oligonucledtidos utilizados para generar las mutantes
seleccionadas se reportan en la tabla 3 (los nucle6tidos intercambiados se indican en minusculas). Las

condiciones de la reaccion de PCR se indican en la tabla 4.
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Tabla 3. Oligonucleotidos utilizados para mutagénesis dirigida al sitio
Oligonucleotido Secuencia de ADN (5'a3")
Dir-E275A CCAAGGCGAAGAATCTTTATTTgcCAAAGCATACTATGGCAAAAGCA
Rev-E275A TGCTTTTGCCATAGTATGCTTTGgcAAATAAAGATTCTTCGCCTTG
Dir-K148A GCGTCTTTAAAGACAGCGACgcATTCGATGCAAATGATTC
Rev-K148A GAATCATTTGCATCGAAgcTGTCGCTGTCTTTAAAGACGC
Dir-D83A CTCTTCTGCAAAAGGCCTGGcCGTTTGGGACAGCTGGCCAT
Rev-D83A ATGGCCAGCTGTCCCAAACGgCCAGGCCTTTTGCAGAAGAG
Dir-D145A TGGCCGCGTCTTTAAAGcCAGCGACAAATTCGATGCA
Rev-D145A TGCATCGAATTTGTCGCTGgCTTTAAAGACGCGGCCA

Todas las mutaciones introducidas se confirmaron mediante secuenciacion automatizada de ADN, en la

unidad de secuenciacion y sintesis del Instituto de Biotecnologia.

Tabla 4. Condiciones de PCR para mutagénesis sitio-dirigida

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 30s 1
Desnaturalizacion 98 10s

Alineamiento 55 60 s 1o
Extension 68 7 min

Extension final 72 5 min 1

El producto de PCR se digirié con Dpnl en presencia de amortiguador Tango 10X durante toda la noche.
Posteriormente se purificé por columna con el kit de purificacion de productos de PCR marca

ThermoScientific.

Se transformaron células electrocompetentes DH5« a 1.9 v, con el producto de PCR purificado. Después
de incubar durante 1 hora en 1 mL de medio LB, se transfiri6 la transformacién a cajas con LB con 200
png/mL de ampicilina. Se seleccionaron 5 colonias, de las cuales se hizo extraccion plasmidica y los

plasmidos se mandaron a secuenciar para corroborar la mutacion.

6.4 Obtencion de enzimas
Para llevar a cabo la produccion de la LS de B. subtilis se inocularon 50 mL de medio LB-ampicilina (200

pug/mL) con colonias E. coli BL21 transformadas con el vector pET-22b-SacB (con la mutacion
correspondiente) y el vector pET22b-SacBSTH obtenido. Se incubaron por 18 horas a 250 rpm a 37°C.

15 mL de ese cultivo se utilizé como in6culo en 1 litro de medio LB con ampicilina 200 pg/mL, y se
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incub6 a 37°C y 200 rpm hasta llegar a una absorbancia de 0.5 ( a A= 600 nm). Posteriormente se indujo
la expresion génica con IPTG 0.2 mM (isopropil B-D-tiogalactdsido) por 8 horas a 18°C y 120 rpm.
Finalmente se cosecharon las células por centrifugacion a 6500 rpm a 4°C durante 20 minutos,
posteriormente se lavaron 3 veces con amortiguador de fosfatos 100 mM a pH 6 y se almacenaron en 5
mL del mismo amortiguador a -18°C. Las células se descongelaron y se agregd lisozima a una
concentracion de 1 mg/mL, para posteriormente realizar 3 ciclos de congelacion-descongelacion
colocando la muestra en el ultracongelador a -70°C. Finalmente, se sonic6 durante 40 segundos (por lapsos
de 10 segundos de sonicacion y 30 segundos de descanso) utilizando un sonicador Branson Sonifler 250.
El sobrenadante se recuperd por centrifugacion a 9500 rpm durante 40 minutos a 4°C y se cargd en una
columna de CM sefarosa previamente equilibrada con amortiguador de fosfatos 0.1 M a pH 6.0 La enzima
se purificoé mediante una cromatografia de intercambio i6nico, con un gradiente de amortiguador de
fosfatos 0.1 M pH 6.0 a amortiguador de fosfatos 1 M pH 6.0. Se colectaron las fracciones que contenian
a la enzima, se concentraron por ultrafiltracion en una unidad Amicon con una membrana Ultracel de

celulosa regenerada y corte molecular de 30kDa.

Las variantes de SacB purificadas se analizaron por SDS-PAGE utilizando el marcador RulerPage de
Thermo Scientific. La concentracion de proteina se midi6 por el método de Bradford (ensayo de proteina
Bio-Rad) utilizando albimina de suero bovino como patron de proteina y se corrobor6 mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 280 nm, utilizando como coeficiente de extinciéon molar el

valor de 1.23 (mg/mL)! cm!, obtenido en Protparam.

6.5 Ensayo de actividad de levansacarasa
La actividad enzimatica se midi6 siguiendo el poder reductor inicial liberado de 100 g/L de sacarosa en

amortiguador de acetatos a 50 mM (pH 6) con 1 mM CacCl; a 37°C, utilizando el método de acido 3,5-
dinitro-salicilico*!. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima que libera
1 umol de equivalente de fructosa por minuto. Esto corresponde a una actividad global, ya que mide tanto

la glucosa y fructosa producto de la hidrolisis, como la glucosa producto de la transferencia.

6.6 Sintesis de levana
Se realizaron reacciones de 1.5 mL a una concentracion de sacarosa definida (100 g/L) en amortiguador

de acetatos 50 mM a pH 6 y 37°C, variando las concentraciones de SacB (0.1, 1.0 y 10.0 U/mL
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equivalentes a 0.55, 5.5 y 55 pg/mL de enzima, respectivamente). Al concluir los tiempos de incubacioén
(1 hora, 24 horas y 6 dias, respectivamente), la enzima se inactivd en agua en ebullicion durante 10
minutos. La muestra obtenida se centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos para eliminar material
insoluble y finalmente analizarlo por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) como se

describe a continuacion.

6.7 Cuantificacion de azucares
Las relaciones de hidrdlisis/transfructosilacion (H/T) y los niveles de conversion se determinaron

midiendo individualmente la concentracion de glucosa, fructosa y sacarosa. Se realizaron curvas estandar
de cada azlcar con concentraciones de 2, 4, 6 y 8 mg/mL. La glucosa y fructosa son el resultado de la
actividad hidrolitica, mientras que la diferencia entre la concentracion de glucosa y fructosa es el resultado
de la actividad de transfructosilacion. La cuantificacion de azucares se realizd6 mediante HPLC, elucion
isocratica, en un controlador del sistema Ultimate 3000 (Dionex) equipado con un detector IR
Refractomax 520, Marca ERC y una columna Hypersil GOLD Amino (4.6 x 250 mm) a 30 °C, usando la
fase movil acetonitrilo/agua 75:25 (v/v) a 1 mL/min. La integracion se llevo a cabo utilizando el Software

Chromeleon Client 6.8, Dionex Corp.

6.8 Analisis del peso molecular de levana
El analisis de la distribucion del peso molecular de la levana sintetizada por SacB WT y sus variantes se

llevé a cabo en un sistema de permeacion en gel (GPC) por medio de cromatografia de exclusion de
tamafio con indice de refraccion (SEC-RI). La columna utilizada fue Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm).
Como eluyente se utilizé una solucion 0.1 M de NaNOj3 a un flujo de 0.8 mL/min, manteniendo la columna

a 35°C.

6.9 Ensayo de transferencia de resonancia de Forster
La LS Bs-SacB se conjugd de manera independiente con cada uno de los dos fluoréforos: AF546(donador)

y AF647(aceptor). Para cada marcaje, se incubaron 500 pg de enzima y 50 pg de fluoréforo (ThermoFisher
Scientific) a temperatura ambiente, en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 6.0 y en oscuridad por un
tiempo de 24 horas. Estos fluor6foros se unen covalentemente a los residuos de lisina que se encuentran
expuestos en Bs-SacB. El marcaje se comprob6 con un SDS-PAGE, se visualizé por excitacion del gel
con un transiluminador de luz UV y se analiz6 en un sensor de imagenes Amersham Imager 600. El gel

también se revelo con azul de Coomassie.
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Después de comprobar el marcaje, el fluordforo libre se retird por medio de dialisis en amortiguador de
fosfatos 0.1 M, pH 6.0 durante 24 horas, a 4°C y con agitacion constante. Para verificar que esta unién no
interviniera con la actividad de SacB, se llevo a cabo un andlisis por GPC y de actividad con DNS de cada
enzima derivatizada. El andlisis del producto de reaccion se realizé a 5.5 pg/mL de SacB, 100 g/L de

sacarosa en amortiguador de fosfatos 50 mM, 1 mM CacCl; en 24 horas.

El ensayo se realiz6 en presencia y ausencia de sacarosa 100 g/L. Cada prueba se prepar6 a un volumen
final de 50 pL con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6, 1| mM CaCl,, 100 g/L. de sacarosa y una
concentracion final de 55.0 pg/mL de enzima (27.5 pg/mL de SacB marcada con AF546 y 27.5 ug/mL
marcada con AF647). Para el segundo ensayo, la concentraciéon de enzima marcada con el fluoréforo
aceptor (SacB-AF647) fue variable de acuerdo a las siguientes proporciones (1:0.5, 1:1, 1:2 y 1:4) con
una concentraciéon de enzima final de 41.3 pg/mL, 55.0 pg/mL, 82.5 pg/mL y 137.5 pg/mL,
respectivamente, en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6. Las mezclas finales para el ensayo de FRET
se transfirieron a placas de 96 pocillos, se incubaron durante toda la noche a 37°C y la lectura se realiz6

al dia siguiente. Se registraron los espectros de emision de fluorescencia por medio del espectrofluorimetro

Infinite M10000 Pro, a 25 ° Cy de 560 a 700 nm.

6.10 Analisis estructural
Los programas PIPER y ClusPro se utilizaron para definir la probable interaccion proteina-proteina (SacB-

SacB)"ligando-receptor". El servidor ClusPro ( https://cluspro.org) realiza tres pasos computacionales de

la siguiente manera:
1) Acoplamiento de cuerpo rigido mediante muestreo de miles de millones de conformaciones.
2) Agrupamiento basado en la desviacién cuadratica media (RMSD) de las 1,000 estructuras
generadas de menor energia, para encontrar los grupos mas grandes que representaran los modelos
mas probables del complejo.

3) Refinamiento de estructuras seleccionadas usando minimizacion de energia.

El paso de acoplamiento de cuerpo rigido es realizado por PIPER, un programa basado en el enfoque de

correlacion de Transformacion rapida de Fourier (FFT)*-44,
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Se selecciond directamente la estructura de SacB (PDB:10YG) para realizar el analisis de IPP desde el
servidor ClusPro. Los resultados se analizaron mediante PYMOL. La contribucion de energia de union
por cada aminoacido, en la interaccion proteina-proteina y proteina-oligosacarido del cristal PDB:6VHQ,
se obtuvo usando el campo de fuerza Amber10/14EHT con un gradiente de 0.1 kcal/mol/A2, Software

Molecular Operating Environment (MOE) 2019.
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7. Resultados y discusion

7.1 Efecto de la etiqueta de histidinas en la especificidad de SacB

Hemos descrito en las generalidades del proyecto, como se ha demostrado que el comportamiento de Bs-
SacB depende de factores fisicoquimicos y, sobre todo, de la concentracion de enzima. Ademas, se han
observado también cambios en las propiedades de Bs-SacB derivados de las modificaciones estructurales,
particularmente de extensiones en el C terminal, incluyendo la construccion de una enzima de fusion como
SacB-IslA. Los efectos en las propiedades de SacB encontrados al modificar estructuralmente la enzima,
sugieren que la extension que representa la etiqueta de histidinas pudiera alterar su especificidad. Dado el
objetivo de este proyecto de determinar si las modificaciones que involucren la estructura superficial de
la enzima afectan su especificidad, resulta imperativo verificar el efecto de dicha extension en la actividad
de Bs-SacB. La proteina recombinante que denominamos SacB WT contiene la etiqueta de histidinas. La

version obtenida sin la etiqueta de histidinas se denomind SacBSTH.

La enzima SacBSTH se obtuvo mediante la modificacién de un protocolo de PCR inversa. En la figura 11
se presenta el gel de agarosa (0.8 %) donde se verifico, por medio de un segundo sitio de corte para Xbal
incluido en los oligonucleétidos disefiados, la escision de la etiqueta de histidinas. La doble banda que se
observa en la figura 11. A carril 3 y 4 mostr6 las colonias con la modificacion. Este doble sitio de corte

que evidenciaba la eficiencia del protocolo de modificacion se verifico en el gel de la figura 11.B.

En la figura 12 presenta la comparacién de SacB WT y SacBSTH en SDS-PAGE. La baja concentracion
de la muestra apenas permite observar la ligera diferencia de peso molecular que se espera al eliminar la
etiqueta (0.8kDa). La actividad especifica de SacBSTH fue de 158.8 U/mg + 8.8, una actividad similar a
SacB WT (177.9 £ 1.1).
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MW : GeneRuler 1 kb DNA Ladder MW: 1 kb DNA Ladder

1 Plasmido colonia 1 / Digestion con Xbal 1 Plasmido pet-22b + SacB

2 Plasmido colonia 2 / Digestion con Xbal 2 Plasmido pet-22b + SacB/ Digestion con Xbal
3 Plasmido colonia 3 / Digestion con Xbal 3 Plasmido colonia 3

4 Plasmido colonia 4 / Digestion con Xbal 4 Plasmido colonia 3 / Digestion con Xbal

5 Plasmido colonia 5 / Digestion con Xbal 5 Plasmido colonia 4

6 Plasmido colonia 6 / Digestion con Xbal 6 Plasmido colonia 4 / Digestion con Xbal

7 Plasmido colonia 7 / Digestion con Xbal

Figura 11. Geles de agarosa para analisis de mutagénesis por PCR inversa.
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Figura 12. LS analizadas por SDS-PAGE 10% A) SacB WT y SacBSHT B) SacB WT y variante E275A C) SacB
WT y variantes K148A y D83 A expresadas en Escherichia coli BL21. (Marcador de peso molecular PageRuler).

Las etiquetas de polihistidina (Hiss) se emplean cominmente en estrategias de purificacion de proteinas
debido a la alta afinidad y especificidad por las columnas de metal-NTA (metal quelado por acido
nitrilotriacético acoplado a una resina de agarosa). La relativa simplicidad de dichos protocolos y el hecho
de que generalmente las etiquetas Hiss no afectan la actividad nativa de las proteinas, hace que ésta sea

una estrategia de uso comun dentro de los trabajos de expresion/purificacion de proteinas. Sin embargo,
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existe una creciente evidencia de que, en ciertos casos, tales etiquetas pueden afectar la estructura y

eventualmente la funcion de la enzima a la que se fusionan.

Al evaluar la relaciéon H/T se observa que SacBSTH presenta una mayor actividad de transferencia
respecto a SacB WT a 55 pg/mL (figura 13), y solo produce levana de bajo peso molecular a esa
concentracion de enzima (figura 14). Ademas, SacBSTH presenta una mayor actividad hidrolitica
comparada con SacB WT a 0.55 pg/mL, equivalente a 0.1 U/mL. Es interesante notar que esta diferencia
solo se observa a una baja concentracion de enzima, que estd acompafada de la produccion de levana de
bajo peso molecular como puede constatarse mdas adelante en los resultados obtenidos mediante

cromatografia de exclusion por tamafio de la figura 14.

% Transferencia % Hidrolisis
100
2352, 3315
80 ——
59.9 40.3 47.6 42.3
60 == —
% ==
40 T 76.8 66.5
40.1 59.7 52.4 Sl

20

0 T T T T T T
SacB WT SacBSTH SacB WT SacBSTH SacBWT SacBSTH
55 [ug/mL] 55 [ug/mL] 5.5[ug/mL] 5.5 [ngmL] 0.55 [pg/mL] 0.55 [pg/mL]
60 min 60 min 24 h 144 h 144 h

Figura 13. Relacion Hidrolisis/Transfructosilacion de la LS SacB WT y SacBSTH evaluadas con 100 g/L de
sacarosa, a 37°C, empleando diferentes concentraciones de enzima.

Cuando se analizaron las levanas sintetizadas por SacBSTH se encontr6 que, al eliminar la etiqueta de
histidinas, se obtiene un cambio en la proporcion de la distribucion del peso molecular, cuando ésta se
analiza en las condiciones estdndar de reaccion: 1 U/mL a 37°Cy 100 g/L de sacarosa (figura 14). Asi, si
bien la distribucion de pesos moleculares contintia siendo bimodal, se presenta una mayor proporcion de
levana de bajo peso molecular con SacBSTH, con respecto a SacB WT. Cuando el ensayo se realiza a 10
U/mL de concentracion de las enzimas, el comportamiento de SacBSTH es el mismo que el de SacB WT,
al sintetizar preferentemente levana de bajo peso molecular, como siempre que se trabaja con altas

concentraciones de enzima. Finalmente, a la mas baja concentracion de enzima, que corresponde a 0.1
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U/mL, observamos un comportamiento diferente al de SacB WT, ya que aparece también levana de bajo

peso molecular, es decir una distribuciéon bimodal que no se habia observado a tan bajas concentraciones

de enzima.

A) 0.55 pg/mL
60

2 4 6 8 10 12
Tiempo (min)

B) 3:3 g/l Figura 14. Distribucion del peso molecular de la
levana producida por SacB WT (linea continua) y
SacBSTH (linea discontinua), empleando una
concentracion de 100 g/L de sacarosa, a 37°C y pH 6.
A) Reaccion con 0.55 pg/mL de enzima equivalente
_-STH a 0.1 U/mL, B) Reaccion con 5.5 pg/mL de enzima
equivalente a 1.0 U/mL, C) Reaccion con 55.0 pg/mL

de enzima equivalente a 10 U/mL.
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Si bien, se mantiene una distribucion bimodal del peso molecular de levana en las condiciones estandar,
podemos observar que la etiqueta si influye en la distribucion del peso molecular del polimero,
particularmente al modificar la concentracion de enzima. Es probable que al agregar la extension que

involucra la etiqueta Hise, se afecten las IPP, favoreciendo la sintesis de polimero de alto peso molecular
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y viceversa; al eliminar la etiqueta Hise, se favorezcan la IPP por lo que se favorece la producciéon de
levana de bajo peso molecular. Sin embargo, no hay evidencia suficiente que concuerde con esta hipdtesis
y pueden existir otras razones que expliquen este comportamiento, ya que se ha reportado que el etiquetado
de proteinas con esta técnica provoca variaciones en la estructura terciaria®*. Es interesante que la
condicion de baja concentracion de enzima que se ha reportado para la obtencion exclusiva de levana de
alto peso molecular, no se observa si la enzima no esta modificada con la extension de histidinas (figura
14). Resulta de gran interés analizar si la version SacBSTH puede dar lugar exclusivamente a levana de
alto peso molecular en otras condiciones de reaccion ya evaluadas para SacB WT con la extension, tales

como la presencia de disolventes o su inmovilizacion covalente a un soporte sélido.

7.2 Estudio de la modificacion del SEUF-1, SEUF-2 y SEUF-3

A partir de la identificacion de los sitios externos de union a fructosa, se elabor6 una hipotesis en la que
se plantea que el mecanismo de reaccion de Bs-SacB y la especificidad que conduce a cambios en la
distribucion del peso molecular, pueden ser el resultado de un tipo de IPP y/o proteina-fructana que
probablemente involucren a los SEUF identificados por Ortiz et al., 2020!!. Para estudiar su participacion
en el comportamiento de Bs-SacB, se eligieron los siguientes aminodcidos para realizar la mutacién por
alanina: E275 de SEUF-1, K148 de SEUF-2, D83 de SEUF-3. Estos aminoacidos presentan interacciones
con la molécula de fructosa, del tipo Van der Waals y enlaces de hidrogeno por parte de su cadena lateral
correspondiente. Se realiz6 una prediccion de la estabilidad, usando los softwares ProTSpoM, iStable y
Missense 3D, para cada posible mutante, como otro criterio de seleccion. La tabla con esta informacion
se encuentra en el anexo. Las variantes disefiadas contienen la etiqueta de histidinas debido a que, como
se presentd en la seccion 7.1, no se detectaron cambios contrastantes de acuerdo al peso molecular de la

levana sintetizada por SacBSTH que afectaran las observaciones del comportamiento de estas variantes.

En la figura 15 se muestra el SDS-PAGE de las LS SacB WT, E275A, K148A y D83A. Como se puede

apreciar, las enzimas poseen el mismo peso molecular esperado de 52 kDa.
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Figura 15. LS analizadas por SDS-PAGE 10% A) SacB WT y variante E275A B) SacB WT y variantes K148A y
D83A expresadas en Escherichia coli BL21. (Marcador de peso molecular PageRuler).

La actividad especifica se reporta en la tabla 5, en donde se muestra que las variantes tienen una actividad
similar a SacB WT a 37°C, con excepcion de la mutante D83A que tiene una actividad especifica

considerablemente menor.

Tabla 5. Actividad especifica de las LS construidas en el proyecto.

Variante Actividad especifica
U/mg

SacBWT | 177.9+1.1
SacB E275A 182.6 +£3.8
SacB K148A 167.0+11.8
SacB K148A/D145A 1647+ 1.7
SacB D83A 71.1£1.5
SacB D83A* 604+2.5

*Ensayo de actividad a 28°C

7.2.1 Estudio del sitio externo de union a fructosa (SEUF) 1

En la caracterizacion del efecto de la mutacion E275A, que pertenece al SEUF-1 en Bs-SacB se encontrd
que, de acuerdo a la relaciéon H/T, en condiciones de reaccion estandar (1 U/ mL, 100 g/L de sacarosa 'y
37 ° C), la variante se comporta mas como hidrolasa (H) que como transferasa (T) presentando una
relacion de (H/T = 60.8/39.2) como se presenta en la figura 16. También se ha observado el efecto directo
de la concentracion de la enzima sobre la relacion H/T, que resulta en una mayor tasa de hidrolisis cuando

la concentracion de la enzima aumenta (55.0 pg/mL equivalente a 10 U/mL con H/T = 55.8/44.2), siendo
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solo del 34% cuando la concentracion de enzima es muy baja (0.1 U/mL de actividad con H/T = 3‘4.3/ 63.6).

Este comportamiento es el mismo que para SacB WT (mayor Aidrolisis a mayor concentracion de enzima).

% Transferencia % Hidrolisis
100
23.2 36.4
80
59.9 65.2 47.6 60.8
- s e
% =
I I
- 401 34.8 52.4 39.2
0 L L ] L 1 L]
SacBWT E275A SacBWT E275A SacB WT E275A
55 [pg/mL] 55 [pg/mL] 5.5[pg/mL] 5.5[ug/mL] 0.55[pg/mL] 0.55 [ug/mL]
60 min 60 min 24h 24h 144 h 144 h

Figura 16. Relacion Hidrolisis/Transfructosilacion de la LS SacB WT y mutante E275A a 100 g/L de sacarosa y
37°C a diferentes tiempos y concentraciones de enzima.

Al analizar la distribucion del peso molecular de la levana producida por la variante E275A a distintas
concentraciones (figura 17), se observo que, el comportamiento de la variante es el mismo que SacB WT
cuando la reaccion se lleva a cabo a 0.55 pg/mL de enzima, sin embargo, al analizar las concentraciones
de azucares, observamos que en estas condiciones, la conversion de sacarosa fue total (> 98 %) a diferencia
del comportamiento que se observa con SacB WT con la que normalmente no se alcanza mas de un 80%
de conversion. Esa observacion puede explicar la mayor produccion de levana de alto peso molecular de
E275A conrespecto a SacB WT en condiciones de baja concentracion de enzima. Cuando la concentracion
de enzima es de 5.5 pg/mL, E275A muestra el mismo perfil de producto que SacB WT, pero con mayor
produccion de levana de alto peso molecular (figura 17. B). Por otro lado, para una concentracion de 55.0
ug/mL (figura 17. C) detectamos escasa presencia de levana de alto peso molecular, que no se observa en

SacB WT.
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Es probable que el efecto de la mutacion no sea suficiente para causar un efecto significativo cuando la
reaccion se lleva a cabo a altas concentraciones de enzima, es decir que E275 no es el principal residuo
que contribuye en la energia de unién enzima-fructosa. De acuerdo al acoplamiento molecular!!, E275
presenta interacciones de tipo hidrofobico, a diferencia de los demas aminoacidos que podemos encontrar
en SEUF-1, como Y37, Y41 y Y282 que interactuan a través de enlaces de hidrogeno que se establecen
entre la fructosa y los fenoles de las tirosinas. El residuo E275 fue elegido a partir de las predicciones de

estabilidad de la enzima, como se muestra en anexo, Tabla A.
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7.2.2 Estudio del sitio externo de union a fructosa (SEUF) 2

Para explorar la influencia del sitio SEUF-2 en el mecanismo de elongacion de las cadenas de levana, se
construyd la mutante K148A debido a que K148 es un aminoéacido que interactiia con la fructosa y su
modificacion por alanina no alteraria de forma considerable la estabilidad de la LS, tal como se presenta
en una prediccion mostrada en anexo, tabla B. Se encontr6 que el comportamiento de esta mutante relativo
a la tasa de H/T, es el mismo que para SacB WT (mayor hidrolisis a mayor concentracion de enzima) pero
que, a diferencia de ésta, la mutante K148A posee un mayor porcentaje de transfructosilacion que de
hidrdlisis, tendencia que se observa en las tres concentraciones de enzima exploradas. Los resultados se
obtuvieron una vez que se alcanzaron conversiones de sacarosa superiores al 80%, para el caso de las
concentraciones de 55.0 y 5.5 pg/mL. Para 0.55 ug/mL el resultado se reporta para un 55% de conversion

(figura 18).

% Transferencia % Hidrdlisis
100
32.7 23.2 20.1
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60
o 1 ==
40 1 67.3 76.8 79.9
40.1 56.2 52.4
20
0 1 1 1 1 | 1
SacBWT K148A SacBWT K148A SacBWT K148A
55[ug/mL]  55[ug/mL] 5.5[ug/mL] 5.5[ug/mL] 0.55 [pg/mL] 0.55 [ug/mL]
60 min 60 min 24 h 24 h 144 h 144 h

Figura 18. Relacion (Hidrolisis/Transfructosilacion) de la LS SacB WT y mutante K148A evaluada a 100 g/L de
sacarosa y 37°C a diferentes tiempos y concentraciones de enzima.

Como se muestra en la figura 19, a una concentracion de 5.5 pg/mL de la mutante K148A, se observa
preferentemente la sintesis de levana de alto peso molecular. Con este resultado podriamos formular la
hipotesis de que al sustituir el residuo K148, clave en el subsitio, las IPP se desfavorecen, y derivado de
esto, se desfavorecen también las interacciones con el polimero en crecimiento, evitando un efecto de
"secuestro" de las cadenas de fructo-oligosacaridos, y como resultado, un aumento en la proporcion de

levana de alto peso molecular promedio.
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Con base en estos resultados, se espera que el aminoacido K148 sea uno de los que integren el sitio externo
de unidén a fructosa en SacB, el cual participaria en la IPP durante la reaccion. Por lo que, el resultado
observado al mutar este aminoacido, podria ser consecuencia de debilitar la IPP o proteina-levana que
conlleva al secuestro de la cadena, favoreciendo la sintesis de levana de alto peso molecular, lo que es
congruente con los resultados obtenidos hasta ahora. Si la hipdtesis es correcta, tenemos la expectativa de
que una mutacion adicional en este sitio, afectaria con mayor efectividad la interaccion, hasta llegar a una

forma de Bs-SacB que solo sintetice polimero de alto peso molecular.
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De acuerdo a la hipdtesis antes mencionada, se decidi6 explorar atin mas la importancia del sitio SEUF-2
construyendo la mutante D145A sobre la mutante K148A, para obtener la doble mutante K148A/D145A,
ambos aminodcidos identificados en el sitio SEUF-2. Respecto a la tasa de H/T, la doble mutante presento
un comportamiento similar a SacB WT, pero a concentraciones de 5.5 pg/mL y 55.0 pg/mL result6 ser 10
y 7 % mas hidrolitica que SacB WT respectivamente (figura 20), a diferencia de la mutante sencilla K148 A

que presentd mayor actividad de transferencia.
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60 min 60 min 24h 24 h 144 h 144 h

Figura 20. Relacion Hidrolisis/Transfructosilacion de la LS SacB WT y mutante K148A/D145A evaluada a 100
g/L. de sacarosa y 37°C a diferentes tiempos y concentraciones de enzima.

Inesperadamente, los resultados muestran que la segunda mutaciéon no dio lugar a cambios en la
distribucion del peso molecularde la levana con respecto a los obtenidos con la mutante sencilla K148A,
por el contrario, en condiciones de proteina concentrada (55.0 pg/mL), disminuy6 la produccion de levana

de alto peso molecular (figura 21).
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Recientemente, Raga y cols (2021)?3, publicaron la estructura cristalografica de Bs-SacB en complejo con
oligosacaridos de fructosa (PDB:6VHQ). El cristal muestra nuevos subsitios de union a sustrato (+3 y +4)
que no se habian reportado con anterioridad, ademas de un segundo sitio de unién a 20 A del sitio activo.
Este nuevo sitio (OB2), encontrado en el cristal, coincide con 6 de los 10 aminoacidos encontrados en

SEUF-2 mediante el estudio de acoplamiento molecular entre Bs-SacB y fructosa.

Se realiz6 un analisis de la contribucion de la energia de union de cada aminoécido en la interaccion con
el oligosacarido de fructosa en el cristal 6VHQ por medio de MOE. La tabla 6 presenta los aminoéacidos

en el OB2 (cadena B) que interactian mediante enlaces de hidrégeno con las fructosas del oligobmero co-



Universidad Nacional Auténoma de México
Instituto de Biotecnologia

cristalizado (cadena A), asi como las energias de union, el lugar y la frecuencia correspondientes. Como
se puede apreciar, el aminoacido con mayor energia de union a fructosa es K148 (-15.3 y -6.8 kcal/mol),
cuyo efecto en la reaccion hemos descrito. Ademas, K148 presenta interaccion con dos moléculas de
fructosa, a diferencia de los otros aminoéacidos que participan en la interaccion con solo una molécula de
fructosa. El siguiente aminoacido en importancia, de acuerdo con las predicciones de energias de union
que se muestran en la tabla 6, seria justamente D145. Sin embargo, aunque la energia de union entre la
fructosa y el acido aspartico es favorable (-5.9 kcal/mol) y se presenta con mayor frecuencia (3), la
interaccion con la fructosa se lleva acabo con el esqueleto (backbone) y no con el 4cido carboxilico del
acido aspartico. Esta observacion podria explicar por qué la modificacion del 4cido aspartico por alanina
no presenta mayor contribucion en la especificidad de la doble mutante, ya que el acido aspartico y la

alanina comparten la misma estructura del esqueleto proteico.

Tabla 6. Energias de union entre los aminoacidos del sitio SEUF-2 de Bs-SacB y la fructosa, obtenidas en MOE a partir

del cristal 6VHQ

0B2
TIpo | Cadena A SetA Cadena B SetB Energia Dist BB Frecuencia
(kcal/mol)

H 6-6VHQ.F FRU2 2-6VHQ.B Argl4l -2.8 2.84 - 1
H 6-6VHQ.F FRU2 2-6VHQ.B Aspl45 -5.9 3.15 \/ 3
H 6-6VHQ.F FRU2 2-6VHQ.B GIn159 -2 3 -- 1
H 6-6VHQ.F FRU1  10-6VHQ.B HOH636  -3.2 291 - 2
H 6-6VHQ.F FRU1l  2-6VHQ.B Lys148 -15.3 297 - 2
H 6-6VHQ.F FRU2 2-6VHQ.B Lys148 -6.8 336 - 2
H 6-6VHQ.F FRU1l  2-6VHQ.B Lys185 -0.6 3.03 - 1
H 6-6VHQ.F FRUl  2-6VHQ.B Thr160 -0.5 3.69 \/ 1

FRUI: fructosa 1 de 6 del oligosacdrido co-cristalizado con SacB
FRU2: fructosa 2 de 6 del oligosacdrido co-cristalizado con SacB

Dist: Distancia en 4
BB: “backbone”

Ademas, puede existir la posibilidad de que, como consecuencia de la mutacion, los aminoacidos vecinos
presenten una afinidad mayor hacia la fructosa, alcanzando la energia de union de K148. Tal podria ser el
caso de Q159, E162 y T160, que podria explicar el comportamiento de la doble mutante K148A/D145A.
También debemos considerar que, de acuerdo a los estudios de acoplamiento, la enzima tiene otros sitios
de uniodn a fructosa en la superficie, que probablemente estén contribuyendo a la interaccion del polimero

en crecimiento que resulte en un impedimento en la sintesis de levana de alto peso molecular.
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7.2.3 Estudio del sitio externo de union a fructosa (SEUF) 3

Al construir la mutante D83A y analizar su efecto en la tasa H/T y en las reacciones de produccion de
levana, lo primero que observamos fue la pérdida total de actividad a partir de los 20 minutos de reaccion
a 37°C, lo que se corrobor6 al medir la actividad global por medio del ensayo de DNS. En efecto, a los 20

minutos de incubacion, la enzima ya no presentaba actividad cuantificable.

Para analizar el comportamiento de esta enzima, se midi6 la actividad global siguiendo la aparicion de
azucares reductores con el reactivo DNS, disminuyendo la temperatura de incubacion y de reaccion a
28°C. Se encontrd que, a esta temperatura, la pérdida de actividad especifica es considerablemente menor
en comparacion con la pérdida a 37°C. En la figura 22 se observa una pérdida de alrededor de 20 U/mg de
enzima a 28°C después de las 24 horas de incubacion en comparacion con la pérdida total de actividad a
ese tiempo cuando se incubd a 37°C. Por esta razon, se decidié llevar a cabo la caracterizacion de la
mutante D83A a 28°C. No se opto6 por realizar la caracterizacion a una temperatura ain mas baja, donde
probablemente la enzima permaneciera mas estable, ya que se sabe que la especificidad de Bs-SacB es

sensible a la temperatura®!®,
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Figura 22. Analisis de la actividad especifica respecto al tiempo de la variante D83A a 28 y 37°C.

Como se observo anteriormente y se confirmd con la nueva estructura reportada, la mutacion S164A
provoca la interrupcion del papel catalitico de D86. Como nucledfilo, el residuo D86 tiene una

participacion esencial en la reaccion, por lo que es probable que cualquier modificacion en torno a esta
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posicion afecte la actividad de Bs-SacB. Este puede ser el caso de la mutacion D83A, que provoco la
pérdida de actividad totalmente a 37°C después de 20 minutos, de lo que se deduce que este residuo debe
estar involucrado en la estabilidad termodindmica de la enzima. Para poder comprender este
comportamiento, se realizd una estimacion de estabilidad de la mutante D83A mediante ProTSpoM
(Estimating Change in Protein Thermodynamic Stability owing to Single Point Mutation). El resultado
indica para D83A una AAG desestabilizadora (-0.76 kcal/mol) con respecto a SacB WT, ademas de
contribuir a la desestabilizacion al modificarse un residuo enterrado cargado (1.8% RSA) por una alanina.
Por otro lado, influye también el interrumpir todos los enlaces de hidrogeno que se forman entre las
cadenas laterales y/o entre la cadena lateral y la cadena principal formada con el aspartico. Un estudio
realizado por Tokuriki y cols*, considera que las mutaciones altamente desestabilizadoras contribuyen
con una AAG > 3 kcal/mol para proteinas globulares, monoméricas y de dominio unico y que la estructura
mas afectada es la hoja beta, por lo que la pérdida estimada, resulta altamente desestabilizadora, como se

constatd experimentalmente.

De acuerdo con la figura 23, obtenida del analisis en MOE vy visualizada en PYMOL, esta
desestabilizacion podria atribuirse a la localizacion del residuo en la extremidad de la beta propela. La
mutaciéon D83A provoca una mayor flexibilidad del bucle y una pérdida de estructura secundaria y
orientacion de la hoja beta que forma parte de la beta propela. Esta estimacion puede aproximarse a la
razon por la cual la mutante pierde estabilidad, tal como muestran los resultados experimentales, ya que
estd directamente relacionada con la estructura de la enzima. De acuerdo con observaciones realizadas
mediante PYMOL, el aminodcido D83 estabiliza mediante enlaces de hidrégeno directamente a diversos
aminoacidos vecinos tales como G111, G434, S441. Estos aminoacidos estabilizan a su vez a cadenas
vecinas que participan en la estructuracion de la beta propela y poseen (al igual que D83) un factor B bajo,

formando parte de la estructura mas rigida de la enzima.
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Figura 23. Ubicacion de D83A en SacB WT (PDB:10YG) en relacion con los aminoacidos en el sitio activo.
Visualizacion obtenida a través de PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3.4. A) SacB WT se presenta en
color azul y D83A en verde. Los residuos que forman parte de la catalisis se encuentran en color negro.
Superposicion de ambas estructuras. B) Posicion de D83. El cambio por alanina provoca pérdida de la hoja beta. C)
Interacciones entre D83 y aminoacidos a 4 A de distancia.

En la figura 24 se presenta la tasa H/T a 28°C para la variante D83 A analizada a 5.5 pg/mL y 1 U/mL.
Parece ser que esta variante es mas hidrolitica que SacB WT a una concentracion 5.5 pg/mL para ambas,
sin embargo, hay que considerar que su actividad es menor. Respecto al analisis a I U/mL, ambas enzimas
presentan el mismo comportamiento a 28°C respecto a la relacion de las reacciones de hidrolisis y

transferencia.
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Figura 24. Relacion Hidrolisis/Transfructosilacion de la LS SacB WT y mutante D83A evaluada a 100 g/L de

sacarosa y 28°C a las 24h de reaccion, empleando 1.0 U/mL (equivalente a 16.5 pg/mL de D83A y 5.5 ug/mL de
SacB WT).

En cuanto al andlisis de la distribucion del peso molecular de levana sintetizada por la variante D83A a
28°C, la figura 25 muestra que, en reacciones con 5.5 pg/mL, que corresponde al equivalente de 1 U/mL
de SacB WT, no se obtuvo una produccién suficiente para determinar el tipo de especificidad de D83A,
por su baja actividad especifica. Por esta razon se aumentd la concentracion de enzima hasta 16.5 pg/mL
(aproximadamente 3 veces mas concentrada que SacB WT) para poder alcanzar una actividad 1 U/mL.
Como se puede apreciar en la figura 25, en condiciones de 1 U/mL asi como en 10 U/mL no se presentan
diferencias en la distribucion del peso molecular de levana, con respecto a SacB WT. Este comportamiento
coincide con la tasa de H/T de cada una de las enzimas a 5.5 pg/mL y 1 U/mL, como se reporta en la figura
24. Estos resultados permiten concluir que D83 participa de manera importante en la estabilidad
termodindmica de SacB por lo que, a través de su mutacion, resulta complejo poder concluir algo sobre
su papel en el SEUF-3. De igual forma, su eventual contribucion al sitio de union podria también estar

enmascarada por la necesidad de llevar a cabo el ensayo a una alta concentracion de proteina.
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Figura 25. Distribucion del peso molecular de la levana producida por SacB WT (linea continua) y mutante D83 A
(linea punteada), empleando una concentracion de 100 g/L. de sacarosa, a 28°C y pH 6. A) Reaccion a 1.0 U/mL,
equivalente a 5.5 pg/mL de SacB WT y 16.5 pg/mL de D83A, B) Reaccion a 10 U/mL, equivalente a 55.0 pg/mL
de SacB WT y165.0 ug/mL de D83A.

7.3 Analisis de la interaccion proteina-proteina mediante FRET

Paralelamente a los estudios llevados a cabo mediante la modificacion estructural de los sitios SEUF, que
hipotéticamente podrian estar involucrados en las interacciones proteina-proteina o proteina-carbohidrato-
proteina, se decidi6 estudiar de manera directa la interaccion mediante FRET. Esta técnica permite obtener
informacion sobre las interacciones proteina-proteina en tiempo real y en las condiciones en las que se
lleva a cabo la sintesis de levana, ademas de brindarnos mayor sensibilidad para detectar aquellas IPP

débiles o transitorias.

Para dicho estudio se seleccionaron dos fluoréforos: AF546 como donador (Aex= 546nm, Aem max= 573nm)
y AF647 como aceptor (Aex= 633nm, Aem= 680nm). Este par de marcadores fluorescentes proporcionan
un radio de Féster de 74 A. Para realizar el ensayo de fluorescencia, primero se verificé que la LS SacB
WT reaccionara con los fluoréforos seleccionados, probando condiciones que no afectaran la estabilidad
y la actividad de la enzima de forma considerable. Al revelar el gel SDS-PAGE (figura 26), notamos que
en el marcaje con AF546 se aprecian dos bandas, una de ellas ubicada en una region del gel equivalente a
110 kDa aproximadamente (SacB WT tiene un peso molecular de 52 kDa). No se espera observar una
dimerizacion por medio de SDS-PAGE, debido a las condiciones desnaturalizantes del gel. La presencia
de esta banda se atribuye a un subproducto de la reaccion de marcaje. En algunos casos, el gel puede
revelar la formacion de dimeros cuando la IPP es fuerte y estable o por la presencia de cisteinas. Sin

embargo, este no es el caso de SacB. La diferencia de intensidad de las bandas en los geles se debe a que
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el fluor6foro AF546 emite mas del doble de los fotones absorbidos, ya que posee un rendimiento cuantico
de 0.79 a diferencia de AF647 con un rendimiento cudntico de 0.33. A las enzimas derivatizadas con los

fluor6foros AF546 y AF647 se les denomind SacB-AF546 y SacB-AF647, respectivamente.

Marcador
Marcador

PageRuler SacB-AF488  SacB-AF546 SacB WT PageRuler

SacB-AF647 SacBWT

Figura 26. SDS-PAGE revelados por medio de un transiluminador de luz UV, los pesos moleculares se idetificaron
al revelar el mismo gel en azul de Comassie. A) Se presenta el marcaje de SacB WT con el fluoroforo AF546 en
donde se observaron dos bandas, una a 52 kDa y la otra a 110 kDa aproximadamente. B) Marcaje de SacB WT con
AF647. En ambos geles se incluy6é SacB WT sin tratamiento de marcaje, asi como el marcador de peso molecular
PageRuler y se observa fluor6foro no unido en la parte inferior del gel.

Una vez que se corrobord la union de fluordforos, se verificd que esa union covalente, mediada por enlaces
amida, no afectara la actividad de SacB WT, ademas de su especificidad, determinada por la distribucién
del peso molecular de levana. Como se puede observar en la figura 27, la derivatizacion de la enzima no
afectd la distribucion del peso molecular de levana. Sin embargo, la actividad especifica de SacB-AF546

se redujo de forma considerable.

5.5 ug/mL
30
— SacBWT
Actividad  Actividad 20 SacB-AF546
(U/mL) especifica (U/mg) 5 SacB-AF647
oz 10
SacB WT 882=+1.1 176.4+2.3 =
SacB-AF546 514+28 102.7+5.6 0
SacB-AF647  90.9+6.5 181.9+13.1 : : :
0 5 10 15 20
Time (min)

Figura 27. Efecto de la derivatizacion de SacB con los fluoroforos AF546 (rojo) y AF647 (verde) en el perfil de
productos obtenidos empleando 1 U/mL de enzima, 37°C, pH 6. Se observa la misma distribucion de peso molecular
en un cromatograma de GPC. En la tabla de la izquierda se reporta la actividad especifica global de cada una de las
variantes de SacB marcadas con el fluoréforo respectivo.
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Al llevar a cabo el ensayo en presencia de SacB-AF546 como donador y SacB-AF647 como aceptor en
una proporcion 1:1 , se detectd una disminucion de fluorescencia como se muestra en la figura 28.A. Estos
resultados sugieren que existe una interaccion entre ambas proteinas derivatizadas. Para saber si las IPP
que se establecen durante la reaccion, estan mediadas por la presencia de oligdmeros de fructosa, se realizé
la prueba en presencia y ausencia de sacarosa. Como podemos observar en la figura 28.B, la interaccion
es independiente de la presencia de sacarosa en el medio (o los productos de reaccion) ya que, en ambos
casos, la fluorescencia del donador disminuye de igual manera en las dos condiciones de ensayo. Estos
resultados representan la primera posible evidencia de la existencia de IPP en SacB, mismas que existen

con o sin participacion de intermediarios (sacarosa o cadenas de fructosa).

A B
) Con sacarosa ) Sin sacarosa
acC b- +dac
546 + WT -S
acB- 2 250
400 ZdCE @FT647 + SacBWT 647 + WT .S
ac
e WT =S
_ 300 200
; E 150
200 P
100
100 50
0 0
560 610 660 560 610 660
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 28. Espectros de emision de fluorescencia de AF546-SacB WT, AF647-SacB WT y mezcla. La longitud de
onda de excitacion fue de 546 nm, El tiempo de integracion se mantuvo constante y fue de 20 ps. A) Analisis con
sacarosa 100 g/L. B) Ensayo sin presencia de sustrato.

Cabe mencionar que no se encontraron evidencias que permitan concluir el tipo de oligomerizacion que
presenta SacB (dimero, trimero, multimero) debido a que esa informacion no la podemos obtener mediante
este ensayo. Ademas, debemos considerar que Bs-SacB tiene 44 lisinas en su estructura, de las cuales solo
4 son lisinas enterradas y 40 estan expuestas al solvente (de acuerdo al servidor NetSurfP -Protein Surface
Accessibility and Secondary Structure Predictions-), por lo que no es posible obtener una relacion
estequiométrica, asi como una posible zona de interaccion. Sin embargo, con estos resultados logramos
obtener una evidencia directa de una posible IPP, lo cual puede contribuir a la explicacion de la influencia

de la concentracion de enzima en el mecanismo de reaccion.

Con la finalidad de explorar mas a profundidad el comportamiento de Bs-SacB, se realizé un andlisis

conservando la concentracion de donador y modificando, proporcionalmente, la concentracion de aceptor.
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Aligual que en el ensayo anterior, primero se verificd que estas condiciones no modificaran la distribucion
del peso molecular de levana (figura 29). Al realizar las mediciones de fluorescencia en presencia de
donador (SacB-AF546) y aceptor (SacB-AF647) en proporciones 1:0.5, 1:1, 1:2 y 1:4 (figura 30),
obtuvimos el comportamiento esperado, en el que la sefial de fluorescencia se ve disminuida

proporcionalmente con el aumento de la concentracion de aceptor.

5.5 ng/mL
40
30- — SacB-AF546:SacB-AF647 (1:0.5)
SacB-AF546:SacB-AF647 (1:1)
o 207 — SacB-AF546:SacB-AF647 (1:2)
%-10- — SacB-AF546:SacB-AF647 (1:4)
0
1 1 1
0 5 10 15 20

Tiempo (min)

Figura 29. Analisis de la distribucion del peso molecular de levana en condiciones de ensayo FRET, a diferentes
proporciones de SacB-AF647 (aceptor). Reacciones en amortiguador de fostatos 50 mM pH 6, sacarosa 100 g/L,
37°C, 60 min. Las concentraciones de enzima por proporcion fueron las siguientes 41.3 pg/mL (1:0.5), 55.0
pg/mL, (1:1), 82.5 pg/mL (1:2) y 137.5 ug/mL (1:4).
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Figura 30. Espectros de emision de fluorescencia de AF546-SacB en presencia de diferentes proporciones de
AF647-SacB (1:0.5, 1:1, 1:2 y 1:4). La longitud de onda de excitacion fue de 546 nm. El tiempo de integracion se
mantuvo constante y fue de 20 ps.
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7.4 Analisis estructural

Los resultados obtenidos en el ensayo de FRET, sugieren que existe una IPP presente en Bs-SacB. Con la
finalidad de explorar y estudiar estas posibles interacciones, se utilizd el servidor ClusPro, como
herramienta adicional al estudio de las IPP. Este servidor proporciona cuatro tipos de interpretaciones
diferentes, de acuerdo al conocimiento experimental de las IPP. Si no se tiene informacion previa acerca
de la IPP de las proteinas de interés, se propone utilizar la interpretacion “equilibrada” que proporciona
informacion considerando todas las contribuciones energéticas de la interaccion. Las demas
interpretaciones, deben relacionarse con resultados experimentales, por ejemplo, si se ha observado que
el receptor y el ligando se separan cuando se someten a una fuerza idnica in vitro, la interaccion
probablemente seré favorecida electrostaticamente. En cambio, si las dos proteinas de interaccion tienden
a separarse cuando se someten a un ambiente de disolventes apolares, es probable que estén separados por

interacciones hidrofébicas.

Este servidor considera la contribucion energética de atraccion y repulsion, la energia electrostatica y la
energia libre generada por desolvatacion para obtener una puntuacion ponderada que representa la energia
de interaccion de las proteinas acopladas. De acuerdo con nuestros estudios y conocimiento de la enzima
se sabe que, factores como la fuerza idnica y el uso de disolventes organicos, modifican la especificidad
de la reaccion. Sin embargo, no sabemos si esos factores contribuyen a la IPP o a la estructuracion del
polimero como tal. Por lo cual, se decidid iniciar este estudio con el analisis de la interpretacion
“equilibrada”. Esta interpretacion asume que existe un acoplamiento favorecido por la forma de las
proteinas ademas de una complementariedad electrostatica**. De acuerdo a los valores de IRMSD
(Interface Root Mean Square Deviation) para cada par de las 1000 estructuras, se elige la que tiene el
mayor nimero de “vecinos” dentro de un radio de 9A. La estructura seleccionada se define como el centro
del primer grupo, con una determinada energia de interaccion, y asi sucesivamente. En la tabla 7, se

presentan los resultados de los primeros tres grupos (0-2) para cada interpretacion.
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Tabla 7. Resultados de acoplamiento proteina-proteina en ClusPro.

Grupo Miembros Representante Puntuaciéon ponderada (kcal/mol)
0 167 Centro -430.6
Menor energia -528.8
1 112 Centro -449.4
Menor energia -503.6
2 88 Centro -489.3
Menor energia -512.2
Grupo Miembros Representante Puntuaciéon ponderada (kcal/mol)
0 185 Centro -696.3
Menor energia -748.6
1 108 Centro -558.8
Menor energia -637.3
2 77 Centro -746.0
Menor energia -746.0
Grupo Miembros Representante Puntuaciéon ponderada (kcal/mol)
0 254 Centro -377.2
Menor energia -423.8
1 164 Centro -485.0
Menor energia -485.0
2 107 Centro -386.1
Menor energia -386.1
Grupo Miembros Representante Puntuaciéon ponderada (kcal/mol)
0 81 Centro -315.5
Menor energia -380.1
1 70 Centro -330.0
Menor energia -355.2
2 62 Centro -315.3
Menor energia -363.4

Los modelos resultantes de cada grupo se analizaron por PYMOL. Los modelos se presentan en las figuras
31-34. Se indican las zonas por colores de cada sitio externo de unién a fructosa (SEUF-1 rosa; SEUF-2

verde; SEUF-3 morado).

Analizando el grupo 0 (figura 31) del modelo equilibrado, observamos que las IPP predichas son cercanas
a los SEUF-1 y SEUF-2. El grupo 0 no es el que presentdé menor energia de interaccion, pero si es el que
presenta el mayor nimero de miembros (167) por lo que es mas probable que la IPP se presente con ese
modelo de interaccion. Dentro de los pares de aminoacidos, destaca la interaccion entre K285-D403 y
K329-D438, con una interaccion de tipo ion-dipolo y una energia de interaccion de -35.12 y -34.43
kcal/mol respectivamente. También encontramos a T40-F405, mediante un enlace de hidrégeno de -2.5

kcal/mol y a una distancia de 2.81 A. Estas participaciones resultan importantes debido a las fuertes
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energias de interaccion, poco distanciamiento y alta frecuencia. Resulta interesante que los aminoéacidos
D438 y F405 se encuentran participando en una interaccion detectada en el cristal de la mutante S164A
(figura 35) como se muestra mas adelante. Sin embargo, el aminoacido con el que interaccionan en la
simulacion de acoplamiento no concuerda con los del cristal. Un cambio importante que sufre el cristal en
la variante S164A es el cambio de posicionamiento del bucle en donde participa F405, razon por la que

no coincide el par de interaccion.

Tipo CadenaA Aminodcido Cadena B Aminodcido  Energia Distancia  Backbone  Frecuencia
C) (kcal/mol) (A)

IH | SacB-1 Lys285 SacB-2 Asp403 -35.12 2.56 - 4
IH | SacB-1 Lys329 SacB-2 Asp438 -34.43 2.69 - 4
IH | SacB-1 Lys389 SacB-2 Asp406 -22.64 2.63 - 4
H | SacB-1 Lys393 SacB-2 Ser371 -4.90 2.58 - 1

H | SacB-1 Glu39 SacB-2 Alall6 -3.10 3.26 v 1

H | SacB-1 Thr40 SacB-2 Phe435 -2.50 2.81 v 2

H | SacB-1 Lys285 SacB-2 Asn405 -2.10 2.65 - 1

1| SacB-1 Lys454 SacB-2 Asp406 -1.02 3.77 - 1

H | SacB-1 Gly42 SacB-2 Phe435 -0.90 3.13 v 1

Figura 31. Acoplamiento molecular proteina-proteina. Interpretacion “equilibrada”. Modelo del grupo 0. La
cadena A se encuentra en color blanco y la cadena B en color negro. Los SEUF se encuentran indicados por el color
correspondiente A) Presenta el modelo estructural de la interaccion del grupo 0 de 167 miembros. B) Acercamiento
a la zona de interaccion. C) Tabla de contribuciones energéticas por cada par de aminoacidos que interactia en el
modelo. Los datos se obtuvieron por medio de MOE.

Para el grupo 1 (figura 32), encontramos nuevamente la participaciéon de D403 y D438, pero con otros
aminoacidos como pares de interaccion, ya que se observa que la IPP se lleva a cabo en otra region de
SacB cercana a SEUF-1 y alejada del sitio activo. Otro aminoacido importante es P404 que también
aparece en el dimero de S164A. Cabe destacar que F435 forma parte del SEUF-3, por lo que podria estar

participando en la interaccion con fructosa, asi como en la IPP.
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Cadena A

SacB-1
SacB-1
SacB-1
SacB-1
SacB-1
SacB-1
SacB-1
SacB-1
SacB-1

molecular proteina-proteina. Interpretacion “equilibrada”.

Aminodcido

Lys296
Lys393
GIn53
Lys59
Lys393
GIn292
Ser286
Glu56
Ser286

Cadena B

SacB-2
SacB-2
SacB-2
SacB-2
SacB-2
SacB-2
SacB-2
SacB-2
SacB-2

Aminodcido

Asp403
Asp438
Asp438
Ser371
Ala437
Pro404
Prol13
Ser70

Lys114

Energia
(kcal/mol)
-33.31
-28.17
-9.00
-6.20
-5.30
-3.10
-2-80
-1.20
-1.10

£

Distancia
“)
2.59
2.58
2.83
2.50
2.63
2.83
2.81
3.92
332

Backbone

v
v
v

i

Frecuencia

4
4
2
1
1
1
1
1
1

Modelo del grupo 1. La

correspondiente A) Presenta el modelo estructural de la interaccion del grupo 1 de 112 miembros. B) Acercamiento
a la zona de interaccion. C) Tabla de contribuciones energéticas por cada par de aminoacidos que interactua en el
modelo. Los datos se obtuvieron por medio de MOE.

El grupo 2 (figura 33), incluye la participacion de cuatro enlaces ion-dipolo con energias de interaccion y

distancias favorables, asi como once enlaces de hidrégeno con aminodcidos vecinos a los sitios SEUF-1

y SEUF-2. La estructura resultante de la IPP muestra una interaccion muy cerca del bolsillo del sitio

activo, lo cual podria coincidir con la hipétesis de que la interaccion resulta en el secuestro de la cadena

de fructosa en crecimiento.
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C) Tipo CadenaA Aminodcido Cadena B Aminodcido Energia Distancia Backbone  Frecuencia

(kcal/mol)  (A)

IH | SacB-1 Lys363 SacB-2 Glu39 -31.57 2.64 - 4
IH | SacB-1 Aspl117 SacB-2 Arg291 -26.43 2.78 - 6
IH | SacB-1 Asp301 SacB-2 Lys329 -25.49 2.84 - 3
IH | SacB-1 Arg360 SacB-2 Glu39 -20.66 2.88 - 4
H | SacB-1 Ser238 SacB-2 Lys389 -8.80 2.66 v 1
H | SacB-1 Asn432 SacB-2 Lys35 -7.80 2.72 - 1
H | SacB-1 Asn236 SacB-2 Lys38 -6.50 2.88 v 1
H | SacB-1 Asnll15 SacB-2 GIn295 -4.20 2.86 - 2
H | SacB-1 Argd33 SacB-2 GIn34 -4.00 3.10 v 2
H | SacB-1 Thr160 SacB-2 Arg291 -3.50 2.97 - 1
H | SacB-1 Ser371 SacB-2 Glu268 -3.40 2.86 - 1
H | SacB-1 Lys363 SacB-2 Lys38 -3.20 2.64 v 1
H | SacB-1 Asp241 SacB-2 Lys38 -3.00 2.39 v 1
H | SacB-1 Tyr187 SacB-2 Lys285 -2.50 2.83 v 1
H | SacB-1 Tyr237 SacB-2 Lys280 -0.90 2.59 v 1

Figura 33. Acoplamiento molecular proteina-proteina. Interpretacion “equilibrada”. Modelo del grupo 2. La
cadena A se encuentra en color blanco y la cadena B en color negro. Los SEUF se encuentran indicados por el color
correspondiente y los aminoacidos que conforman el sitio catalitico se encuentran en color amarillo A) Presenta el
modelo estructural de la interaccion del grupo 2 de 88 miembros. B) Acercamiento a la zona de interaccion. C)
Tabla de contribuciones energéticas por cada par de aminoacidos que interactiia en el modelo. Los datos se
obtuvieron por medio de MOE.

En estos analisis destaca la participacion de las fuerzas hidrofobicas en la interaccion proteina-proteina.
Al analizar el cluster 0 (figura 34), con 254 miembros y -423.8 kcal/mol, encontramos la participacion de
los aminodcidos F435, P404, R433, A437 y G184, los cuales coinciden con la IPP visualizada en el cristal
de S164A (figura 35). Después del primer acercamiento al andlisis computacional del acoplamiento
molecular entre SacB, observamos que existe un aminodcido (F435) que se repite en los modelos
resultantes de IPP. Ademas, F435 se encuentra en el SEUF-3 y en el cristal obtenido de S164A, formando
parte de la zona de IPP (figura 35.A). Derivado de estas observaciones, resulta de sumo interés construir

la mutante F435A.
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C) Tipo CadenaA Aminodcido Cadena B Aminodcido  Energia Distancia  Backbone  Frecuencia
(kcal/mol)  (A)
IH | SacB-1 Arg333 SacB-2 Asn236 -5.7 2.86 v 1
IH | SacB-1 Asnd05 SacB-2 GIn229 -4.4 291 - 1
IH | SacB-1 Asnd05 SacB-2 His186 -3.4 2.82 v 1
IH | SacB-1 Alall6 SacB-2 Ser238 -3.3 2.92 v 1
H | SacB-1 Phed35 SacB-2 Asn236 -2-8 291 v 1
H | SacB-1 Alad37 SacB-2 Gly184 2.7 2.87 v 1
H | SacB-1 Phed35 SacB-2 Tyr187 -2.6 2.85 v 1
H | SacB-1 Pro404 SacB-2 Tyr187 -1.9 2.66 v 1
H | SacB-1 Tyr436 SacB-2 Tyr237 -0.9 2.79 v 1

Figura 34. Acoplamiento molecular proteina-proteina. Interpretacion por interacciones hidrofobicas. Modelo del
grupo 0. La cadena A se encuentra en color blanco y la cadena B en color negro. Los SEUF se encuentran indicados
por el color correspondiente. A) Presenta el modelo estructural de la interaccion del grupo 0 de 254 miembros. B)
Acercamiento a la zona de interaccion. C) Tabla de contribuciones energéticas por cada par de aminoacidos que
interactiia en el modelo. Los datos se obtuvieron por medio de MOE.

Figura 35. S164A. A) Cristal de variante S164A PDB:6PWQ B) Se muestra sombreado un primer plano de las
interacciones de empaque del cristal. La cadena A (verde) y B (azul) con residuos que interactiian se muestran como
palos. Los enlaces de hidrogeno se muestran como lineas discontinuas negras. El ion sulfato esta en barras amarillas
y las moléculas de agua estan en esferas rojas.
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Al analizar los cristales 6PWQ y 6VHQ (figura 36), observamos que los aminodcidos encontrados en los
subsitios +3 y +4, tales como D117, G184 y Y237, se encuentran participando en dos situaciones. De
acuerdo a 6PWQ, estos aminoacidos forman parte de la IPP, y segin 6VHQ, contribuyen a los subsitios
de union a levana +3 y +4. Esto nos permite especular que la IPP impide la interaccion de la levana en
crecimiento con los subsitios de union a sustrato, interacciones necesarias para la produccion de levana de
alto peso molecular. Raga y cols (2021), obtuvieron las mutantes D117A y Y237A. Tras realizar las
mutaciones y obtener el perfil de producto, destacaron el cambio de especificidad de la enzima, ya que en
el caso de Y237A se produjo levana exclusivamente de alto peso molecular (tabla 8). Este aminoacido,
ademas de pertenecer al subsitio +4, también participa en la IPP de acuerdo al cristal 6PWQ, por lo que
su modificacion por alanina provoca la disminucion de las IPP, lo que conduce a levana de alto peso
molecular, lo que concuerda con la hipotesis planteada. Sin embargo, es importante definir si este efecto
se debe a la interrupcion de la interaccion de levana con esos aminoacidos del subsitio +3 y +4 o bien a la

interrupcion de las IPP.

N > / PDB:6PWQ

B) PDB:6VHQ

Cadena A Cadena B

Figura 36. A) Cristal de variante S164A (PDB:6PWQ). Se presenta en azul la cadena A y en blanco la cadena B
de SacB. Los aminoacidos en amarillo forman parte de la IPP, como D117, G184 y Y237. B) Cristal de SacB con
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cadena de oligosacarido de 6 fructosas (PDB:6VHQ). Se muestran los enlaces de hidrogeno entre Y237, D117 y
G184 con el oligosacarido en cadena A y B de la unidad asimétrica.

Tabla 8. Mutantes obtenidas a partir de SacB y su efecto en la sintesis de levana.

Variante de Efecto en la sintesis de levana Referencia

SacB

DS83A Disminuye la estabilidad de la enzima. El perfil H/T y la distribucién del peso molecular | -
de la levana no cambia respecto a SacB WT a 28°C.

E275A Se favorece la sintesis de levana de alto peso molecular en condiciones estandar. H/T = -
permanece sin cambio respecto a SacB WT.

K148A Se favorece la sintesis de levana de alto peso molecular y la reaccion de transferencia en | -
condiciones estandar.

Y187A Distribucién bimodal del peso molecular de levana. 2z

1341V Sin cambios respecto a SacB WT. 3

Y429N Se favorece considerablemente la reaccion de hidrolisis. Produce FOS en lugar de levana | 7
de alto peso molecular.

Subsitio -1

S164A Se favorece la sintesis de levana de bajo peso levana en condiciones estandar. A 5.5 pg/mL !
la distribucion es bimodal.

R246A Inactiva a la enzima 7

D247A Inactiva a la enzima 7

Subsitio +1

R360K/S/H Aumenta la reaccion de hidrolisis. R360H produce levana con 60% menos @’

transfructosilacion.
Subsitio +2

N242A Distribucién bimodal. Se favorece la sintesis de levana de alto peso molecular en & 2*
condiciones estandar. Aumenta la reaccion de hidrdlisis respecto a SacB WT.

K363A Se produce Unicamente de levana de alto peso molecular en condiciones estandar. Aumenta = 2
la reaccion de hidrolisis respecto a SacB WT.

H243L Se favorece la sintesis de levana de alto peso molecular en condiciones estandar. 3

Subsitio +3

D117A Se favorece la sintesis de levana de alto peso molecular en condiciones estandar. z

F182Y Distribucion bimodal del peso molecular de levana. 2

F182W Distribucion bimodal del peso molecular de levana. 2

F182A Se produce tinicamente de levana de alto peso molecular en condiciones estandar. 2z

Subsitio +4

Y237A Se produce tinicamente de levana de alto peso molecular en condiciones estandar. 2z

Estos resultados constituyen un primer acercamiento al estudio de las IPP por medio de métodos
computacionales y observaciones experimentales, que requieren de una mayor y mas profunda
exploracion, antes de poder llegar a conclusiones contundentes, y poder asi proponer una funcion probable

de las interacciones en conjunto con el papel de los subsitios de union a fructosa.
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Ademas de estas consideraciones sobre la estructura de la enzima que modifican su especificidad relativa
al peso molecular de levana, también es importante tomar en cuenta las caracteristicas y el comportamiento
del polimero en solucion para entender el mecanismo de elongacion. Recientes estudios de MALS y de
espectroscopia realizados con levana producida por Bs-SacB en diversas condiciones, permitieron deducir
que el tamafio de la levana de alto peso molecular es de 35,000 kDa!8, diez veces mayor al peso molecular
reportado anteriormente de 3500 kDa. De acuerdo a Bouallegue*’, mediante estudios de LALS/RALS,
reportan un peso de 20 MDa para la levana sintetizada por Bacillus subtilis AF17, cercano al peso
molecular de la levana de B. subtilis 168. Mediciones y observaciones sobre las particulas de levana, llevan
a la hipotesis de que éstas forman agregados de un tamafio de aproximadamente 140 nm,
independientemente del peso molecular. El hecho de que la levana colapse en este tipo de agregados,
podria también ser un factor que influye en el mecanismo de polimerizacion de la enzima productora. Por
lo que las condiciones de reaccidon anteriormente analizadas, podrian también afectar la estructura del

polimero en la solucion, siendo este un factor adicional que influye en su alargamiento.

7.5 Propuesta de mecanismo de elongacion de la levana por Bs-SacB

Hasta el momento se han realizado una serie de estudios sobre el comportamiento de Bs-SacB que pueden
contribuir al entendimiento del mecanismo de alargamiento del polimero que produce. Nuestros datos
sugieren que existe una IPP independiente de la presencia de sustrato. Se sabe que el producto colapsa en
agregados al alcanzar una concentracion critica'*. Esos agregados se auto ensamblan para formar una
nanorparticula. Las nanoparticulas de levana de bajo y alto peso molecular tienen el mismo tamafio'®. Por
otro lado, se conoce que SacB posee aminoacidos que son identificados en la union a sustrato y que se
agrupan en subsitios denominados -1, +1, +2, +3, +47-!7:23_ Los primeros subsitios (-1, +1, +2) participan
en la elongaciéon de la levana, ya que su modificaciéon da como resultado levanas con grados de
polimerizacion cortos, contrario a lo que sucede cuando se mutan aminoacidos que participan en los
subsitios de union +3 y +4, que cambian la especificidad de la enzima hacia la sintesis de levana de alto
peso molecular. De acuerdo al cristal de la variante S164A, los residuos de los subsitios +3 y +4 también
forman parte de la posible IPP. Ademas, se han detectado sitios externos de unidn a fructosa, por medio
de estudios computacionales!! y cristalografia?®. Al realizar mutaciones sitio-dirigidas en estos sitios, se

obtienen enzimas que sintetizan preferentemente levana de alto peso molecular.
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Con esta serie de resultados se propone un mecanismo de acuerdo a la caracteristica del producto
sintetizado, ya sea levana de bajo o alto peso molecular (figura 37). La levana de alto peso molecular se
sintetiza gracias a la interaccion del producto con los aminoéacidos desde el subsitio -1 hasta la superficie
de la enzima en donde solo existe la participacion de moléculas de agua y la levana puede elongarse
libremente hasta alcanzar un grado de polimerizacién que provoca su colapso en una nanoparticula que
formara parte de la levana de alto peso molecular (escenario de una baja concentracion de enzima o enzima
inmovilizada). La levana de bajo peso molecular se produce cuando se presentan IPP transitorias que
imposibilitan la produccion de levana de alto peso molecular, ya que impide la estructuracion libre del
polimero en solucion. Ademas, en las IPP transitorias intervienen los SEUF impidiendo el alargamiento
de la cadena de fructosas, por lo que la levana colapsa en agregados de bajo peso molecular (es el caso
cuando existe una alta concentracion de enzima).

Levana de bajo peso molecular

A) Levana de alto peso molecular B)

Figura 37. Esquema de la propuesta del mecanismo de elongacion de la levana de alto peso molecular
(A) y de bajo peso molecular (B).
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8. Conclusiones

Se demostro que las modificaciones en la superficie de SacB, que incluyen la eliminacion de una etiqueta
de histidinas, asi como mutaciones sencillas y dobles, modifican la especificidad de la enzima alterando
el peso molecular del polimero que sintetiza. Estas modificaciones superficiales pueden traer como
resultado el impedimento de interacciones proteina-proteina necesarias para interrumpir el mecanismo de

elongacion de la levana.

Usando el ensayo de FRET, se obtuvo por primera vez y de manera directa en el estudio del
comportamiento de la LS de B. subtilis posibles evidencias de las IPP. Este resultado puede explicar la
influencia de la concentracion de enzima y de otros pardmetros en la especificidad de reaccion, ya que

cualquier condicion que las impide, da lugar a la sintesis de levana de alto peso molecular.

Se encontrd que la etiqueta Hiss de SacB WT, modifica la distribucion de pesos moleculares de levana
observada a distintas concentraciones de enzima. Este resultado apoya la hipotesis de IPP que estan
involucradas en la especificidad de SacB, mismas que se ven afectadas por cualquier modificacion
estructural de la enzima, particularmente cuando se hacen extensiones a la estructura primaria. La ausencia
de la etiqueta favorece las interacciones dando lugar a la sintesis de una mayor proporcion de levana de

bajo peso molecular con respecto a SacB WT con la extension de histidinas.

Se obtuvieron y analizaron 4 mutantes de la LS SacB de Bacillus subtilis 168, disefiadas a partir de estudios
de acoplamiento molecular entre SacB WT, S164A y fructosa. La mutante K148A que forma parte del
SEUF-2, contribuye a la produccion preferente de levana de alto peso molecular, tal como se esperaba, ya
que este residuo estaria involucrado en un sitio de posible interaccion proteina-proteina que conlleva a
una probable competencia por las cadenas de fructosa en crecimiento durante la polimerizacion. Este
también es el caso de la mutante E275A perteneciente al SEUF-1, aunque este aminodcido parece
participar en el subsitio con menor contribucion que K148A, probablemente como resultado de una menor

energia de union.

Contrario a lo esperado, la doble mutante K148 A/D145A no contribuye a un incremento en la proporcion

de sintesis de levana de alto peso molecular, sino que pareciera compensar parcialmente el efecto de la
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mutacion K148A. Este comportamiento puede atribuirse a una redistribucion de los residuos aledafios.
Estudios enfocados en estos residuos permitirdin comprender mejor el papel que SEUF-2 desempena en el

mecanismo de reaccion.
Se encontr6 que la mutante D83A que forma parte del SEUF-3, es importante en la estabilidad

termodindmica de la proteina, por lo que su caracterizacion enzimadtica requirié disminuir la temperatura

a 28°C a la que se observo que no existen diferencias considerables entre el comportamiento de SacB WT.
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9. Perspectivas

e FElucidar el papel que desempeiian los sitios externos de unién a fructosa (SEUF-1 — SEUF-3).

e Determinar el tipo principal de interaccion proteina-proteina que presenta SacB (hidrofobcas,
electrostaticas, Van der Waals...)

e Obtener la mutante F435 para corroborar su participacion en las IPP.

e Obtener variantes de SacB con todo el SEUF alterado y realizar pruebas de IPP.

e Realizar estudios de especificidad de producto de la enzima sin etiqueta de histidinas.

e Calcular la constante de afinidad (Kd) a partir de estudios FRET.

e Estudiar las posibles IPP en otras LS.

e Comprobar mediante un segundo tipo de ensayo la interaccion proteina-proteina.
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Tabla A. Prediccion de la estabilidad de las posibles mutantes de SacB en el SEUF-1

WS

AY/
Y

(>

Mutaciéon | Missense ProTSPoM iStable Tipo de interaccion Seleccionada
(37°C pH 6) | con CHO (de acuerdo
Contribucién encontrada AAG AAG al acoplamiento
SEUF-1 (keal/mol) | (kealimol) | molecular)
Y37 No se Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -1.12 -1.53 Enlace de hidrogeno NO
detectaron expansién del volumen de la cavidad a 1.08 A3 3.07 A con fenol
dafios Cerca de amino
estructurales terminal
Y41 No se Ruptura de puente salino interno: El puente salino en -0.74 -1.36 Dos enlaces de NO
detectaron WT se detecta entre el atomo de OD1 de D145 y el hidrégeno 2.95y 2.96
dafios atomo de NHI de ARG 141 (distancia: 3,652 A). Sin A con fenol Cerca de amino
estructurales embargo, el puente salino también se encuentra en la terminal
estructura mutante entre el 4tomo de OD1 de ASP 145y
el dtomo de NHI de ARG 141 (distancia: 3,652 A). El
residuo de tipo WT esta expuesto (RSA 31,5%)
Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
expansién del volumen de la cavidad a 17,928 A3
Y271 No se Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.80 -1.0 Dos puestes de NO
detectaron expansién del volumen de la cavidad a 19.656 A3 hidrégeno 2.90 y 3.15 A | Interacciones con
dafios con back bone back bone
estructurales
Q272 Dafio Ruptura de enlace de hidrogeno interno: Esta sustitucion | -0.11 -0.19 Hidrofobicas NO
estructural interrumpe todos los enlaces H de la cadena lateral /
detectado cadena lateral y / o enlaces H de la cadena lateral / Interrupcion de
cadena principal formados por un residuo GLN oculto enlaces de
Ruptura de (RSA 6,0%) Hidrégeno
elnace de
Hidrogeno
enterrado
E275 No se Ninguna -0.98 -0.67 Hidrofobicas Si
detectaron
dafios
estructurales
S276 Daiio Ruptura de enlace de hidrogeno interno: 0.01 -0.78 Hidrofobicas NO
estructural Esta sustitucion interrumpe todos los enlaces H de la
detectado cadena lateral / cadena lateral y / o enlaces H de la
cadena lateral / cadena principal formados por un
Ruptura de residuo SER enterrado (RSA 3,0%).
elnace de
Hidrégeno Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
enterrado expansién del volumen de la cavidad a 44.064 A3
N279 Dafio Ruptura de enlace de hidrogeno interno: -0.81 -1.36 Enlace de hidrogeno NO
estructural Esta sustitucion interrumpe todos los enlaces H de la 3.25 A con amida
detectado cadena lateral / cadena lateral y / o enlaces H de la
cadena lateral / cadena principal formados por un
Ruptura de residuo ASN enterrado (RSA 0,0%)
elnace de
Hidrogeno
enterrado
Y282 Dafio Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.71 -1.33 Enlace de hidrogeno NO
estructural expansion del volumen de la cavidad a 117.936 A3 3.10 A con fenol
detectado
Cavidad
alterada
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DS
Tabla B. Prediccion de la estabilidad de las posibles mutantes de SacB en el SEUF-2
Mutacion | Missense 3D ProTSPoM iStable Tipo de interaccion Seleccionada
(37°C pH 6) | con CHO (de acuerdo
EUF-2 Contribucion encontrada AAG AAG al acoplamiento

SEUF- (kcal/mol) (kcal/mol) molecular)

D118 No se detectaron | Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.37 -0.25 Enlace de hidrogeno Si
dafios expansién del volumen de la cavidad a 6.264 A3 2.94 A con carboxilo
estructurales

T119 Dafio estructural Ruptura de puente de hidrogeno interno: Esta sustitucion -0.23 -0.93 Dos enlaces de NO
detectado interrumpe todos los enlaces H de la cadena lateral / hidrégeno 3.05y 3.06 A

cadena lateral y / o enlaces H de la cadena lateral / con back bone Interrupcion
Ruptura de cadena principal formados por un residuo THR enterrado de enlaces de
elnace de (RSA 2.1%) hidrogeno
Hidrogeno
enterrado Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la

expansién del volumen de la cavidad a 28.512 A3

S120 No se detectaron | Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.21 -0.06 Dos enlaces de NO
dafios expansién del volumen de la cavidad a 40.608 A3 hidrogeno 2.89 y 3.05 A
estructurales con hidroxilo

R141 Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.71 -0.92 Dos enlaces de NO
No se detectaron | expansién del volumen de la cavidad a 33.912 A3 Hidrégeno 3.09 con
dafios aminay 3.17 A con otro
estructurales amino

D145 Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la 0.46 -0.38 Enlace de hidrogeno Si
No se detectaron | expansién del volumen de la cavidad a 7.992 A3 2.82 A con carboxilo
dafios
estructurales

K148 Ruptura de puente salino interno: El puente salino de tipo | -0.89 -0.88 Hidrofobicas st
No se detectaron WT se detecta entre el atomo NZ de LYS 148 y el 4tomo
dafios de ODI1 de ASP 145 (distancia: 4,242 A), y la sustitucién
estructurales rompe este enlace. Sin embargo, el residuo de tipo WT

no esta enterrado en RSA (11,2%)
Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
expansién del volumen de la cavidad a 41,904 A3

Q159 Dafio estructural Ruptura de enlace de hidrogeno interno: Esta sustitucion -0.81 -0.76 Hidrofobicas NO
detectado interrumpe todos los enlaces H de la cadena lateral /

cadena lateral y / o enlaces H de la cadena lateral /
Ruptura de cadena principal formados por un residuo GLN enterrado
elnace de (RSA 6.0%)
Hidrogeno
enterrado Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
expansién del volumen de la cavidad a 32.4 A3
T160 Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.78 -0.8 Hidrofobicas -
No se detectaron | expansién del volumen de la cavidad a 4.536 A3
dafios
estructurales
Ql61 Daiio estructural Ruptura de enlace de hidrogeno interno: Esta sustitucion -0.45 -0.47 Hidrofobicas NO
detectado interrumpe todos los enlaces H de cadena lateral / cadena
lateral y / 0 enlaces H de cadena lateral / cadena principal
Ruptura de formados por un residuo GLN oculto (RSA 8.0%)
elnace de
Hidrégeno Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
enterrado expansién del volumen de la cavidad a 1.08 A3
E162 Carga enterrada Carga interna reemplazada: Esta sustitucion reemplaza -0.35 0.47 Enlaces de hidrogeno NO
reemplazada un residuo cargado enterrado (GLU, RSA 3,0%) con un 2.75 A con carboxilo
residuo no cargado (ALA).

Ruptura de

elnace de Ruptura de enlace de hidrogeno interno: Esta sustitucion

Hidrégeno interrumpe todos los enlaces H de cadena lateral / cadena

enterrado lateral y / 0 enlaces H de cadena lateral / cadena principal
formados por un residuo GLU enterrado (RSA 3,0%)

Cavidad alterada | Ruptura de puente de sal interno: El puente de sal de WT
se detecta entre el atomo OE1 de GLU 162 y el &tomo
NE de ARG 141 (distancia: 4,681 A), y la sustituciéon
rompe este enlace. El residuo de tipo WT estéa enterrado
(RSA 3,0%)
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Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
expansion del volumen de la cavidad a 101,952 A3

Tabla C. Prediccion de la estabilidad de las posibles mutantes de-SacB en el SEUF-3

Mutaciéon | Missense 3D ProTSPoM iStable Tipo de interaccion Seleccionada
(37°C pH 6) | con CHO (de acuerdo
SEUF-3 Contribucién encontrada AAG AAG a acoplamiento
(kcal/mol) (kcal/mol) molecular)
D83 Dafio estructural Carga interna reemplazada: Esta sustitucion reemplaza -0.78 -0.56 Dos enlaces de st
detectado un residuo cargado enterrado (ASP, RSA 1.8%) con un hidrégeno con carboxilo
residuo no cargado (ALA). de aspartico a 2.70 A
Ruptura de
elnace de Ruptura de enlace de hidrogeno interno: Esta sustitucion
Hidrégeno interrumpe todos los enlaces H de la cadena lateral /
enterrado cadena lateral y / o enlaces H de la cadena lateral /
cadena principal formados por un residuo ASP enterrado
(RSA 1,8%).
Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la
expansién del volumen de la cavidad a 23,976 A3
P113 No se detectaron | Ninguna -0.63 -0.69 Hidrofobicos Posiblemente
dafios
estructurales
T431 No se detectaron | Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.22 -1.12 Hidrofobicos NO
dafios expansién del volumen de la cavidad a 12.312 A3
estructurales
N432 No se detectaron | Ninguna -0.49 -1.15 Hidrofobicos NO
dafios
estructurales
F435 No se detectaron | Ninguna -0.61 -1.47 Hidrofobicos Si
dafios
estructurales Coincide con
cristal S164A
y estudios de
acoplamiento
molecular
K439 No se detectaron | Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.19 -0.63 Enlace de hidrogeno NO
dafios expansion del volumen de la cavidad a 2.376 A3 2.71 A con back bone
estructurales
Q440 No se detectaron | Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la -0.68 -0.63 Hidrofobicos NO
dafios expansion del volumen de la cavidad a 1.296 A3
estructurales
S441 No se detectaron | Alteracion de la cavidad: La sustitucion conduce a la 0.10 -0.31 Hidrofobicos NO
dafios expansién del volumen de la cavidad a 26.136 A3
estructurales
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