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The nitrogen in our DNA, the calcium in our teeth,
the iron in our blood, the carbon in our apple pies
were made in the interiors of collapsing stars.

We are made of starstuff.

We are a way for the universe to know itself.

Carl Sagan
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Resumen

Las enzimas son catalizadores eficientes y sustentables, capaces de llevar a cabo
reacciones tanto quimio- como estereoespecificas dificiles de lograr mediante métodos
quimicos tradicionales. La biocatalisis se alinea con los principios de la quimica verde, lo que

redunda en ventajas tanto desde el punto de vista ambiental como econdémico. Un area en la que



presenta un gran potencial es la sintesis de aminas quirales. Estas se encuentran presentes en un
alto porcentaje de f&rmacos y compuestos bioactivos, por lo que su produccion es un objetivo
fundamental para la industria. Su sintesis quimica tradicional en forma enantiomeéricamente
pura es dificil de lograr, requiriendo catalizadores que utilizan metales pesados y por lo tanto
generan alto impacto ambiental. Enzimas como imino-reductasas, aminasas reductivas o
transaminasas podrian proveer un proceso mejor para este fin, pero se hace necesaria la
busqueda de enzimas de este tipo que sean capaces de cumplir con los exigentes requisitos de
los procesos industriales.

En trabajos previos del grupo fue identificada y caracterizada una m-transaminasa de
Capronia semiimmersa (TACap). Esta enzima demostré ser capaz de utilizar tanto D-alanina
como isopropilamina como donores de amino, siendo esta ultima mas atractiva desde un punto
de vista econdmico. La produccion y purificacion de la enzima fueron optimizadas y la
especificidad de sustrato ensayada. En particular se destaca la capacidad de esta enzima de
tomar como sustrato aceptor de amino a la fenilacetona, dando como producto a la L-
anfetamina. Este producto es intermediario en la sintesis del [*!C]L-deuterodeprenil, un
radiofarmaco de utilidad en el diagnostico de enfermedades neurodegenerativas de uso
actualmente en el Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular. Si bien esto resultd
promisorio, el grupo se encontrd con bajas conversiones debido a una baja estabilidad de la
enzima en las condiciones de reaccion.

Este trabajo de maestria se planted aprovechar el avance de los métodos bioinformaticos
y de la quimica computacional para desarrollar, a partir de esta enzima ya caracterizada,
variantes que permitiesen cumplir con los requisitos de actividad y estabilidad requeridos para
el escalado de la reaccion mencionada anteriormente. Partiendo de esta premisa fue recreada
una estructura tridimensional de TACap, cuya dinamica molecular fue simulada y analizada
para comprender las interacciones moleculares presentes y proponer modificaciones que
pudiesen aumentar su estabilidad. Mediante esta estrategia se propuso la eliminacion de dos
regiones desordenadas. En paralelo fue seguida una estrategia basada en el analisis de la
secuencia: fue construida una secuencia consenso utilizando 919 secuencias relacionadas a la
TACap. Se ha reportado que los aminoacidos conservados pueden contribuir favorablemente a
la estabilidad, por lo que se selecciond un conjunto de 41 mutaciones puntuales (aminoacido

nativo intercambiado por aminoécido consenso) con potencial para estabilizar la proteina.



Las modificaciones propuestas fueron incorporadas sobre el gen codificante de la
enzima nativa mediante PCR, y las variantes fueron expresadas para analizar su estabilidad y
actividad. La estabilidad fue evaluada mediante la medida de la temperatura de melting
(desnaturalizacion) aparente (Tm) de las proteinas, y aquellas con un Tm superior a aquel de la
enzima nativa fueron evaluadas en cuanto a su actividad. La prueba de actividad fue llevada a
cabo mediante un ensayo espectrofotométrico con un sustrato modelo, y aquellas enzimas con
una actividad comparable o superior a la de la enzima nativa fueron consideradas para el
siguiente paso. Las tres mejores variantes fueron combinadas para dar lugar a cuatro enzimas
que fueron nuevamente evaluadas en cuanto a su estabilidad y actividad. Una de estas variantes,
conteniendo las mutaciones L106V y A211-217, presenté un aumento en la Tm de 6°C, junto
con una actividad relativa de 213% comparada con la enzima original, lo que la vuelve una

opcién muy prometedora para su aplicacion a la sintesis del radiofarmaco de interés.
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Abstract

Enzymes are efficient and sustainable catalysts capable of carrying out both chemio-
and stereospecific reactions that are difficult to achieve using traditional chemical methods.
Biocatalysis aligns with the principles of green chemistry, resulting in environmental and

economic advantages. One area where enzymes show great potential is the synthesis of chiral
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amines. These are present in a high percentage of pharmaceuticals and bioactive compounds,
making their production a fundamental objective for the industry. Traditional chemical
synthesis of enantiomerically pure amines is challenging, requiring catalysts that use heavy
metals and thus have a high environmental impact. Enzymes such as imine reductases, reductive
aminases, or transaminases could provide a better process for this purpose, but the search for
such enzymes capable of meeting the demanding requirements of industrial processes is
necessary.

In previous work by the group, an -transaminase from Capronia semiimmersa
(TACap) was identified and characterized. This enzyme demonstrated the ability to use both
D-alanine and isopropylamine as amino donors, with the latter being more economically
attractive. The production and purification of the enzyme were optimized, and substrate
specificity was tested. Particularly noteworthy is the enzyme's ability to use phenylacetone as
an amino acceptor substrate, resulting in the production of L-amphetamine. This product is an
intermediate in the synthesis of [*!C]L-deuterodeprenyl, a radiotracer used in the diagnosis of
neurodegenerative diseases currently in use at the Uruguayan Center for Molecular Imaging
(CUDIM). However, the group encountered low conversions due to the enzyme's low stability
under reaction conditions.

This master's thesis aimed to leverage the advancement of bioinformatics and
computational chemistry methods to develop variants of the characterized enzyme that would
meet the activity and stability requirements necessary for scaling up the aforementioned
reaction. Starting from this premise, a three-dimensional structure of TACap was recreated, and
its molecular dynamics were simulated and analyzed to understand the present molecular
interactions and propose modifications to increase its stability. Using this strategy, two
disordered regions were proposed for elimination. Simultaneously, a sequence-based strategy
was followed, constructing a consensus sequence based on 919 sequences related to TACap. It
is known that conserved amino acids can contribute favorably to stability, so a set of 41 point
mutations (exchanging native amino acids for consensus amino acids) with the potential to
stabilize the protein was selected.

The proposed modifications were incorporated into the coding sequence of the native
enzyme through PCR, and the variants were expressed to analyze their stability and activity.
Stability was evaluated by measuring the melting temperature (Tm) of the proteins, and those

with a T higher than that of the native enzyme were further evaluated for their activity. Activity
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testing was performed using a spectrophotometric assay with a model substrate, and those
enzymes with comparable or superior activity to the native enzyme were considered for the
next step. The three best variants were combined to generate four enzymes, which were then
re-evaluated for their stability and activity. One of these variants, containing the mutations
L106V and A211-217, showed an increase in Trm of 6°C, along with a relative activity of 213%
compared to the wild type enzyme, making it a very promising option for its application in the

synthesis of the radiotracer of interest.
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Introduccion
Biocatalisis

Mas vieja de lo que parece

Por definicion, un biocatalizador es una sustancia bioldgica que aumenta la velocidad
de una reaccién quimica y no es consumida en el proceso. La biocatalisis comprende, por tanto,
el estudio y aplicacion de estas sustancias. Si consideramos la produccion de bebidas
fermentadas, pan y queso en la Mesopotamia, el norte de Europa y China durante la Edad
Antigua, la biocatalisis es aplicada por los seres humanos desde hace al menos ocho mil afios.?
4 Sin embargo, no es hasta 1833 que los franceses Payen y Persoz® reportan por primera vez la
existencia de una sustancia de este tipo: la diastasa, una mezcla de amilasas capaz de degradar
azucares complejos. Con el correr de los afios fueron reportadas algunas “sustancias” mas
(pepsina, invertasa) y se determind su caracter catalitico, para finalmente en 1877 ser acufiado
el término “enzimas™®. Vale en este punto aclarar que, si bien las enzimas no son los Gnicos
tipos de biocatalizadores, en este trabajo nos referiremos exclusivamente a ellas o a los sistemas
en que se encuentran involucradas.

Las enzimas son proteinas que cumplen la funcion de catalizar reacciones bioquimicas.
Las proteinas constituyen heteropolimeros conformados por unidades moleculares conocidas
como aminoacidos, los cuales se ensamblan mediante enlaces amida, especificamente
denominados enlaces peptidicos (Figura 1). Estos aminoacidos, de caracter quiral (excepto la
glicina), poseen cadenas laterales distintivas y por tanto presentan diversas propiedades
fisicoquimicas que confieren a la proteina una extensa diversidad de combinaciones posibles
(Figura 2).

La secuencia de aminoacidos, conocida como estructura primaria, en conjunto con su
entorno, que comprende factores como el solvente, los iones, otras biomoléculas y
modificaciones quimicas adicionales, determinan la conformacion tridimensional, la dindmica
y la funcion de la proteina. Estos elementos fundamentales convergen en lo que se denomina
plegamiento proteico, una organizacion tridimensional que a su vez se compone de estructuras
mas pequefias agrupadas bajo la categoria de estructura secundaria. En esta escala, emergen las
hélices alfa y las laminas plegadas beta, aunque también existen regiones menos ordenadas.
Cuando estos elementos interaccionan y se organizan en una escala mas grande se habla de

estructura terciaria, nivel en el cual se observan combinaciones recurrentes de elementos de



estructura secundaria, denominadas motivos de plegamiento. Por encima del nivel de
organizacion terciaria existe la posibilidad de formar oligdmeros, involucrando dos o mas
cadenas polipeptidicas iguales o diferentes, dando origen a la estructura cuaternaria. Pueden
apreciarse los distintos niveles de plegamiento mencionados en la Figura 3. Los procesos de
plegado y desplegado de proteinas resultan de un equilibrio delicado entre entalpia y entropia,
lo que las hace particularmente sensibles a variaciones en condiciones como la temperatura, el

pH vy la fuerza idnica.
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Figura 1 Esquema de formacion de un enlace peptidico entre dos aminoacidos con
cadenas laterales R1 y R,. Extraido de Wikimedia Commons.’
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Figura 3 llustracion de los distintos niveles de plegamiento de una proteina.
Adaptado de Wikimedia Commons.®

Las proteinas pueden asociarse con otras biomoléculas mediante enlaces covalentes,
enlaces de coordinacion o interacciones intermoleculares mas débiles. De esta manera, algunas
proteinas incorporan monosacaridos u oligosacaridos, iones metalicos y grupos prostéticos con
una amplia diversidad quimica. Estas uniones tienen la capacidad de influir en la estructura
proteica, la dindmica conformacional, la ubicacion celular, el estado oligomérico y, en ultima
instancia, en la funcién bioldgica. Las proteinas cumplen una amplia gama de funciones en los
organismos Vivos, incluyendo la contribucion a la organizacion de las estructuras celulares, el
transporte de sustancias hacia y desde las células, asi como la mediacion de procesos de
sefializacion celular, entre otras tareas fundamentales.

Como ya se mencion0, las enzimas son aquellas proteinas capaces de catalizar
reacciones quimicas. En el contexto de la sintesis quimica, la biocatalisis implica el uso de estas
enzimas para catalizar reacciones de interés, y presenta algunas ventajas indiscutibles frente a
la quimica “tradicional”, a saber: alta quimio- y regioselectividad, excelente esteroespecificidad
y posibilidad de actuar en condiciones de reaccion suaves (temperatura cercana a la ambiente,
presion atmosférica, solvente acuoso).X® Como narran Heckmann y Paradisi'?, entre fines del
siglo XIX y mediados del XX la biocatalisis encontrd diversos nichos de aplicacién industrial,
ya fuese empleando preparados enzimaticos u organismos como bacterias, hongos y levaduras,
en lo que constituyo la primera ola de la biocatalisis'?. La comprension de las cualidades y

mecanismos de las enzimas iria aumentando, desde su clasificacion primero como proteinas y



luego en clases segun su actividad, hasta la determinacion de sus parametros cinéticos. Un paso
clave fue la elucidacion de la estructura tridimensional de estas moléculas, siendo la de la
lisozima la primera en ser reportada por Blake et al. en 1962'3. La observacion de los sitios de
union de sustratos e inhibidores, asi como de los cambios conformacionales consecuencia de
estas interacciones allané el camino para la comprobacion de los mecanismos de accion
previamente propuestos, asi como la identificacion de nuevos.

A pesar de estos descubrimientos su uso industrial se encontraba limitado por la baja
cantidad en que las enzimas podian ser producidas, y no seria hasta la revolucién del ADN (su
secuenciado y las tecnologias para manipularlo) que su uso se volveria méas generalizado. El
desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular, como el clonado en plasmidos y la
expresion recombinante de enzimas en E. coli u otros hospederos adecuados en la segunda
mitad del siglo XX permitiria obtener estos biocatalizadores en cantidades abundantes y en
mejor calidad.!* La primera enzima en ser expresada en forma recombinante fue la penicilina
amidasa en 19794, empleada para la obtencion del acido 6-aminopenicilanico a partir de
penicilina, asi como para catalizar la reaccion inversa en la obtencion de antibidticos

semisintéticos como la ampicilina y la amoxicilina (Figura 4).
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Figura 4 a- Obtencidn enzimatica de 6-APA a partir de penicilina. b- Obtencion
enzimatica de antibidticos semisintéticos a partir de 6-APA. Adaptado de
Heckmann y Paradisi.!

Sin embargo, las enzimas nativas por lo general trabajan sobre un limitado espectro de
sustratos, tienen un estrecho margen de estabilidad y una baja tolerancia a cosolventes.*>* Por

tanto, no resulta inesperado que en las Gltimas décadas del siglo XX se desarrollasen las técnicas



y tecnologias necesarias para la introduccién de mutaciones en el ADN recombinante que se
tradujesen en mutaciones de la secuencia aminoacidica de las enzimas, buscando mejorar sus
cualidades. Esto también permitio estudiar de forma directa el rol de ciertos residuos en la
actividad y estabilidad, dando lugar a una primera etapa en el disefio racional de
biocatalizadores y consigo a la segunda ola de la biocatalisis.*2

No obstante, los resultados obtenidos con estos disefios eran con frecuencia
impredecibles e infructuosos. En consecuencia, el enfoque se torno hacia aproximaciones que
incorporan el azar, primero introduciendo mutaciones aleatorias en la secuencia mediante
polimerasas de baja fidelidad, y luego con otras tecnologias como la de barajado de ADN .1/
Se generan de esta forma inmensas librerias de mutantes que son depuradas mediante la
aplicacion de una presion evolutiva. Estos desarrollos, bajo la denominacion de evolucion
dirigida, fueron sumamente exitosos para mejorar estabilidad a temperatura, pH, cosolventes,
actividad frente a sustratos no naturales, estereoselectividad, o una combinacion de los
anteriores, y dieron inicio a lo que seria la tercera ola de la biocatalisis.'? En paralelo, debido a
la creciente preocupacion por los impactos negativos de la quimica tradicional en el ambiente
y la salud humana, fue desarrollado el concepto de “quimica verde”, cuyos principios se
describen en la Figura 5. Como sefialan Sheldon y Woodley?, la biocatalisis cumple con todos
estos principios, a excepcion del 4 y el 10 que refieren al producto obtenido, y no al proceso
(Tabla 1).

Tabla 1 Principios de la quimica verde y su aplicacion en biocatalisis. Adaptado de
Sheldon y Woodley.?

1 Prevencion de residuos Residuos reducidos significativamente
2 Economia atébmica Mayor economia por atomo y paso de reaccion
3 Sintesis menos peligrosas Generalmente baja toxicidad

4 Disefio de productos mas seguros no aplica

5 Solventes y auxiliares mas seguros Generalmente en agua

6 Eficiencia energética Condiciones suaves de reaccion

7 Uso de materia prima renovable Las enzimas son renovables

8 Reduccion de derivatizaciones Evita pasos de proteccion/desproteccion
9 Catalisis Las enzimas son biocatalizadores

10 Disefio de productos degradables no aplica

11 Anédlisis en tiempo real para prevenir la contaminacion  Aplicable a los procesos biocataliticos
12 Procesos intrinsicamente mas seguros Condiciones suaves de reaccion



La repentina disponibilidad de biocatalizadores con propiedades adecuadas para los
procesos industriales, sumado a sus ventajas en el marco de la quimica verde!®?-2 llevo a un
incremento constante en la incorporacion de metodologias biocataliticas en la industria, con
cientos de ejemplos al dia de hoy%24-2¢,

Aun asi, el gran cuello de botella de la evolucién dirigida es el cribado (screening en
inglés) que debe hacerse del gran nimero de variantes generadas. Para enfrentar esta situacion,
existen dos aproximaciones: desarrollo de métodos de cribado que procesen las variantes en
forma mas rapida y eficiente; o la generacion de librerias reducidas, por ejemplo, a través del
estudio de la estructura y la determinacion de regiones que al modificarse posean mayor
probabilidad de éxito. Si bien la primera aproximacion depende en gran parte del tipo de enzima
y la propiedad que se desea modificar, la segunda es més plausible de ser aplicada a diversos
desarrollos. Bornscheuer, quien sugiriera las distintas “olas” en la historia de la biocatalisis,
insinuaba en 2017%" que nos encontrabamos, posiblemente, al borde de la cuarta ola,

determinada por:

¢ la emergencia de nuevas clases de enzimas;

o la catélisis de nuevas reacciones no naturales;

e ¢l aumento exponencial en el nimero de secuencias de ADN disponibles,
especialmente a partir de metagenomas;

e el uso de simulaciones biomoleculares de mecénica cuantica o molecular para el
estudio de mecanismos de accion o dindmica de proteinas;

e la posibilidad de predecir la estructura tridimensional de las enzimas;

e laaplicacion de la ingenieria metabdlica.

Es claro que los avances en el area de la biocatalisis en las Gltimas décadas han sido
gigantescos. Encontrdndonos en una época dorada del desarrollo de herramientas de
aprendizaje automatico, su aplicacion al area de la biologia computacional ha sido en gran parte

exitosa, y es de esperar que surjan mas aplicaciones de relevancia para el area.?®32



The 12 Principles of

® GREEN CHEMISTRY %

Green chemistry is an approach to chemistry that aims to maximize efficiency and minimize hazardous effects on human
health and the environment. While no reaction can be perfectly ‘green’, the overall negative impact of chemistry research
and the chemical industry can be reduced by implementing the 12 Principles of Green Chemistry wherever possible.

( 1. WASTE PREVENTION ) [ 7.USEOF RENEWABLE FEEDSTOCKS |

Prioritize the prevention of waste, Use chemicals which are made from
rather than cleaning up and treating renewable (i.e. plant-based) sources,
waste after it has been created. 4 rather than other, equivalent
Plan ahead to minimize waste at chemicals originating from
every step. petrochemical sources.

2. ATOM ECONOMY 1§ 8. REDUCE DERIVATIVES

Reduce waste at the molecular
level by maximizing the number of
atoms from all reagents that are
incorporated into the final product.
Use atom economy to evaluate
reaction efficiency.

(3. LESS HAZARDOUS CHEMICAL SYNTHESIS | [ 9. CATALYSIS )

Minimize the use of temporary
derivatives such as protectin
groups. Avoid derivatives to reduce
reaction steps, resources required,
and waste created.

£ " sy
. ; : Use catalytic instead of
s?ﬁ&%?iggrt‘:sageggtalggfaengs stoichiometric reagents in reactions.
& possible. Consider the hazards of Choose catalysts to help increase
selectivity, minimize waste, and

reduce reaction times and energy
- demands.

all substances handled during the
reaction, including waste.

4. DESIGNING SAFER CHEMICALS 10. DESIGN FOR DEGRADATION
Minimize toxicity directly by ] Design chemicals that degrade and]

molecular design. Predict can be discarded easily. Ensure
and evaluate aspects such as that both chemicals and their
physical properties, toxicity, and degradation products are not toxic,
environmental fate throughout the bioaccumulative, or environmentally
design process. persistent.

9. SAFER SOLVENTS & AUXILIARIES ] [ 11. REAL-TIME POLLUTION PREVENTION )

Choose the safest solvent available Monitor chemical reactions in

for any given step. Minimize the r i
eal-time as they occur to prevent
total amount of solvents and . the formation and release of any

auxiliary substances used, as these ‘ i
make up a large percentage of the Possntialy "sffgs’fa?,‘éi:”d poliuting

total waste created.

6. DESIGN FOR ENERGY EFFICIENCY | [ 12. SAFER CHEMISTRY FOR ACCIDENT PREVENTION )

- -~

Choose the least energy-intensive Choose and develop chemical
chemical route. Avoid heating and procedures that are safer and
cooling, as well as pressurized and inherently minimize the risk of
vacuum conditions (i.e. ambient accidents. Know the possible risks
temperature & pressure are optimal). and assess them beforehand.
/

G,rm\ 3%, © COMPOUND INTEREST 2015; WWW.COMPOUNDCHEM.COM @ 0 e e
e Shared under a CC Attribution-NonCommercial-NoDerivatives licence.

Figura 5 Principios de la quimica verde. Extraido de Compound Interest®.



Determinacion de estructuras tridimensionales de proteinas

iModelos, modelos everywhere!

Como se mencion6 anteriormente, la funcion bioldgica de una proteina depende de su
estructura terciaria/cuaternaria, la cual deriva de su secuencia aminoacidica en base a principios
fisicoquimicos y el nivel de energia mas bajo alcanzable. Es por tanto que el entendimiento del
plegamiento de proteinas es uno de los objetivos méas importantes en la biologia estructural, y
también en la biocatalisis.*

Experimentalmente, las estructuras tridimensionales de las proteinas pueden ser
determinadas mediante tres métodos: cristalografia de rayos X, criomicroscopia electronica
(cryo-EM) o resonancia magnética nuclear (RMN). La cristalografia de rayos X consiste en
hacer pasar rayos X a través de una muestra de proteina cristalizada, de forma que el patrén de
difraccion obtenido permite determinar la posicion de los atomos en el espacio. Este método
permite también determinar el movimiento vibracional de cada atomo, pardmetro que es
Ilamado factor B. Este parametro es de especial relevancia en la ingenieria de enzimas para
aumentar su estabilidad, ya que se ha demostrado que el aumento de la rigidez en las regiones
flexibles conlleva por lo general un aumento de la estabilidad.®® El origen de la técnica de rayos
X se remonta a principios del siglo XX, y es la mas ampliamente empleada permitiendo obtener
una alta resolucién. Sin embargo, requiere que la muestra sea cristalizable, lo cual no siempre
es posible. En la criomicroscopia electrénica (cryo-EM) la muestra proteica es congelada
instantdneamente con nitrogeno liquido, y luego se adquieren varias imagenes mediante un
microscopio electronico; la combinacion de estas imagenes permite reconstruir la estructura 3D
de la proteina. Este método permite obtener la estructura de proteinas cuya cristalizacion resulta
dificultosa para una cristalografia de rayos X, y al dia de hoy permite resoluciones similares a
las de dicha técnica. Algunas de sus desventajas, sin embargo, son los altos niveles de ruido
obtenidos en el analisis y la dificultad de obtener buenos modelos para proteinas pequefias. Las
técnicas de rayos X y cryo-EM se usan muchas veces de forma combinada, obteniendo con
cryo-EM una estructura de resolucion media (7 a 10 A) de un gran complejo proteico y con
rayos X resolviendo con altisima resolucion (< 1 A) cada monomero. Por Gltimo, en la
resonancia magnética nuclear la muestra proteica (en solucion) es sometida a un fuerte campo
magnético, y se utilizan ondas de radiofrecuencia para excitar el ntcleo de aquellos isétopos
que poseen 2 estados de spin, como el *H, 3C, °N o 3!P. Esto genera una sefial que puede ser

detectada e interpretada para determinar la localizacion de estos atomos, cOmo se encuentran



enlazados y qué tan rapidamente se mueven unos respectos a los otros, entre otras aplicaciones.
Las grandes ventajas de esta técnica son la posibilidad de determinar la estructura de la proteina
en solucidn, en una conformacién mas cercana a la nativa (aquella de menor energia) que la
cristalina, asi como de proveer informacion sobre la dinamica. Algunas de las desventajas son
la alta pureza, homogeneidad e integridad de la muestra requeridas, asi como la necesidad
muchas veces de enriquecer la muestra con los isdtopos detectables.

El mayor inconveniente de los métodos experimentales mencionados es que son
complejos, econdémica y temporalmente costosos, Yy la estructura determinada es
frecuentemente distinta a la nativa.>° No sorprende por tanto que, a la fecha, si bien el nimero
de proteinas con secuencia conocida supera los 250 millones (UniProtkKB/TrEMBL), el nimero
de estructuras determinadas experimentalmente no llega a los 210 mil (RCSB PDB), dictando
una relacion aproximada de 1200:1.

En este contexto, se han desarrollado varios métodos para la prediccién de estructuras
proteicas mediante técnicas computacionales. Estos métodos suelen clasificarse entre aquellos
de modelado libre y aquellos basados en un molde, aunque con frecuencia ambas
aproximaciones son usadas. De hecho, en la competicion CASP (Critical Assesment of protein
Structure Prediction) estas son las tres categorias principales. La competicion CASP se
desarrolla bienalmente, y evalla los avances alcanzados en la prediccién de estructura de
proteinas. Para ello, los distintos grupos de investigacion participantes deben presentar la
prediccién lograda por su método propuesto para varias proteinas objetivo cuya estructura
cristalografica no ha sido adn publicada.®® Si bien son varias las herramientas desarrolladas a
lo largo de los afios, hay dos que empleamos en este trabajo y nos interesa destacar.

La primera herramienta es MODELLER?, cuyo desarrollo comenzo en 1993 y se basa
en el modelado por homologia; es decir, la secuencia aminoacidica de la proteina de interés es
alineada con la estructura conocida de otra proteina homologa a ésta. Esta técnica, mediante
esta herramienta u otras, ha sido la méas empleada histéricamente y ha permitido lograr
resultados notables, siendo atin empleada al dia de hoy?’.

La segunda herramienta es AlphaFold23, ganadora de la competicion CASP en 2020
gracias a su prediccién de estructuras con una exactitud sin precedentes. AlphaFold2 emplea
algoritmos de aprendizaje profundo para construir y procesar un maltiple alineamiento de
secuencias en base a la secuencia de interés, detectando de esta forma posiciones proclives a

mutar y la correlacion entre ellas, al mismo tiempo que identifica proteinas homdlogas con



estructura reportada. La combinacion de esta informacion, pero especialmente la arquitectura
de las redes neuronales utilizadas para procesarla ha permitido un gran avance en la prediccion
de estructuras de proteinas, lo que tiene importantes implicaciones para la investigacion en

biologia y medicina.

Estabilidad de enzimas

Cronica de una muerte anunciada

Si bien una de las ventajas de la biocatalisis es el poder trabajar en condiciones suaves
de reaccidn, muchas veces los procesos industriales requieren condiciones que son exigentes
para los biocatalizadores, como ser temperaturas superiores a la ambiente, uso de cosolventes
0 pH alejado del neutro.®® En particular, un aumento de temperatura puede inducir la
inactivacion de la enzima en un proceso de desnaturalizacion cuya representacion mas sencilla
es un equilibrio entre la forma nativa (N) y la desplegada (unfolded, U): N = U. Como explican
Musil et al.*% y Rahban et al.*%, en este proceso se encuentran comprendidas la estabilidad
termodinamica y la estabilidad cinética, en tanto la primera refiere a la diferencia de energia
libre entre un estado y el otro (AG*™°!9), y la segunda es la barrera energética (o energia de
activacion) que separa estos estados (AG*). En cierta forma, la estabilidad termodinamica
refiere a la capacidad de la enzima de volver a su estado nativo una vez que la temperatura
disminuye, mientras que la estabilidad cinética refiere a la capacidad de la enzima de evitar un
desplegamiento irreversible.*?> Una representacion grafica muy clara de esta situacion se

presenta en la Figura 6.
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Partially Aggregated
state unfolded state unfolded

Figura 6 Superficie de energia potencial simplificada de una proteina hipotética.
Cada punto en el plano definido por los ejes X e Y representa una conformacion
diferente de la enzima. El valor correspondiente en el eje Z es la energia libre de
plegamiento. La conformacion catalitica es facilmente accesible desde el estado
nativo. Una transicion reversible desde el estado nativo a un estado parcialmente
desplegado a través del estado de transicion TS; se caracteriza por la diferencia de
energia libre de plegamiento AG4 y la barrera de energia libre AGi. A partir del
estado parcialmente desplegado puede darse una transicion irreversible hacia un
estado completamente desplegado a través del estado de transicién TS,. Otra via
irreversible conduce a un estado de agregacion. AG, y AG, se relacionan con la

estabilidad termodinamica, mientras que AG* y AG% se relacionan con la estabilidad
cinética. Extraido de Musil et al.°

La determinacion de estas energias es experimentalmente dificultosa, por lo que
generalmente lo que se mide es el cambio en estas energias tras una mutacion (AAG). Un
parametro relacionado a AAG*™°! gs AT,,, siendo T,, la temperatura a la que la fraccion de
enzima en estado N y en estado U es igual a 0.5. Este T,,, puede ser determinado mediante el
ensayo de desplazamiento térmico. En este ensayo un compuesto fluorescente se agrega a la
muestra proteica y la misma se somete a una rampa de temperatura; al irse desplegando la
proteina, el compuesto fluorescente se va uniendo a algunos aminoacidos del nucleo
hidrofobico, aumentando la fluorescencia emitida. Por su parte, dos parametros relacionados a

AAG¥ son la semivida (t;/,) y la temperatura de semi-inactivacion (Ts,), siendo la primera el
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tiempo en que la actividad de la enzima decae a la mitad a cierta temperatura, y la segunda la
temperatura a la que la actividad enzimatica decae a la mitad tras cierto tiempo de incubacién.*?
Si bien la caracterizacion completa de una enzima se ve favorecida por la determinacion de los
parametros de estabilidad tanto termodindmicos como cinéticos, es reconocido que la mejora
en unos va de la mano con una mejora en los otros.*°

Son diversas las estrategias existentes para la mejora de estabilidad de enzimas. Por un
lado estan aquellas que implementan modificaciones al medio de reaccion, como ser la
inmovilizacion sobre soportes, las modificaciones quimicas o el agregado de aditivos.** Por
otro lado tenemos las estrategias que buscan modificar la secuencia proteica para aumentar la
estabilidad intrinseca de la enzima, como ser la evolucion dirigida, los disefios racional,
semiracional y de novo.® Dentro de los métodos racionales hay maltiples aproximaciones, por
ejemplo, el calculo de AAG™!, la determinacion de la secuencia consenso, la reconstruccion de
la secuencia ancestral, la inclusion de enlaces disulfuro, la introduccién de prolinas o el uso de

algoritmos de inteligencia artificial 3

Disefio racional in silico

¢Y si mejor probamos a ver qué da?

Los avances en el conocimiento y prediccion de la estructura tridimensional de las
proteinas han permitido dar grandes pasos en el estudio de la relacién entre estructura y
actividad. El disefio racional de biocatalizadores es una estrategia que permite la mejora de sus
propiedades enzimaticas, tales como una mayor actividad, selectividad y estabilidad, a través
del uso de herramientas computacionales para predecir el comportamiento de las enzimas y
para guiar el disefio de nuevas variantes con las propiedades deseadas. La clave de esta
aproximacion es justamente el uso de herramientas computacionales de forma de disminuir los
esfuerzos necesarios para el desarrollo y andlisis de variantes enzimaticas, aumentando asi el
indice de éxito.

El disefio racional de enzimas se remonta al comienzo de la quimica computacional,
cuando las primeras técnicas de modelado molecular fueron desarrolladas. En la década de 1960
fueron introducidos los primeros campos de fuerza de mecéanica molecular, que permitieron el
calculo de energia de una molécula basado en su geometria. En la década siguiente fueron
ejecutadas las primeras simulaciones de dindmica molecular, lo que permitié el estudio del

movimiento de las moléculas en el tiempo.** Ya en los 80 fueron desarrollados los primeros
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métodos de prediccion de estructura de proteinas, que si bien no se comparan a los métodos
actuales permitieron en su momento conocer mas sobre la estructura de enzimas.*® En la década
de 1990 surgieron los primeros métodos computacionales para el disefio de proteinas, ¢4’ los
cuales no solo fueron mejorados durante la década siguiente, sino que también se hicieron méas
rapidos y eficientes gracias a los desarrollos tecnoldgicos en el area computacional. Al dia de
hoy, el disefio racional de enzimas es un area madura que ha dado diversos frutos en el terreno
de los desarrollos biotecnoldgicos, y cuyas capacidades se encuentran en constante expansion.*8

A continuacion introduciremos tres técnicas que empleamos en este trabajo:

simulaciones de dindmica molecular, disefio de secuencia consenso y célculos de energia libre.

Simulaciones de dinamica molecular

La Matrix posta

La simulacion de dindmica molecular (MD) es una metodologia en que las leyes del
movimiento Newtonianas son extrapoladas a los sistemas moleculares. En esta aproximacion
se deja de lado la estructura subatomica de la materia, y los pardmetros energéticos del sistema
pasan a ser funcién de las coordenadas nucleares. Mediante esta simplificacion del sistema adn
pueden extraerse datos explicativos y/o predictivos del comportamiento molecular a una
fraccion del costo computacional de la aproximacién cuantica, que si tiene en consideracion a
las particulas subatomicas.

El método computacional empleado para estimar las interacciones moleculares se
denomina “campo de fuerza”, y comprende al conjunto de tipos de atomos y de ecuaciones y
constantes asociadas para el calculo de energia potencial del sistema (U). La forma mas basica
y usual de la ecuacion de U,,;4; €Sta compuesta por cinco términos, tres de los cuales responden
a interacciones entre &tomos enlazados, y dos entre atomos no enlazados:

Utotal = Uenlace + Uéngulo + Utorsi()n + UVdW + Uelectrostética
donde los primeros tres términos refieren a las variaciones en la longitud de los enlaces, sus
angulos y torsiones, respectivamente, y los dos ultimos a las interacciones de Van der
Waals e interacciones electrostaticas. Las expresiones explicitas de cada término, asi como los
parametros contenidos en ellos, son lo que definen al campo de fuerza. Es asi que podemos
encontrar campos de fuerza para proteinas como ff19SB*°, para ADN como Parmbsc1®, para
membranas lipidicas como lipid21°, etc. Calcular todos estos términos para todos los 4&tomos

del sistema seria computacionalmente muy costoso e impractico, por lo que se adoptan dos
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estrategias al respecto. Para los términos de enlace (primeros tres) se definen “tipos de &tomo”
basados en su nimero atdbmico y el tipo de enlace en el que se encuentran involucrados, mientras
que para los términos de no-enlace (Ultimos dos) se establece una distancia maxima a partir de
la cual no se tendréan en cuenta interacciones.>

La funcion de energia U es clave en las simulaciones de MD ya que permite el calculo
; = au . = ;
de las fuerzas sobre cada atomo de acuerdo con F; = —o= siendo F; la fuerza sobre el &tomo
13

iy 7; el vector que representa la ubicacién de dicho atomo. Obtenida la fuerza y aplicando la

segunda ley de Newton (ﬁ = m;a,) puede hallarse la aceleracién del atomo y por tanto su
localizacion en un tiempo t + 8t. Este proceso se ilustra en la Figura 7. Cabe aclarar que no es
posible resolver analiticamente las ecuaciones de movimiento para sistemas compuestos por
mas de dos atomos, por lo que se emplean aproximaciones numéricas obtenidas a partir de

algoritmos computacionales.*

Funcién de energia Calcular aceleracion de
potencial cada atomo

Calcular fuerza
sobre cada atomo

Mover cada atomo a su
préxima posicion

Posicionesiniciales

Figura 7 Esquema representativo de los pasos gque se dan durante una simulacion
de dindmica molecular.

El §t mencionado, también llamado “paso de tiempo” (del inglés time-step) debe ser lo
suficientemente pequefio como para poder describir correctamente el proceso de interés. Dado
que en los sistemas biologicos los movimientos mas rapidos corresponden a la oscilacion de los
atomos de hidrogeno en torno a un atomo pesado (como el carbono) y el periodo de esta
oscilacion ronda los 10 fs, por defecto se emplea un paso de tiempo de 1 fs,>® aunque algunos
métodos permiten aumentar este valor a 2 (usando SHAKE®*) o incluso 4 fs (usando reparticion
de masas®).

A la hora de analizar las simulaciones de MD son varias las estrategias utilizadas, desde

la visualizacion de la dinamica en forma de pelicula, hasta el calculo de parametros estadisticos
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y termodinamicos. Los parametros que analizamos en este trabajo fueron: RMSD, RMSF, radio
de giro y superficie accesible al solvente (SAS). El parametro més conocido es el RMSD, raiz
cuadrada del desvio cuadratico medio (del inglés root of the mean squared deviations) que mide
la similitud global entre dos estructuras, donde una actda como referencia. La expresion del
RMSD viene dada por:

n
1
RMSD = |~ [|x; = /|
i=1

donde x; es la posicion de la iésima particula y xiref es la posicién de la misma particula en la
estructura de referencia (generalmente la de partida). Es frecuente calcular esta magnitud en
proteinas utilizando Unicamente las coordenadas de los carbonos alfa, para no tener en cuenta
la variabilidad conformacional propia de las cadenas laterales. Usualmente se calcula el RMSD
para cada “foto” de una trayectoria y se lo grafica en funcion del tiempo. Esta medida suele ser
utilizada como criterio de convergencia en la dindmica molecular, y se discutird mas sobre esto
al final de esta seccion.

El RMSF, raiz cuadrada de las fluctuaciones cuadraticas medias (del inglés root of the
mean squared fluctuations) es de especial interés en el analisis de estabilidad de proteinas, ya
que se correlaciona con los valores de factor B mencionados anteriormente.®® Esta medida
otorga una nocion de la similitud local entre un conjunto de estructuras provenientes de una
trayectoria de MD, y se calcula mediante la siguiente ecuacion:

RMSF; = /{r; — (r;)?)
donde r; son las coordenadas del &tomo i y (r;) es la posicion media de ese atomo a lo largo de
la trayectoria. Esta medida informa acerca de la distancia media de cada atomo (o conjunto de
atomos) respecto de la estructura promedio. Es frecuente que esta magnitud se calcule solo para
los 4tomos del esqueleto peptidico y se reporte por residuo de forma tal que refleje la
flexibilidad de las distintas regiones de la proteina.®®>’

El radio de giro es una medida de qué tan compacta es una proteina, y se define como

la raiz cuadrada de la distancia media cuadrada de los atomos de la proteina con respecto a su

, donde m es la masa del &tomo i, ri son sus coordenadas, M

(r:—R 2
centro de masa: R = ZW

es la masa de la proteina y Rc son las coordenadas de su centro de masa. Por lo general, un
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aumento del radio de giro a lo largo de la simulacion implica que la proteina se estd haciendo
menos compacta, y por tanto es posible que se esté desplegando.*!8

La superficie accesible al solvente (SAS) es, como su nombre indica, la superficie de
una biomolécula que se encuentra accesible para un solvente. La SAS se describe generalmente
en unidades de angstroms cuadrados (A2) y se puede calcular mediante métodos que implican
el desplazamiento in silico de una sonda esférica, que aproxima una molécula de agua, alrededor
de la biomolécula (también conocido como superficie de Connolly®®). Hay varios métodos
disponibles para estimar la SAS, como el método LCPO®° utilizado en el paquete AMBER.

Ahora bien, una vez corrida una simulacién de MD, ;cémo determinar si el sistema se
encuentra equilibrado, y por tanto las propiedades que extraemos del sistema son realistas? En
otras palabras, ¢;como determinar si la simulacion ha convergido? Es interesante la lectura de
un hilo de White et al.%! en la plataforma X que discute al respecto. Un profesor de la
Universidad de Dartmouth opina que “tu simulacion ha convergido cuando todos los enlaces
se han roto y los &tomos se han dispersado en el cosmos y son consumidos como combustible
en el horno de estrellas moribundas”. Mas alla de lo poético, es cierto que es dificil hablar de
convergencia cuando al menos en teoria la entropia del sistema siempre se encuentra en
aumento. No existe una Unica respuesta a esta pregunta, y son multiples los métodos reportados
para responderla.®?-®° Sin embargo, como planteaba el estadistico George E. P. Box, “todos los
modelos son incorrectos, pero algunos son utiles”. En este contexto, la practica mas usual (no
por esto libre de controversia) es medir el RMSD y aguardar por su estabilizacién. También
puede calcularse el RMSD promedio acumulado (es decir, el RMSD promedio calculado para

ventanas incrementales de tiempo) y aguardar a que se vuelva asintotico a un valor.

Secuencia consenso

El libro inédito de Mary Shelley

La secuencia consenso es creada a partir de un multiple alineamiento de secuencias
(MSA) homologas, y se define sencillamente mediante el aminoacido méas frecuente en cada
posicion de dicho MSA. La relativa facilidad con que esta aproximacion puede ser
implementada ha permitido comprobar, a través del estudio de varias familias de proteinas, que
las mutaciones hacia residuos mas conservados suelen mejorar la estabilidad de estas.’¢” Una
posible explicacion a esta observacion es que a medida que las proteinas evolucionaron a partir

de un ancestro comun no especializado pero estable, la deriva evolutiva permitio el muestreo
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de diferentes mutaciones que mantuviesen una estabilidad adecuada. A traves de la evolucion
de funciones especializadas muchas proteinas ahora existen en un justo equilibrio entre
estabilidad y funcion, y, por esta razon, tienden a conservarse los residuos estabilizantes. El
disefio de consenso puede aprovechar, por tanto, millones de afios de evolucion e identificar
residuos conservados a partir de numerosos homologos de proteinas, reuniendo varias

mutaciones estabilizantes que ninguna proteina individual ha necesitado acumular.®

Célculo de enerqgia libre de plegamiento tras mutacion

Relax, take it eeeeasy, aca no hay ecuaciones

Esta aproximacion se basa en el célculo de diferencia de energia libre de plegamiento

(AG'°') entre la estructura predicha de un mutante puntual de una proteina y la estructura

nativa de esta, es decir, calculael AAGT1 = AGL% — AGT?'. Por tanto, un AAGT°! negativo
indica que el mutante es termodinamicamente mas estable que la proteina nativa y viceversa.
De igual forma que en las simulaciones de dindmica molecular, un campo de fuerza y sus
algoritmos asociados son los encargados de realizar los calculos correspondientes a la energia
libre de plegamiento de cada estructura. Diversos métodos y algoritmos han sido desarrollados,
siendo los méas populares FoldX y Rosetta-ddG que cuentan con numerosas aplicaciones

exitosas.58 "3

Aminas quirales y amino transaminasas

Imprescindibles para las pastillitas

Las aminas quirales son de gran relevancia para las industrias farmacéutica y
agroguimica; mas de un 90% de los farmacos de bajo peso molecular mas vendidos o
recientemente aprobados contienen o se sintetizan a partir de aminas.’* Dado que los distintos
estereoisdbmeros pueden tener una diferente actividad farmacoldgica se ha puesto un gran
empefio en el disefio de estrategias de produccion de farmacos o precursores
enantioméricamente puros, eliminando de esta forma los efectos secundarios asociados a la
administracion de racematos y el gasto innecesario en la produccién del enantidmero que no es
de interés.™"® Estos compuestos forman parte de moléculas naturales como aminoacidos,
vitaminas y alcaloides, entre otros; la naturaleza posee las herramientas para sintetizarlas, y por
lo tanto resulta 16gico que la biocatalisis haya surgido como una alternativa exitosa frente a la

sintesis quimica.””®
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Se han aplicado numerosos tipos de enzimas a la sintesis de aminas quirales,”” siendo
especialmente valiosas aquellas que permiten obtener aminas enriquecidas en un enantibmero
a partir de compuestos proquirales. En particular las transaminasas —enzimas PLP-
dependientes que catalizan la transferencia de un grupo amino desde un donor de amino a una
cetona (Figura 8)— han encontrado amplia aplicacion en la sintesis de aminas primarias’®°.
Tal es asi que hace mas de una década se emplean en la produccién de ingredientes
farmacéuticos activos®'®? y es notable ejemplo de ello su aplicacion en la produccion de
sitagliptina, principio activo empleado para el tratamiento de la diabetes tipo 1. La transaminasa
empleada en dicho proceso es una variante de la transaminasa ATA-117, desarrollada mediante
modelado computacional y evolucion dirigida. La sintesis resultante (Figura 9) es una
produccién de tercera generacion, luego de dos generaciones empleando catalizadores
metalicos convencionales, y representa respecto a estas una mejora del 10% en rendimiento y
53% en productividad (kg/L por dia), asi como una reduccién del 19% de residuos y del costo
total de produccion.8384

transaminasa
)k - )\

isopropilamina  acetona

Figura 8 Reaccion esquematica de reaccion para una transaminasa, con
desplazamiento del equilibrio por evaporacion del subproducto.
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Figura 9 Esquema representativo de la sintesis de sitagliptina mediante procesos
de segunda (A) y tercera generacion (B). Extraido de Savile et al.®

Estructuralmente, las transaminasas forman homodimeros en solucion, aunque también
algunas han sido reportadas como tetrameros.®® Poseen dos sitios activos por dimero,
conformados por residuos de ambas cadenas. Su mecanismo de accién consta de dos partes y
se ilustra en la Figura 10. En la primera mitad de la reaccion, la lisina conservada del sitio
activo, que forma una base de Schiff con el cofactor PLP en la proteina nativa (aldimina interna)
es desplazada por el donante de amina. Esto genera una aldimina externa entre el donor vy el
PLP, y a través de intermediarios subsecuentes quinonoides y cetiminas, el grupo amino del
donante se transfiere al PLP, produciendo la piridoxamina 5'-fosfato (PMP). El donante
desaminado se libera como una cetona, aldehido o &cido cetdnico. Después de esto, en la
segunda mitad de la reaccion, el aceptor de amina reacciona con el intermedio PMP para formar
una cetimina, que posteriormente se descompone a través de un quinonoide y una aldimina
externa. Finalmente, la lisina de la enzima reemplaza al aceptor aminado, que se libera,

finalizando el ciclo catalitico.%®
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Figura 10 Mecanismo de reaccién de m-amino transaminasas. Se ejemplifica con
isopropilamina como donor de amino y acetofenona como aceptor. Adaptado de
Berglund et al.%

w-transaminasa de Capronia semiimmersa

Nuestro caballito de batalla

La R-w-amino transaminasa de Capronia semiimmersa es una enzima PLP dependiente
de clase 1V, que fue identificada por nuestro grupo en trabajos previos.®” Buscando identificar
nuevas transaminasas con un espectro de sustrato mas amplio que lo reportado hasta el
momento, se aplicd un algoritmo computacional disefiado por Hohne et al.28 que considera
diversos motivos conservados y aminoacidos clave de transaminasas y enzimas relacionadas
para seleccionar o descartar las distintas secuencias. Dentro de las 423 secuencias obtenidas por
este método se selecciono la o-transaminasa de Capronia semiimmersa (TACap) por presentar
diferencias frente a otras previamente reportadas.”# La enzima identificada fue clonada y
expresada en pKK223-3, y su especificidad de sustrato y estereoselectividad fueron
caracterizadas, obteniendo resultados comparables a aquellos obtenidos con otras

transaminasas, con un excelente exceso enantiomérico. Es de destacar que TACap acepta
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isopropilamina como dador de amina, una caracteristica deseable para su aplicacion industrial
por ser este sustrato econémico y desplazar el equilibrio de reaccion por evaporaciéon del

coproducto (acetona).

Vinculacién al CUDIM

Ay, celeste, regalame un sol

La instalacion en nuestro pais del Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular
(CUDIM) ha significado un avance significativo en las posibilidades de diagnostico y
seguimiento de varias enfermedades de caracter oncolédgico y neurologico. Desde un punto de
vista académico, la puesta en marcha del CUDIM representa un desafio y una oportunidad, ya
que se deben desarrollar procesos de marcado de radiofarmacos que sean eficientes y cumplan
con los estdndares de calidad requeridos. Asimismo, abre oportunidades al desarrollo de
procesos sintéticos propios para las diferentes moléculas utilizadas ya que se debe contar con
los precursores frios adecuados. Un precursor frio es la molécula precursora al compuesto
marcado que se administra al paciente. Dado el decaimiento natural en la radiactividad del
compuesto marcado, es el precursor frio el que se mantiene en stock, por lo que su
disponibilidad y calidad son esenciales.

En particular, el [*!C]L-deuterodeprenil (Figura 11) es utilizado en la evaluacion in vivo
de patologias neuroldgicas que implican una sobreexpresion de la enzima monoaminooxidasa-
B (MAO-B) en casos de astrocitosis. Este radiofarmaco presenta una estructura basada en el L-
deprenil, un inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B. Es un radiofarmaco de referencia
para la cuantificacion de la actividad de la MAO-B mediante tomografia de emision de
positrones (PET).%° Este radiofarmaco se utiliza actualmente tanto en la clinica del CUDIM,
como en la linea de investigacion de evaluacion in vivo de patologias neurolégicas que implican

astrocitosis, como por ejemplo la Enfermedad de Alzheimer.

11(|:H3
N
Me D D

Figura 11 Estructura del [**C]L-deuterodeprenil.

Dado el alto costo en el mercado de los precursores frios de este tipo de radiofarmacos

se ha planteado la necesidad de desarrollar metodologias sintéticas eficientes y rapidas para su
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produccion en laboratorios del CUDIM o en grupos de investigacion de la Universidad de la
Republica que trabajen de manera cooperativa en el marco del convenio vigente entre ambas
instituciones. En este contexto se ha desarrollado un proceso de 6 pasos para la sintesis del

precursor frio L-nordeuterodeprenil partiendo de L-fenilalanina (Figura 12).%

NH, i-a)ori-b) NH, i) ©/yNHB°C
: —_— H — z
©/\C/02R ©/\C/H2OH CHOH

2
L-Phenylalanine, R=H (i-a) 1
L-Phenylalanine methyl ester, R=Me (i-b) \ iii)
H :
N>/ V) : NHBoc IV) ©/\/NHBOC
- - & B =
m DD (j CHs CH;l

3
L-nordeprenyl-D, .

33% overall yield
Scheme 2 i-a) LiBH,, TMS-CI, THF, r.t, 12 h, 92%; i-b) LiBH,4, EtOH-H,O, rt., 1 h, 82%; ii) (Boc),O, H,O, 79%; iii)
Triphenylphosphine, iodine, imidazole, CH,Cl,, 80%; iv) N-selectride, THF, 93%; v) a) TFA, CH,Cl,; b) 6, K;COs,

DMF, 61% two steps
. J

Figura 12 Sintesis tradicional desarrollada para la produccion del L-
nordeuterodeprenil en el CUDIM, partiendo de L-fenilalanina y con L-anfetamina
como intermediario (obtenida en paso v)b)). 6 corresponde al tosilato de propargilo
deuterado.

El desarrollo de esta metodologia permitié al CUDIM obtener el [*1C]L-deuterodeprenil
por procesos propios, independizandolo de los altos costos asociados al precursor. No obstante,
la ruta desarrollada tiene ciertas desventajas como ser un alto nimero de pasos de reaccion y la
obtencion del producto final en rendimientos bajos a moderados. Nuestro grupo ha venido
trabajando en el desarrollo de una sintesis eficiente de este precursor utilizando metodologias
biocataliticas. Particularmente, se logré aplicar la w-amino transaminasa de Capronia
semiimmersa®’ (TACap) a la obtencion de L-anfetamina en un (nico paso de reaccion,
obteniendo un rendimiento del 15% con un exceso enantiomérico >99%.. Un paso posterior de
propargilacion clésico permite obtener el precursor frio de la molécula de interés, de acuerdo
con la Figura 13. A pesar del exito obtenido en los ensayos preliminares, en estos ensayos se
observo que la baja estabilidad de la TACap podia ser una de las causas del bajo rendimiento
obtenido, que dificulta el escalado de la reaccion necesario para su aplicacion clinica en el

CUDIM. Por este motivo en esta tesis se plantea aportar a la optimizacion de esta enzima
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mediante la aplicacion de métodos de disefio racional asistidos por el uso de herramientas

computacionales.

NH, o
)\ )J\ it
1
E f E ' (R)-1-fenilpropan-2-amina
1 1 (6]
@) TACap \ NH 2 | L-anfetamina
1 1

fenilacetona

K,CO3 / DMF

HN. Z

DD

L-nordeuterodeprenil

Figura 13 Ruta sintética propuesta para el L-nordeuterodeprenil a partir de
fenilacetona, utilizando la m-amino transaminasa de Capronia semiimmersa como
biocatalizador.
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Objetivos

Objetivo general

Aplicar metodologias bioinformaticas especificas al disefio de variantes mas estables de la ®-
transaminasa de Capronia semiimmersa (TACap) permitiendo su aplicacion a la sintesis del

radiofarmaco [*!C]L-deuterodeprenil.

Obijetivos especificos

e Determinar las mutaciones candidatas a generar estabilidad en la TACap a partir de
distintas aproximaciones bioinformaticas.

e Analizar las interacciones intramoleculares de las mutaciones propuestas y de las
simulaciones de dinamica molecular.

e Construir vectores de expresion para las variantes de TACap que incorporen las
mutaciones seleccionadas.

e Analizar la estabilidad y actividad de los mutantes generados.

e Analizar los resultados obtenidos con las nuevas enzimas y evaluar la efectividad del

proceso de seleccion in silico.
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Capitulo I:

Modelado, simulaciones y analisis bioinformatico
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1.1. Introduccion

En este capitulo presentaremos los experimentos computacionales realizados vy
discutiremos los resultados obtenidos. Mas especificamente, hablaremos sobre cdmo obtuvimos
un modelo tridimensional de nuestra enzima, TACap, y qué desafios nos encontramos para
poder simular su dinamica molecular. Luego, haremos un analisis en profundidad sobre los
datos obtenidos en estas simulaciones, y propondremos nuestros primeros mutantes.
Adicionalmente, ;podemos identificar si el mecanismo de desnaturalizacion de TACap sigue
un mecanismo previamente conocido?

En segunda instancia trataremos el disefio de la secuencia consenso de TACap, cémo
hicimos la seleccion de secuencias homologas, qué informacién adicional obtuvimos desde el
multiple alineamiento de secuencias, y qué variantes propusimos expresar.

Por Gltimo, en el marco del calculo de energia libre de plegamiento, discutiremos acerca

de la importancia de la estructura de entrada sobre la que se procesaran estos calculos.

1.2. Materiales y métodos

El modelado por homologia, la parametrizacion del KLP, la preparacion de las
estructuras para MD asi como el anélisis de los datos resultantes y la generacion de la secuencia
consenso fueron ejecutados en una computadora local (personal o del grupo de trabajo). El
modelado con AlphaFold2 fue ejecutado en los servidores de Google. Las simulaciones de MD
y su analisis fueron ejecutados generalmente en un clister de computo de alto rendimiento como

ClusterUY®? o MareNostrum (Barcelona Supercomputing Center)®,

1.2.1. Modelado por homologia

i. Se realizd una blsqueda de proteinas homologas a la secuencia de interés con la
herramienta BLASTp®**, seleccionando como base de datos las estructuras cristalinas
depositadas en el Protein Data Bank®.

ii.  Fueron seleccionadas de 1 a 5 proteinas homdlogas con un porcentaje de identidad
superior al 55%. Se comprobo que fuesen “buenos modelos” para realizar el modelado
por homologia: numero de cadenas, sustratos o inhibidores presentes, RMSD, etc.

iii.  Seguimos el procedimiento de la herramienta MODELLER? teniendo en cuenta lo

siguiente:
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1.2.2.

Para convertir las secuencias del formato FASTA al PIR empleamos el script
adjunto “fasta2pir.sh’.

Las secuencias solo pueden contener aminoacidos estandar.

Una vez alineadas las secuencias debe verificarse que el formato del encabezado
sea correcto (como se indica en el manual) y debe incorporarse la segunda
cadena, de corresponder.

El modelado lo realizamos sin refinamiento ya que esto insume cierto tiempo, y

posteriormente largariamos simulaciones de dinamica.

Modelado con AlphaFold2

Gracias a la implementacion de la herramienta AlphaFold2 en Google Colab (cuaderno

electronico que permite correr codigo utilizando recursos en la nube) es posible obtener

predicciones de la estructura de proteinas nativas sin necesidad de instalar programas en el

sistema local. Uno de los cuadernos mas utilizados y el empleado para este trabajo con los

parametros predeterminados es ColabFold®, disponible en el siguiente enlace:

https://colab.research.google.com/qithub/sokrypton/ColabFold/blob/main/alphaFold2.ipynb.

1.2.3. Parametrizacion de aldimina interna Lys-PLP (KLP)

Para la construccidn de la libreria los datos de carga parcial fueron extraidos de VVenhorst

et al.¥ A continuacion se indican los pasos seguidos para la obtencién de los pardmetros

restantes. Se incluyen en anexos la modificacion de campo de fuerza (p. 108) y la libreria (p.
109) obtenidas.

Se carg6 en VMD un PDB conteniendo la aldimina interna (4CMD).

Seleccionamos la aldimina y extrajimos sus coordenadas a un nuevo PDB.

Alternativamente esto puede hacerse a mano en un editor de texto.

Editamos las coordenadas de KLP en un editor de texto:

a.
b.

Eliminamos los hidrogenos presentes.

Modificamos la primera columna para que indigue ATOM para todos los atomos
(en lugar de HETATM).

De la misma forma, la columna de nombre de molécula debe indicar KLP para

todos los &tomos y el nimero de residuo debe ser 1 para todos los &tomos.

Abrimos la molécula editada en xleap y la editamos, creando los enlaces entre los

atomos.
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Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Xiii.

Vi.

Agregamos los protones faltantes y verificamos que fuesen correctos de acuerdo con la
hibridacion de los enlaces.

Optimizamos la geometria de la molécula y guardamos las coordenadas.

Mediante el programa antechamber asignamos automaticamente los tipos de atomo de
la molécula y los verificamos, obteniendo un archivo de salida mol2.

Sobre este archivo agregamos manualmente las cargas parciales de cada a&tomo extraidas
de bibliografia, teniendo en cuenta que la carga neta debe ser cero (corregimos con
pequefios diferenciales sobre los atomos mas electronegativos).

Mediante el programa parmchk verificamos la disponibilidad de los parametros
necesarios en el campo de fuerza general de Amber (GAFF). Obtuvimos el archivo de
modificacion del campo de fuerza, FRCMOD.

Generamos la libreria mediante el programa tleap, empleando el Codigo 1 (anexo).
Modificamos el archivo de libreria generado, indicando los &tomos que conectan con la
cadena peptidica y el tipo de residuo.

Probamos el sistema con una proteina conocida, por ej. 4cmd, empleando el Cddigo 2
(anexo).

Buscamos en los campos de fuerza (e.g. PARM19 y GAFF) los pardmetros detectados

como faltantes y los afiadimos al archivo FRCMOD.

1.2.4. Preparacion de estructuras para MD

Depuramos el PDB de forma que solo quede la proteina y el cofactor. Empleamos para
ello el Cadigo 3 (anexo).

Verificamos que no existan residuos repetidos por multiplicidad de posiciones
observadas en la cristalografia. En caso de existir, conservamos solo el méas abundante.
Modificamos los residuos de lisina catalitica y PLP para que pasen a llamarse KLP, y
de esta forma sean interpretados como un unico residuo.

Cargamos el PDB resultante a la herramienta PDB2PQR® del servidor de Poisson

Boltzman que puede encontrarse en https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pgr para

asignar estados de protonacion correctos.

Una vez obtenido el PQR (mismo formato que PDB) verificamos si el residuo KLP fue
eliminado y en caso de que asi fuese volvimos a agregarlo.

Ejecutamos tleap y procesamos el PQR o PDB obtenido para verificar que no existan

errores empleando el Codigo 4 (anexo).
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Vili.

viii.

Neutralizamos, solvatamos y ajustamos la fuerza ionica del sistema, también en tleap.
Se adjunta script empleado para determinar el nimero de iones a agregar de acuerdo
con la concentracion deseada, ‘addionsrand.py’. Guardamos archivos de topologia y
coordenadas empleando el Cddigo 5 (anexo). En el caso de simulaciones con urea,
empleamos la caja equilibrada de urea 8 M disponible en el paquete Amber.
Verificamos en VMD que el sistema quedd bien construido.

1.2.5. Preparacion del sistema vy corrida de MD de produccién

Minimizamos el sistema mediante pmemd, en tres secuencias sucesivas, con una
restriccion sobre la proteina de 25, 15y 5 kcal/mol respectivamente, empleando 2000
pasos de descenso pronunciado y 500 pasos de gradiente conjugado. Se adjunta script
en Bash para este paso, ‘minimization.sh’. La forma del script de Amber se presenta en
el Codigo 6 (anexo).

Calentamos el sistema a la temperatura deseada con una restriccion de 5 kcal/mol sobre
la proteina, a volumen constante, durante 100 ps. Se adjunta script en Bash para este
paso, ‘heat.sh’. La forma del script de Amber se presenta en el Codigo 7 (anexo).
Equilibramos el sistema a temperatura y presion constante, durante 500 ps. Se adjunta
script en Bash para este paso, ‘equilibrate.sh’. La forma del script de Amber se presenta
en el Cddigo 8 (anexo).

Largamos la simulacién de produccién de dinamica molecular. Se adjunta a modo de
ejemplo script en Bash para correr en local, ‘runMD.sh’. La forma del script de Amber
se presenta en el Codigo 9 (anexo).

1.2.6. Analisis de simulaciones

El andlisis de las simulaciones fue realizado mediante los programas VMD

(principalmente visualizacién) y cpptraj (parametros estadisticos). Las imagenes presentadas

fueron generadas con YASARA. Para el grafico de los datos obtenidos se emple6 Jupyter

Notebook, utilizando el lenguaje Python y las bibliotecas matplotlib, numpy y pandas. A modo

de ejemplo se presentan en anexos los codigos Codigo 10 a Cdodigo 13. Para el caso de TACap

el analisis de RMSD fue realizado excluyendo los extremos C-terminal (residuos 330-356), y

el andlisis de RMSF se hizo sobre una de las cadenas peptidicas, en ambos casos sobre los

carbonos alfa.
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1.2.7. Secuencia consenso

Fue seguido en general el protocolo reportado por Sternke et al.®® En forma resumida,

involucra los siguientes pasos:

Vi.

Vil.

Realizamos una busqueda de secuencias relacionadas a la proteina de interés. En este
caso, dada la abundancia de secuencias reportadas, recurrimos a al servidor BLASTp
con los parametros predeterminados.
Determinamos la mediana de la muestra de secuencias y eliminamos aquellas que se
desvian mas de un 30% de esta. En este caso empleamos Geneious'®.
Clusterizamos las secuencias con un porcentaje de identidad superior al 90% y
continuamos el andlisis solo con una secuencia representativa de cada cllster. Para este
paso empleamos el programa UCLUST??,
Buscamos en estas secuencias aquellas que contienen los motivos conservados de
interés. En este caso nos interesan los motivos reportados por Hohne et al.28 y Telzerow
et al.'% para la identificacion de R-transaminasas. Empleamos Geneious y la
herramienta grep®® para la busqueda y seleccion de secuencias.
Alineamos las secuencias. En este caso empleamos el algoritmo MUSCLE como se
encuentra implementado en el programa MEGA X%, También construimos un arbol
filogenético, para lo que agregamos una enzima distante como outgroup y empleamos
Geneious con los parametros predefinidos.
Depuramos las secuencias por tres criterios mas:

a. Motivos buscados en (iv) no alineados con los correspondientes en la secuencia

de interés.

b. Ausencia de la lisina catalitica.

c. Presencia de aminoacidos no estandar.
Cargamos el MSA resultante en la plataforma en linea ConSurf® disponible en

https://consurf.tau.ac.il/consurf _index.php. Esta plataforma provee el porcentaje de

conservacioén de cada aminoacido para cada posicion de la proteina de interés de acuerdo
con el MSA cargado, asi como el grado de confianza en este valor segin el nimero de
secuencias gque tengan un aminoacido en esa posicion. Con esta informacion y de

acuerdo con el criterio del usuario se construye la secuencia consenso.
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1.2.8. Cambio de energia libre de plegamiento tras mutacion

Fue seguido el protocolo computacional desarrollado y reportado por Wijma et al.X%’
para la rapida mejora de la estabilidad de proteinas. Dicho protocolo se adjunta a este trabajo
(‘FRESCO protocol.pdf’), asi como su material suplementario (‘FRESCO protocol supp.pdf”)
y el conjunto de scripts necesarios para su ejecucion (‘FRESCO.zip’). El protocolo fue seguido

tal cual, teniendo en cuenta:

e Enuna primera etapa se partio de dos estructuras iniciales distintas: por un lado
el modelo obtenido mediante AlphaFold2, relajado mediante una breve
dinamica; por otro lado este mismo modelo, pero con el PLP incorporado como
cosustrato mediante el programa AlphaFill*® y posteriormente relajado. Los
resultados obtenidos fueron comparados.

e En una segunda etapa se empleé este protocolo solo para realizar las MD de
algunas de las mutaciones puntuales obtenidas experimentalmente, partiendo de
la estructura relajada del modelo obtenido por homologia, con el cosustrato

como aldimina interna.
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1.3. Resultados y discusion
1.3.1. Obtencion de estructura de TACap

Se hizo una busqueda de secuencias homoélogas a TACap en la base de datos del PDB,
seleccionandose aquellas con un porcentaje de identidad superior al 55% y un query cover

superior al 90%, resultando en siete proteinas homdlogas, todas R-w-transaminasas (Tabla 2).

Tabla 2 Proteinas homdlogas a TACap.

Estructura Poi(rjzenntfgf dde QUG[())//O(;OVEF Resolucion (A) Organismo
4CMD 65 0.99 1.68 Nectria haematococca
4CE5 64 0.92 1.63 Aspergillus terreus
6XWB 63 0.94 2.20 Thermomyces stellatus
6FTE 63 0.99 1.52 Exophiala Xenobiotica
6SNL 61 0.94 3.13 Exophiala sideris
4CHI 60 0.92 1.27 Aspergillus fumigatus
6XU3 58 0.92 2.10 Shinella sp.

A continuacion, teniendo en cuenta los valores indicados en la Tabla 2 decidimos
seleccionar 4CMD'® (‘“4cmd.pdb’) y 4CE5!%® (‘4CE5.pdb’) para realizar el modelado por
homologia. Para ello fue necesario preparar los modelos eliminando moléculas organicas,
buffer e iones, optimizar la protonacion de los residuos, y renombrar la lisina cataliticay el PLP
para constituirlos en un unico residuo “KLP”. Luego seguimos las instrucciones de
MODELLER (ver seccion 1.2.1) para la construccion del modelo por homologia de TACap.
Como puede observarse en la Figura 14 el extremo C-terminal (aminoécidos 330 a 356) de
ambos monomeros no adopta una estructura definida. Esto se debe a que nuestra proteina
presenta un extremo mas largo que aquella de los moldes empleados y por tanto no hay una
estructura sobre la que modelar (ver alineamiento en Figura 15). Si bien otras proteinas (6FTE
y 6SNL) tienen un largo parecido al de TACap su estructura cristalografica no presenta esta
region por lo que probablemente nos encontremos ante una seccion intrinsecamente
desordenada. Las simulaciones posteriores de dindmica molecular parecen confirmar esta
hipotesis.

Mediante prediccion de estructura intentamos producir una estructura mas realista para
el extremo C-terminal. Para esto recurrimos a los recientemente presentados (en septiembre

2021) AlphaFold2®® y RoseTTAfold'°. En primera instancia modelamos Gnicamente los
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aminoacidos del 330 en adelante (Figura 16). Buscando obtener mejores resultados probamos
con el modelado de un mondmero entero, seleccionando como mejor modelo el obtenido con
RoseTTAFold, por tener una estructura secundaria mejor definida (Figura 17). Para incorporar
este extremo C-terminal al modelo por homologia obtenido anteriormente sencillamente
alineamos las estructuras e intercambiamos las coordenadas del extremo C-terminal,

obteniendo el modelo final para simular (‘TACap-HM.pdb”).

Figura 14 Modelo por homologia de TACap. En cyan, extremo C-terminal.
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Figura 15 Alineamiento de secuencias molde 4CMD y 4CE5 con TACap. Los
puntos representan aminoacidos iguales a TACap y los guiones gaps en el
alineamiento.

Figura 16 Prediccion de estructura de los 28 aminoéacidos terminales de TACap. a-
AlphaFold2, b- RoseTTAFold.

37



Figura 17 Prediccion de estructura de un monémero de TACap. a- AlphaFold2, b-
RoseTTAFold.

Durante el desarrollo del trabajo fueron incorporadas nuevas funciones en el ColabFold
que implementa AlphaFold2, entre ellas, la posibilidad de predecir la estructura de dimeros.
Cuando esto fue posible modelamos la TACap utilizando esta herramienta y el modelo obtenido
fue sometido a simulaciones de MD. Una superposicién de los modelos obtenidos por
homologia y por AlphaFold2 se ilustra en la Figura 18. Como puede observarse, las estructuras

son muy similares, difiriendo principalmente en los loops y el extremo C-terminal.

N terminal*

Figura 18 Superposicion de los modelos alineados de TACap obtenido por
homologia + ab initio para el extremo C-terminal y el obtenido mediante
AlphaFold2. La estructura secundaria se encuentra coloreada segin el RMSD entre
las estructuras, de menor (azul) a mayor (rojo).
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1.3.2. Generacion de libreria para la aldimina interna Lys-PLP (KLP)

En el ciclo catalitico de las m-transaminasas en estudio participa el cofactor PLP. Este
se une a la enzima a través de un enlace covalente con una lisina del sitio activo, formando una
aldimina interna Lys-PLP, a la cual denominaremos KLP. Para poder realizar simulaciones de
una molécula cuyos parametros no se encuentran en las librerias del campo de fuerza es
necesario primero obtener dichos pardmetros, i. e. coordenadas de atomos, su conectividad e
hibridacion, tipo de atomos y sus cargas parciales. En general la obtencion de las cargas
parciales es el paso computacionalmente mas costoso ya que involucra calculos de quimica
cuéntica; sin embargo, para esta molécula en particular contamos con los datos de carga
proporcionados por Venhorst et al.%” Los restantes parametros fueron obtenidos como fuera
descrito en la seccion 1.2.3. En la Figura 19 puede apreciarse la estructura de la aldimina
interna, asi como el nombre que recibe cada &tomo; las coordenadas, tipo de atomo y carga

parcial asignados se indican en la Tabla 3.

C2A
Ni—=C2
Cé Cc3—O03
Q3P \\ // C=—0
C5—C4 '
_-CE cG
02P —p— 04P—C5A caa=Nz" gp~ N\ _C

“\
N
OI

Figura 19 Estructura de la aldimina interna Lys-PLP (KLP). Cada atomo figura
con su nombre. Extraido de Venhorst et al.%’

Tabla 3 Valores de coordenadas, tipo de atomo y carga parcial asignada a cada
atomo del KLP. Los valores de carga fueron extraidos de Venhorst et al.%’

Nombre de atomo X Y Z Tipo de atomo Carga parcial
N 96.438 15.523 44.029 n2 -0.3479
H 96.396 16.470 44.347 hn 0.2747
CA 95.058 15.049 43.680 c3 -0.4419
HA 95.103 14.101 43.365 hi 0.1102
C 94.494 15.910 42.589 cl 0.7341
0] 94.445 17.337 43.050 0 -0.5894
CB 94.178 15.130 44.893 c3 0.4995
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Nombre de 4&tomo X Y z Tipo de atomo Carga parcial

HB2 94.563 14.559 45.618 hc -0.1147
HB3 94.125 16.077 45.208 hc -0.1147
CG 92.805 14.635 44,548 c3 0.0629
HG2 92.406 15.212 43.836 hc -0.0782
HG3 92.869 13.694 44217 hc -0.0782
CD 91.938 14.667 45.772 c3 0.1094
HD2 92.354 14.099 46.482 hc -0.0058
HD3 91.851 15.606 46.105 hc -0.0058
CE 90.584 14.119 45.435 c3 0.1156
HE2 90.017 14.096 46.258 hl -0.0114
HE3 90.147 14.696 44,744 hl -0.0114
NZ 90.739 12.824 44.928 n3 -0.1399
HZ 91.285 12.677 44.103 hn 0.3819
N1 90.782 8.050 44.076 na -0.2120
H1 90.938 7.131 43.713 hn 0.3455
C2 91.293 9.124 43.437 c2 0.2058
C2A 92.039 8.954 42.265 c3 -0.2790
H2A1 92.338 9.847 41.928 hc 0.0969
H2A2 91.474 8.508 41.572 hc 0.0969
H2A3 92.839 8.386 42.458 hc 0.0969
C3 91.084 10.362 43.929 c2 0.3557
03 91.613 11.477 43.267 0 -0.7655
C4 90.364 10.529 45.058 c2 0.1020
C4A 90.171 11.771 45.550 c2 0.1023
H4A 89.636 11.905 46.384 h4 0.2054
C5 89.855 9.456 45.700 c2 -0.1738
C6 90.063 8.216 45.208 c2 -0.0992
H6 89.689 7.420 45.683 h4 0.1919
C5A 89.119 9.630 46.877 c3 0.3499
H5A1 88.823 8.739 47.220 hl 0.0083
H5A2 88.318 10.198 46.689 hl 0.0083
0O4P 89.979 10.304 47.906 0s -0.5382
P 89.195 10.491 49.171 p5 1.2439
O1P 90.050 11.182 50.191 0 -0.8970
O2P 87.981 11.326 48.888 0 -0.8970
O3P 88.770 9.153 49.698 0 -0.8970

1.3.3. Simulaciones de dindmica molecular

Los sistemas a simular fueron preparados como fuese indicado en las secciones 1.2.4 y

1.2.5, en las condiciones que se indica en la Tabla 4. Se escogio la enzima 4CE5 como estructura
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de referencia dados los numerosos reportes en que se aplicaron distintas aproximaciones para
su estabilizacion.!'*1® Precisamente, la mutacion T130M fue una de las primeras en ser
reportada como estabilizante para esta enzima; fue hallada a partir del calculo de AAG™' sobre
las regiones flexibles de la proteina. Por este motivo fue incluida en este estudio para comparar

su comportamiento contra la referencia.

Tabla 4 Condiciones de simulacion de las distintas enzimas.

Enzima T (K) t (ns) urea | Obs.
298
323 500 X
4CE5 Enzima empleada como referencia.
348
298 500 v
298
ACE5-T130M 348 500 X La estabilidad de este mutante fue reportada como
superior a la de la enzima nativa por Huang et al.''
298 500 v
298
500 X | TAcCa i i
i p obtenida por modelado por homologia como
VARl S fuese indicado en la seccién 1.2.1.
298 500 v

Como fue comentado en la introduccion, uno de los métodos para verificar convergencia
de una simulacién de MD es evaluar el RMSD y/o su promedio acumulado. Como se observa
en la Figura 20, para la enzima de referencia 4CE5 estos parametros parecen haber alcanzado
el equilibrio en las simulaciones a 298 y 323 K, no asi para 348 K y la simulacion con urea.
Esto es entendible dado que tanto la alta temperatura como la urea son sumamente
desestabilizantes!* "8 y es esperable que estas dos simulaciones no converjan hasta que la
proteina se haya desplegado. Dadas estas diferencias, decidimos realizar y analizar las
siguientes simulaciones solo a dos temperaturas, 298 y 348 K, y en presencia de urea. Ademas,
siendo 4CE5 nuestra referencia y teniendo en cuenta su convergencia, seleccionamos una
ventana de analisis para todos los parametros y todas las simulaciones entre los 300 y 500 ns,
descartando asi los primeros 300 ns de MD de produccion.
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Figura 20 Anélisis de MD de 4CE5. RMSD (izg.) y RMSD promedio acumulado
(der.)

Los valores promedio de RMSD y su desviacion estandar se resumen en la Tabla 5.
Como se indica alli y podemos apreciar en la Figura 21, los valores de RMSD de las MD de
TACap son mas altos que los de 4CE5, lo cual es probable se relacione a la estructura de partida.
La estructura de 4CES5 fue determinada experimentalmente, por lo que es probable se encuentre
en una conformacion cercana a la nativa, mientras que la estructura de TACap fue obtenida por
homologia y puede tener que recorrer subestados de mayor energia.

Tabla 5 Resumen de valores de RMSD promedio y desviacién estandar para las
simulaciones corridas.

Enzima T (K) Urea RMSD (A) std
298 1.99 0.14

4CES5 348 X 2.42 0.14
298 v 2.15 0.13

298 2.19 0.12

4CE5-T130M 348 X 2.33 0.16
298 v 2.49 0.20

298 2.89 0.14

TACap-HM 348 X 3.12 0.14
298 v 3.12 0.28
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Figura 21 RMSD vs. t para las MD de TACap, alineadas al primer marco a 298 K.

Para el analisis de flexibilidad evaluamos el RMSF, clasificando los valores obtenidos
como bajos (<1 A), medios (entre 1y 2 A) o altos (>2 A). Analizando primero la referencia,
graficamos el RMSF en la Figura 22 y mapeamos las regiones de mayor flexibilidad sobre la
estructura en la Figura 23. Podemos observar que en las simulaciones térmicas (sin urea) las
regiones mas flexibles son dos o tres residuos en los extremos y un loop entre los residuos 125-
133 (loop 1), lo cual no resulta extrafio dada su naturaleza flexible*:. Esto reproduce los
resultados experimentales de cristalografial®, ya que este loop posee altos valores de factor B.
Cabe mencionar que para dicho loop vemos un RMSF superior a 298 K que a 348 K, lo cual no
podemos explicar con los datos disponibles. Por otro lado, al observar el RMSF de la simulacién
con urea el loop 1 es solo moderadamente flexible, y en cambio es el loop 149-157 (loop 2) el
de alta flexibilidad. Esto implica que su presencia como agente desnaturalizante afecta la
estructura y estabilidad de la enzima en forma diferente a como lo hace una alta temperatura,
indicando que los mecanismos de desnaturalizacion térmica y quimica siguen caminos
diferentes. A pesar de ser este un resultado esperable, ya que la primera debilita todos los tipos
de enlace, mientras que la segunda intercambia enlaces de hidrégeno proteina-proteina por

proteina-urea, es remarcable su deteccion in silico.
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loop 2
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Figura 22 RMSF de 4CES5 en las distintas condiciones de MD. Se indica con linea
punteada vertical el residuo 130.

C terminal

\

Figura 23 Estructura de 4CES5. En gris oscuro cadena A, gris claro cadena B. En
rojo se sefialan aquellas regiones con un RMSF superior a 2 A en MD sin urea,
junto a su nombre. Las regiones pertenecientes a la cadena B se sefialan con un
asterisco. En verde se sefiala el loop flexible en MD con urea. Es identificado el
loop 3 por su relevancia en TACap.
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En tanto, al analizar el RMSF de TACap (Figura 24) vemos en las simulaciones térmicas
una alta flexibilidad en el loop 1 (residuos 129-134), loop 3 (215-218) y el extremo C-terminal
(residuos 336-356). Es de destacar que el loop 3 y el extremo C-terminal son flexibles en
TACap, y no asi en el modelo de 4CE5, lo cual sea debido seguramente a que en TACap estos
segmentos son mas largos: loop 3, 7 aminoacidos mas; extremo C-terminal 31 aminoéacidos
mas. En la MD con urea vemos acrecentada esta flexibilidad, a no ser en el loop 1 donde es
menor; esto mismo ocurria con 4CE5 y postulamos es debido a una diferencia en el mecanismo

de desnaturalizacion.

—— tacap-HM-298K
tacap-HM-348K

51 —— tacap-HM-298K-urea € terminal

\
N terminal

0 50 100 150 200 250 300 350
residuo #

Figura 24 RMSF de las distintas simulaciones de TACap.

El tercer parametro que analizamos fue el radio de giro, el cual practicamente no cambia
para 4CE5 y su mutante T130M en las distintas condiciones ensayadas (Tabla 6). A
temperaturas moderadas (25 a 75°C), un aumento del radio de giro puede ser un indicador de
la pérdida de estructura terciaria y secundaria por ruptura de los enlaces de hidrogeno e
interacciones de Van der Waals, pero requiere generalmente de simulaciones largas ya que es
una propiedad cuyo cambio se empieza a notar cuando el proceso de desnaturalizacion esta en
una etapa avanzada. Para el caso de TACap, si bien en la Tabla 6 se observa un pequefio
aumento del ROG en la simulacion con urea respecto a las otras condiciones, al excluir los
extremos C-terminal del andlisis esta diferencia desaparece. Esto se ilustra en la Figura 25, e
implica que el aumento percibido de ROG es debido exclusivamente al desordenamiento de los

extremos C-terminal.
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Figura 25 Radio de giro de TACap-HM y TACap-HM-ACtail. La linea anaranjada
corresponde al célculo de ROG sobre la enzima nativa, excluyendo los extremos
del analisis (noTail).

A continuacion, evaluamos la superficie accesible al solvente. El andlisis se hizo sobre
los residuos hidrofobicos, pudiendo de esta forma detectar cambios en la exposicion del nicleo
de la proteina al entorno, cuyo aumento es un claro signo de desnaturalizacion. En la Figura 26
graficamos el valor de SAS para las cuatro simulaciones de 4CES5, y podemos verificar dos
cosas: existe un aumento del SAS con cada incremento de temperatura, lo cual valida la ventana
de analisis empleada; y la urea parece ser un agente mucho mas poderoso que la temperatura
para inducir el desplegamiento. Si calculamos el porcentaje de aumento de SAS para cada
simulacion respecto a la media de la simulacion a 298 K de la enzima correspondiente (Ultima
columna de la Tabla 6) podemos observar que el aumento de temperatura afecta en distinta
medida el SAS de 4CE5 (13%) y su mutante T130M (7%), lo cual es coherente con el aumento
de estabilidad reportado para este mutante. En el caso de TACap los porcentajes de aumento de

SAS son comparables a los de este mutante.
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Figura 26 SAS vs. t para 4CE5.

Tabla 6 Parametros seleccionados promedio en la ventana de andlisis, junto a su
desviacidn estandar. En la tltima columna se presenta el porcentaje de aumento de
SAS respecto a su MD a 298 K.

Enzima T (K) Urea ROG(A) std SASapolar (A?) std %SAS
298 26.79 0.07 8736 227 n/a
4CES5 348 X 26.94 0.08 9840 234 13
298 v 26.90 0.06 10998 180 26
298 26.90 0.08 8808 206 n/a
4CE5-T130M 348 X 26.98 0.09 9388 215 7
298 v 27.29 0.06 10921 238 24
298 27.44 0.11 9482 196 n/a
TACap-HM 348 X 27.25 0.08 10021 295 6
‘ 298 ‘ v 28.44 0.06 12366 173 30

n/a—no aplica

Thompson y Eisenberg'® presentaron evidencia, hace mas de dos décadas, de la
tendencia en proteinas de organismos termofilos a presentar secuencias de loops mas cortas que
en sus homélogas de organismos mesoéfilos. Sin embargo, la incorporacién de esta observacion
en una estrategia para la ingenieria de proteinas no parece haber sido extensamente utilizada, o
al menos reportada, a no ser por el trabajo de Damnjanovi¢ et al.'?® concerniente a la delecion

de un loop de superficie para la mejora de estabilidad de una fosfolipasa.
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Teniendo en cuenta esta informacion, los datos de flexibilidad obtenidos en la dindmica
y el alineamiento de secuencias homologas en el contexto de la determinacion de la secuencia
consenso (ver seccion 1.3.5) propusimos la delecion de dos regiones: residuos 211-217 (loop
3) y 332-356 (extremo C-terminal) (Figura 27). Decidimos no modificar los residuos 129-134
(loop 1) ya que esta region ha sido sugerida como muy importante para el reconocimiento de

sustrato®/121122,

terminal

Qa1

Figura 27 Estructura de TACap. En gris oscuro cadena A, gris claro cadena B. En
rojo se sefialan aquellas regiones con un RMSF superior a 2 A en MD sin urea,
junto a su nombre. Las regiones pertenecientes a la cadena B se sefialan con un
asterisco. En verde se sefialan las regiones solo flexibles en MD con urea.

Se procedi6 entonces a la simulacion de MD de estas dos variantes de TACap en las
condiciones resumidas en la Tabla 7. Por cuestidn de tiempo no pudieron ser corridas todas las
simulaciones durante el periodo/en las condiciones deseadas, pero presentamos a continuacion
los resultados obtenidos para lo ensayado. Para aquellas simulaciones en que no fue posible
simular 500 ns se emplearon ventanas mas pequefias, a sabiendas que la simulacién puede no
haber convergido.
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Tabla 7 Resumen de condiciones empleadas en las simulaciones de MD de
mutantes de TACap.

Enzima T (K) t (ns) urea | Obs.
TACap - 298 115 X TACap-HM con delecion del loop 211-217. Fue
A211-217 seleccionada en base a los resultados de esta seccion.
348 105
298 . ;
TACaD - 500 X TACap-HM con delecion del extremo C-terminal
P 348 (residuos 331 en adelante). Fue seleccionada en base a
AC-tail s,
los resultados de esta seccion.
298 500 v

Analizando el RMSF de estos mutantes (Figura 28) y el de la enzima nativa
(Figura 24) podemos inferir el efecto de la temperatura sobre las regiones mas
flexibles. Para esto calculamos el porcentaje de aumento del RMSF a 348 K
respecto a 298 K. Como se desprende de la

Tabla 8 ambos mutantes se ven afectados en forma diferente por la temperatura respecto

a la enzima nativa. El andlisis de los datos de ROG y SAS no arroja diferencias significativas

respecto a lo observado para la enzima nativa, por lo que consideramos deseable y necesario

proceder a la evaluacion in vitro de estas variantes.
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Figura 28 RMSF de los mutantes seleccionados de TACap, bajo distintas
condiciones de simulacién. A- N-terminal; B a E- loops 1 a 4; F- C-terminal.
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Tabla 8 Porcentaje de aumento del RMSF observado en la MD a 348 K respecto a
298 K, para la enzima nativa y los dos mutantes seleccionados.

loopl loop2 loop3 loop4
wt 124 22 17 138
A211-217 80 59 n/a 49
AC-tail 156 36 28 20

Tabla 9 Resumen de los parametros analizados en las dinamicas de TACap y sus

variantes.
Enzima T(K) Urea RMSD(A) std rog(A) std  SASwoiar (A2 std  %SAS
298 2.89 014 | 27.44 o011 9482 196 | nla
X
TACap-HM | 348 3.12 014 | 2725 0.08 10021 295 | 6
298 3.12 028 | 2844 0.06 12366 173 | 30
TACap-HM | 298 | X 1.90 009 | 27.00 0.07 9258 223 | nla
A211-217* 348 | X 213 010 | 2707 0.6 9773 232 | 6
298 277 010 | 2659 0.06 8954 166 | nla
- X
WG| g 202  012| 2679 009 9301 283 4
ACtail
298 | v 3.23 012 | 27.16  0.05 11633 149 | 30

n/a — no aplica; *tiempos de simulaciéon mas cortos

Finalmente, consideramos interesante comentar sobre un aspecto mas de indole

hipotético-tedrico. Como reportaran Borner et al.1?3, la estabilidad del intermediario enzima-

PMP es clave en la estabilidad de estas enzimas: su disociacion y la pérdida del cofactor, dando

lugar a la forma apo, parecen desencadenar los cambios conformacionales que llevaran al

desplegamiento de la estructura. Si bien el mecanismo por el que se da este reordenamiento en

las transaminasas de clase IV no se encuentra aun dilucidado, Ruggieri et al.*?* sugirieron un

posible mecanismo para las transaminasas de clase I: luego de la pérdida del cofactor, la lisina

catalitica rota sobre el eje de la estructura primaria debido a la tension experimentada en la

forma holo, provocando el desplazamiento de tres loops y dejando al descubierto hendiduras

hidrofilicas, desencadenando de esta forma la disociacion del dimero (Figura 29).
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Figura 29 Disociacion del dimero de una TA de clase | propuesta por Ruggieri et
al.'?* Adaptado de este reporte.

En un estudio de caracter més cualitativo realizamos simulaciones de MD a alta
temperatura para verificar la influencia de la presencia de PLP en la estabilidad de TACap. Al
observar la pelicula de la dinamica la lisina catalitica libre en la forma apo sufre una
reorientacion significativa respecto a la situacion de la forma holo, como se aprecia en la Figura
30. Si bien haria falta otro tipo de simulaciones y analisis para extraer conclusiones de estos
resultados, es esperable que se den rearreglos por dos motivos: el conjunto de aminoacidos que
conforman la cavidad de unién al grupo fosfato del PLP pierden al fosfato como grupo
coordinador; y las caracteristicas electrostaticas del entorno se ven modificadas al pasar de tener
al PLP con carga -2 a la lisina con carga +1. Hay por tanto indicios de que el desensamblaje del

homodimero podria ocurrir de forma similar que en las transaminasas de clase I.
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Lys-184
forma apo

KLP-184 ,

forma holo %

Figura 30 Superposicion de la lisina catalitica, luego de la MD, enlazada al PLP
(forma holo, carbonos en gris) o libre (forma apo, carbonos en cyan).

1.3.4. Reportes previos

Como fuera mencionado anteriormente existen varios reportes sobre la mejora de
estabilidad en la enzima 4CE5 a través de diferentes aproximaciones. Dada la similitud de esta
enzima con la nuestra propusimos realizar algunas de las mutaciones que fueron reportadas
como exitosas: L118T, D235K!" y P264A!. La primera mutacion reportada, T130M, si
bien fue escogida para el anélisis bioinformético, no fue propuesta como candidata para TACap
ya que en esa posicion nuestra enzima tiene una leucina, con caracteristicas fisicoquimicas

similares a la metionina.

1.3.5. Secuencia consenso

Para la obtencion de un conjunto de secuencias inicial se hizo una busqueda en BLASTp
con los pardmetros predeterminados, solicitando el méximo permitido de 5000 resultados. Estas
secuencias fueron depuradas de acuerdo con lo indicado en la seccion 1.2.7. La mediana de la
longitud de secuencias resultd ser 302 residuos, por lo que aquellas secuencias que diferian en
mas de un 30% de este valor (<211 o >393 residuos) fueron eliminadas. De esta manera se
descartan secuencias truncadas o inusualmente largas (a menudo por largas inserciones
internas).

A continuacion, se hizo el clustering de las secuencias cuya identidad fuese superior al

90% y se conformd un nuevo conjunto de secuencias constituido por una secuencia
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representativa de cada cluster. Esto permite evitar una sobrerrepresentacion de secuencias que
tienen un alto porcentaje de identidad entre si.
Para seleccionar solo aquellas secuencias que sean R-amino transaminasas homélogas
a TACap realizamos un filtrado®® en tres pasos:
e primero se descartaron aquellas secuencias que no contenian los motivos:
o motivo 1 = [HRK]-x(4)-[YQ]-x-[VTA]-x-[HSAPTG];
o motivo 2 = [YF]-[VIC]-[EAQSNWMD];
e en segundo lugar, se alinearon las secuencias y se descartaron aquellas que si
bien tenian estos motivos, no se alineaban con los correspondientes en TACap;
e en tercer lugar, fueron eliminadas las secuencias que no poseian la lisina

catalitica del sitio activo.

Luego de la depuracion obtuvimos un alineamiento multiple (MSA) con 919 secuencias
alineadas. Un diagrama del proceso se ilustra en la Figura 31, y el arbol filogenético del MSA
se muestra en la Figura 32. Este MSA fue cargado en la plataforma ConSurf para el calculo del
porcentaje de conservacion de cada aminoacido en cada posicion (Tabla 10, Figura 34). Esta
plataforma también provee una escala de conservacion del 1 al 9 para cada posicién, yendo de
mas variable a mas conservado (Figura 33). A los efectos de este trabajo solo tuvimos en cuenta

los resultados con una puntuacion del 7 al 9.

(4

4748 seq.

BLASTp \/ <211 aa x

>393 aa
v

redundancia

(90% cutoft)
139 161 185 206 praly=il 244
i — i —
A R {
I T —— N
T T
A ——
I A - —— I — 919 seq. _ 2198 seq.
TR T T I T T
R R —— N l
A - —— N -
S I

| sy 0 M s motivo 1 = [HRK]-x(4)}-[YQ]-x-[VTA]-x-[HSAPTG]
MSA motivo 2 = [YF]-[VIC]-[EAQSNWMD]
Lys catalitica

Figura 31 Diagrama del proceso seguido para la obtencion del MSA para secuencia
CONSenso.
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ecBCAT

0.2

Figura 32 Arbol filogenético de las secuencias seleccionadas para el MSA,
empleando la branched-chain amino acid aminotransferase de E. coli (ecBCAT)
como outgroup.

Tabla 10 Porcentaje de conservacion del aminoacido nativo (col. 3) y el consenso
(col. 5), por posicion. En la ultima columna se presenta la diferencia de
conservacion entre el aminoécido consenso y el nativo.

Posicién wt % CONsenso % diferencia (%)
48 M 3 Vv 39 36
51 Q 20 W 55 35
58 L 24 A 45 21
63 P 21 \Y% 61 40
64 S 24 H 42 18
80 L 20 F 78 58
87 M 12 L 63 51

101 T 5 | 66 61
105 M 27 C 53 26
106 L 2 \Y 90 88
111 | 20 L 58 38
115 F 20 Y 80 60
118 L 18 M 62 44
120 \Y 30 C 46 16
125 R 4 S 31 27
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diferencia (%)

%
58
77
63
87

consenso

%

Posicién

57

74
60
85

57

32

54
51

53
22

15

67

69
54
34
41

53
31

13
15
65
55
62

45

28
54

26
10
17
22

59

61

68
61

63
45

37

36
42

75
72
60
56
68
69

52

38
34

76
73
77
69

62

54
52

46

46

55
54
58

29
14
10
10
23
22
30
41

22
27
16
21

25
19
11
18
15
24
34

44
37

20
45

37

36

130
131
132
133
135
142
144
145
146
153
163
165
168
174
178
179
186
187
195
205
206
207
220
226
231
249
253
257
258
281
284
285
293
313
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Debido a limitaciones practicas para el analisis experimental seleccionamos como
candidatos los 41 mutantes con un mayor porcentaje de diferencia entre la conservacion del

aminoéacido consenso y aquella del nativo.

1 11 21 31 41
MTTMIEFTY YOLRIEUAE SACNEFADIY IZWVQERVTP IHEZQIPMLY
51 61 71 81 91
QEFLEELLL] [UPSIMWDGRG FIEpDLEIE ERSCOKMRLR CPLPRIQVR]
101 111 121 131 141
TECAMEARSG IRDAFELIV [GELRGVRGL SAAEVDAE] SLYMWIVYV
151 161 171 181 191
WVMEPAVQEA [ESGSAIVART VHZTPPVCMY FTVIIINIIE} LTRGMFEZND
201 211 221 231 241
RGAGYPFLT[} ADA NITESSEFHII VVVKDGLHL PKREVEEEVE
251 261 271 281 291
CESVFECCGR EGVZYALD[V PVZLALEADE IFMCIRJEEI MPITTLDGKP
301 311 321 331 341
VGDGL\VEPIT [QIWDV\{TRL [N¥EDGFSFAV [YEJ NI \ZUTNTRY
351

SVNGKA

The conservation scale:
B2 4 5 6 7 IBIER I - Insufficient data - the calculation for this site was
Variable Average Conserved performed on less than 10% of the sequences.

Figura 33 Secuencia de TACap coloreada de acuerdo con el puntaje de
conservacién otorgado por ConSurf.
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Figura 34 Grafico de barras representando la diferencia de conservacién entre el aminoacido consenso y el nativo.



Adicionalmente, el MSA se emple6 para investigar la conservacion de aminoacidos en
las regiones que decidimos remover en base a las simulaciones de MD. Como puede verse en
la Figura 35, el loop que ocupa los residuos 211-217 no se encuentra conservado; de hecho,
solo una proteina de las 919 (ademas de TACap) presenta una insercion en este segmento. En
la misma figura se sefiala también el aminoécido Y332, que resulta ser el dltimo con una alta
conservacion en el MSA. Por lo anterior, fueron definidos para su remocion los segmentos 211-
217y 333-356.

l A211-217 l A333-356

1§5 291 2‘20 2‘21 3?1 3.‘?6

A0 - | = — i eE—ai L —Hm
11 - a- —1 B — ] svvvveevvmviinnnnnes - — —— W10
40 I-Imn-—- —I1 11 —.

. - — I »—a——

. - — 11 —

. -amaann—1 i1 ———

40 - - — I —i—

40 - .- — | —i—

. I-omia- — 11 —i——

. -ama- — 2—8—n

. -l —I1 11 Hi—

. -l — 11 —i——

40 - —1 11 n—a——

. -oma- — i1 —i——

. - — i1 -

. -omia- —I1 11 28—

40 IHE | - —I I —r— 1
. - - — I R n—a—

40 Ii-|''m—uin —1 11 THI—1 i
40 1 11— —1 11 .y

Figura 35 Extracto del MSA. La primera secuencia (fondo en amarillo) es TACap
y se sefiala con las flechas el loop 211-217 y el tultimo aminoécido conservado, 332.

1.3.6. Cambio de energia libre de plegamiento tras mutaciéon

Esta aproximacion fue incorporada en el protocolo FRESCOY’, desarrollado por el
grupo del Prof. First donde se realiz6 una pasantia en el marco de la maestria. El protocolo
FRESCO se divide en dos secciones, una primera bioinformatica y una segunda experimental.
Durante la pasantia se realizé parte de la primera seccion, y es sobre lo que se reportara aqui.
La seccion bioinformatica del protocolo FRESCO consiste en:

i.  Preparacion de la estructura de partida.
ii.  Seleccion de residuos a mutar.
iii.  Calculos de AAG™",

iv.  Seleccion de mutaciones a simular por MD.
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v.  Simulaciones de MD e inspeccion de estas.

vi.  Seleccion de candidatos a expresar experimentalmente.

Si bien esta estrategia ha sido empleada exitosamente para la estabilizacion de
oxidasas®®"?, e incluso de una amino transaminasa®, todos estos reportes parten de una
estructura cristalografica de la enzima obtenida por medios experimentales y no existen
antecedentes publicados en los que se parta de un modelo tridimensional obtenido in silico. Por
tanto, nuestro interés estuvo focalizado en evaluar esta estrategia partiendo de dos estructuras:
TACap-AF-apo y TACap-AF-holo. Decidimos emplear el modelo generado por AlphaFold2
en lugar del de homologia ya que, al momento de este analisis, el sistema habia sido validado
por la comunidad cientifica?®. El modelo apo (sin PLP) fue generado por AlphaFold2 y, luego
de la optimizacion de su protonacion, fue minimizado mediante YASARA?13! El modelo
holo (con PLP) fue obtenido de igual forma, pero antes de ser minimizado fue procesado por
AlphaFill, un algoritmo que basado en secuencia y estructura “trasplanta” cofactores y otras
pequefias moléculas desde estructuras determinadas experimentalmente hacia modelos
predichos.

Para verificar un correcto posicionamiento del PLP respecto al sitio activo superpusimos
las estructuras de TACap-AF-holo y 4CE5, que fue cristalizado con PLP. Como puede
observarse en la Figura 36 los aminoacidos del sitio activo que interactian con el PLP se
encuentran conservados y adoptan la misma conformacion en ambas enzimas, por lo que

consideramos el modelo obtenido apto para proseguir con los analisis.
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Figura 36 Superposicion de los sitios activos de TACap-AF-holo (carbonos en
cyan) y 4CE5 (carbonos en gris).

Para el calculo de AAG™ permitimos la mutacion de todos los residuos, es decir, 356
posiciones multiplicado por 19 aminoéacidos distintos al nativo para dar un total de 6764
mutaciones posibles. EI AG™ de cada variante fue calculado, como indica el protocolo
FRESCO, mediante dos algoritmos: FoldX**? y Rosetta-ddg'*®. Obtenidos todos los AAG™',
fueron ordenados por su valor y seleccionadas como favorables todas aquellas mutaciones con
una energia menor a -5 kJ/mol. A continuacién, se exponen y discuten algunos de los resultados
observados.

En primer lugar, se pueden hacer una serie de comparaciones entre las estrategias
utilizadas. Rosetta parece proveer valores de AAG™Y mucho mas extremos que FoldX, lo que
explica el nimero mucho mayor de mutaciones que predice como estabilizantes (Figura 37).
Por otro lado, se puede ver una correlacion entre las energias predichas para las estructuras apo
y holo por medio de ambos algoritmos, lo cual puede deberse a que no hay cambios sustanciales
en la estructura durante la minimizacion inicial. Si comparamos las mutaciones estabilizantes
predichas por uno y otro algoritmo sobre una misma estructura (Figura 38) vemos que coinciden

en menos de un 20%, lo cual se encuentra en acuerdo con reportes anteriores341%,
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Figura 37 A la izquierda se presentan diagramas de Venn con el nimero de
mutaciones predichas como estabilizantes por FoldX (arriba) y Rosetta-ddg (abajo).

A la derecha se comparan las energias de cada mutacién calculada por FoldX
(arriba) y Rosetta-ddg (abajo).

tacap-apo tacap-holo
< -5 kJ/mol < -5 kJ/mol
164 288 1174 181 319 1142
18% 19%
foldx foldx
452 500
rosetta rosetta
1462 1461

Figura 38 Diagrama de Venn presentando el nimero de mutaciones predichas
como estabilizantes de acuerdo con FoldX o Rosetta-ddg, partiendo de la estructura
apo (izquierda) u holo (derecha) de TACap.
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En segundo lugar, si representamos todas las energias calculadas por FoldX en un mapa

de calor (Figura 39) podemos ver algunas tendencias interesantes:

Existen al menos tres regiones en las que casi ninguna mutacion parece modificar el
AAG™!, Estas regiones son muy similares a las que observamos como flexibles en las
simulaciones de MD, y puede que esta sea la razon por la cual mutaciones puntuales
parecen no tener influencia en la estabilidad.

Las mutaciones por prolina (P) casi siempre dan un AAG™! > 0 (también en Figura 40).
La prolina es un amino&cido particular, ya que es el Unico cuya cadena lateral se une al
nitrogeno de la cadena peptidica formando un anillo pirrolidina y restringiendo asi la
rotacion del enlace C,— N, otorgando mayor rigidez al esqueleto. Como explican Jung
Choi y Mayo'®, esto en principio debiera resultar en una mayor estabilidad, sin
embargo, no es posible predecir al momento el efecto resultante: una prolina en una
hélice alfa o una hoja beta puede romper la estructura secundaria. Por un lado, la prolina
carece de un hidrogeno en el nitrégeno del enlace peptidico, perdiendo asi la posibilidad
de ser donor en un enlace de hidrégeno. Por otro, la restriccion estérica generada por el
anillo pirrolidina dificulta ain mas la formacion de estructuras secundarias.

Las mutaciones por L y M dan en su mayoria AAG™ < 0 (también en Figura 40). Esto
puede deberse simplemente a un sesgo del algoritmo por estos residuos. Este tipo de
programas pueden tener sesgos inherentes; Usmanova et al.*¥’ reportaron otro tipo de

sesgo en FoldX, Rosetta y otros programas similares.
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apo - FoldX
I

Figura 39 Arriba, mapa de calor de los AAG™! calculados con FoldX para la forma
apo. Se omite el equivalente para la forma holo por ser muy similar. Debajo, mapeo
en la estructura 3D de las regiones sefialadas con flechas en el mapa de calor.

apo - Rosetta

| II | I”

il A

: H"""";u;;" \ ':1

Rl

Figura 40 Mapa de calor de los AAGfO'd calculados con Rosetta-ddg para la forma
apo. Se omite el equivalente para la forma holo por ser muy similar.
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1.4. Conclusiones

Se obtuvo un modelo por homologia de TACap. La estructura del extremo presentd un
desafio ya que no se contaba con estructuras homdlogas adecuadas, por lo que finalmente fue
modelada de novo utilizando RoseTTAFold.

Para realizar ensayos de dindmica molecular fue necesario generar una libreria de
pardmetros para el residuo modificado KLP, correspondiente a la aldimina interna conformada
por la unién covalente entre la lisina catalitica y el cofactor PLP, lo que se logré utilizando
valores de carga descritos previamente.

Utilizando el modelo de TACap obtenido y la estructura de referencia 4CE5 se corrieron
dinamicas de produccion a distintas temperaturas. El analisis de estas simulaciones permitid
distinguir tres regiones de alta flexibilidad en nuestra enzima: loop 1 (residuos 129-134), loop
3 (215-218) y el extremo C-terminal (residuos 336-356). Se decidié no modificar el loop 1 por
encontrarse en la via de entrada del sustrato, y remover el loop 2 y el extremo C-terminal
buscando aumentar la rigidez del sistema. Los puntos de corte fueron determinados por
comparacion con secuencias similares utilizando un alineamiento multiple.

Las dinamicas moleculares clasicas permitieron también verificar una diferencia
esperable entre los mecanismos de desnaturalizacion térmica y quimica.

En forma paralela, se realiz6 un analisis de secuencia consenso en base a un conjunto
de proteinas homdlogas a TACap, seleccionadas por criterios de similitud de secuencia y
presencia de aminoacidos clave. Se calcul6 el porcentaje de conservacion de cada aminoacido
y se compar0 con el propio de los aminoacidos presentes en TACap. En base a estos resultados,
se propusieron para el analisis experimental 41 mutantes puntuales, los cuales presentan una
diferencia de conservacion del aminoéacido consenso respecto al aminoécido nativo de entre el
15y el 88%. Adicionalmente, en base a reportes previos de mutaciones estabilizantes sobre la
enzima homodloga 4CE5 se seleccionaron tres mutaciones a probar experimentalmente en
TACap.

Fue aplicado parte del protocolo computacional FRESCO sobre nuestra proteina. Si
bien por motivos de tiempo estos resultados no fueron utilizados para la seleccion de mutantes,
esta informacion resulta valiosa tanto para analizar otros datos computacionales como para la
discusion de los resultados experimentales.

Finalmente, al comparar dinamicas de las formas holo y apo de TACap notamos en la

segunda un reordenamiento de la lisina catalitica coincidente con un reporte anterior acerca del
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mecanismo de desplegamiento en transaminasas de clase I, y postulamos que en esta enzima
puede suceder algo similar.

A modo de resumen, se sefialan en la Tabla 11 las modificaciones que fueron
seleccionadas para analizar experimentalmente sus efectos sobre la estabilidad de TACap.

Tabla 11 Resumen de las mutaciones seleccionadas para ensayar
experimentalmente, junto con el método y el motivo por el que fueron postuladas.

Mutacion Método Motivo
A211-217 Alta flexibilidad. Las posiciones de corte fueron fijadas de
. MD
AC-tail acuerdo con MSA.
L118T Coevolucién de residuos.
D235K reporte .
Interacciones carga-carga.
P264A
mutaciones consenso | Ssec. Consenso 41 mutaciones.
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Capitulo I1:

Clonado, expresion y analisis de variantes enzimaticas
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2.1. Introduccion

Superado el primer capitulo es hora de levantarse y pasar a la mesada. Aqui
comentaremos sobre el clonado de TACap en un vector de expresion y como fueron obtenidos
los mutantes propuestos en el capitulo anterior. Luego, analizaremos los datos de estabilidad
termodinamica de estos mutantes y discutiremos sobre la correlacion entre los resultados in
silico e in vitro (spoiler alert: ni tan buena como se promociona, ni tan fantasiosa como dice el
reviewer #2).

Finalmente, conjugamos los resultados de estabilidad y actividad para producir
variantes de mejores caracteristicas que podran ser empleados para la sintesis del L-

nordeuterodeprenil.

2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Cepas bacterianas y plasmidos

La cepa utilizada en este trabajo fue E. coli TOP10 obtenida de New England Biolabs,
cuyo genotipo es F- mcrdA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMI1S5 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str®) end41 1-. Los vectores utilizados fueron
pKK223-3 de GenScript (‘pKK223-3.geneious’), pBAD-myc-HisA (‘pBAD-myc-
HisA.geneious’) y pBAD-C-term-His (‘pBAD-C-term-His.geneious’), cedidos por el Prof.
Furst (RUG).

Se utilizaron técnicas estdndar de microbiologia para el manejo de los
biocatalizadores'®®. Para su mantenimiento a largo plazo, las cepas fueron conservadas en
freezer a -70°C en glicerol 20%, partiéndose para cualquier experimento del primer repique de
estos. En el corto plazo fueron mantenidas a 4°C en placas de medio de cultivo sélido (LB-
kanamicina), selladas con Parafilm. Los plasmidos construidos son mantenidos en la cepa
indicada, pudiendo ser purificados utilizando kits comerciales de miniprep, de acuerdo con el

protocolo establecido por el proveedor.

2.2.2. Medios de cultivo y enzimas

Triptona, extracto de levadura y agar para la preparacion de medios de cultivo fueron
adquiridos de Oxoid. La ampicilina, L-arabinosa, sales, glucosa, y otros componentes de los
medios de cultivo se adquirieron de Sigma-Aldrich y Drogueria Industrial Uruguaya. Todas las
enzimas fueron obtenidas de Thermo Scientific 0 New England Biolabs: RNAsa, lisozima,
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ADNasa, polimerasas, ligasa, enzimas de restriccion, al igual que los marcadores en escalera
de ADN (GeneRuler 1 kb DNA ladder SM0311; GeneRuler 1 kb plus DNA ladder SM1331) y
proteinas (PageRuler prestained protein ladder 10-180 kDa #26616).

Medio Luria Bertani (LB): triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L y
aguadestilada c.s.p. 1 L. Agregar agar (15 g/L) para la preparacion de medio sélido. Autoclavar
y suplementar con antibiético al momento de uso de ser necesario.

Medio TB: triptona 12 g/L, extracto de levadura 24 g/L, glicerol 4.8 g/L y agua
destilada c.s.p. 900 mL; autoclavar. Por separado preparar fosfato monobasico de potasio
(KH2PO4) 2.3 g/L, fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) 12.5 g/L y agua destilada c.s.p. 100
mL; autoclavar. Mezclar antes de usar.

Medio L-broth: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 5¢g/L y agua
destilada c.s.p. 1 L.

Medio SOB: triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 0.5 g/L y agua destilada
cs.p.1L.

Medio SOC: suplementar el SOB con MgSO4 y MgCl> ambos en una concentracion
final de 10 mM.

2.2.3. Soluciones y materiales

Los materiales de trabajo estériles fueron preparados siguiendo técnicas estandar de
laboratorio microbioldgico (escarbadientes, tips, tubos de microcentrifuga, etc.) Los buffers
cuya composicion no se indica fueron preparados de acuerdo con lo indicado en el manual
Sambrook®38. Los geles de poliacrilamida para electroforesis de proteinas fueron adquiridos de
GenScript (ExpressPlus 4-12%, Bis-Tris M41215), asi como el buffer de corrida MOPS.

Buffer HEPES 100 mM: HEPES 26 g/L y agua destilada c.s.p. 1 L. Ajustar pH con
HCl a pH 8.

Buffer Tris: Tris base 12 g/L y agua destilada c.s.p. 1 L. Ajustar pH con HCl a pH 8.

Buffer de lisis: lisozima 1 g/L, DNAsa | 5 mg/L, RNAsa A 5 mg/L, SigmaFast (S8830)
10 tabs/L, MgCl2-6H20 10 mM, PLP 0.01 mM, HEPES pH 8 50 mM y agua destilada c.s.p. 1
L.

Buffer isopropilamina 3 M (IPAm): HEPES 26 g y agua destilada 50 mL. Agregar en
campana isopropilamina 34 mL. Muy lentamente y con agitacién llevar a pH 8-9 con HCI

concentrado (aprox. 23 mL).
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2.2.4. Extraccion de ADN (miniprep)

Se siguieron las instrucciones del proveedor. A modo de ejemplo se adjunta el protocolo

empleado para la mayoria de las minipreps de esta tesis del proveedor Qiagen (‘Qiagen

miniprep.pdf’).

Vi.
Vii.

viii.

2.2.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Suspendimos la agarosa en buffer TBE 0.5x para una concentracion de 0.8%.
Calentamos en microondas a maxima potencia a intervalos de 30 segundos, agitando y
revisando hasta que la agarosa se haya disuelto.

Agregamos 2 uL de intercalante cada 100 mL de solucién (o lo sugerido por el
fabricante).

Mezclamos y vertimos en placa para gel dentro del molde correspondiente.
Incorporamos la peineta y dejamos solidificar durante 20 minutos.

Removimos con cuidado la peineta y transferimos el gel junto con su placa a la cuba
para electroforesis. Llenamos la cuba con buffer TBE 0.5x.

Sobre Parafilm mezclamos 5 pL de cada muestra con 1 uL de loading buffer.
Sembramos el marcador escalera de ADN (2 uL) y las muestras (6 pL).

Corrimos la electroforesis a 100 V durante 30 minutos.

Tomamos foto del gel en camara UV.

2.2.6. Purificacion de ADN por gel

Seguimos en general mismo procedimiento que para la electroforesis normal, pero en

lugar de agregar loading buffer, agregamos 1/5 del volumen de muestra a purificar de glicerol

30%. Calculamos el volumen que puede agregarse de muestra por pocillo, y de ser necesario

unimos con cinta algunas puas de la peineta para generar pocillos mas grandes. Tuvimos la

precaucion de dejar al menos un pocillo libre entre muestras y entre la muestra y el marcador.

Una vez corrido el gel llevamos a placa UV, tomando las precauciones necesarias para
evitar la exposicion directa del operador. El gel también debe ser expuesto a la luz UV
la menor cantidad de tiempo posible.

Cortamos con un bisturi limpio la seccion de ADN a purificar. Eliminamos de la seccion

cortada todo el gel posible que no contuviese ADN.
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Vi.

Vil.

Vi.

Vil.

viii.

Transferimos a un tubo de centrifuga y empleamos un kit comercial para eluir el ADN
desde la matriz de agarosa. A modo de ejemplo se adjunta el protocolo del kit de Bio-
Rad (‘Bio-Rad freeze "“n squeeze.pdf’).

2.2.7. Restriction Free Cloning (RFC)

Amplificamos la secuencia de ADN de interés por PCR empleando una polimerasa de
alta fidelidad.

Purificamos el producto por gel de agarosa.

Verificamos la purificacion por electroforesis en agarosa. Cuantificamos por gel o
nanodrop.

Amplificamos el vector objetivo utilizando 30 ng de ADN molde y 120 ng del
megaprimer o amplicén obtenido en ii. Ajustamos el tiempo de extensién de la PCR de
acuerdo con el largo del molde a amplificar. Incluimos un blanco sin primers que sera
el control negativo hasta la transformacion.

Digerimos muestra y blanco con Dpnl de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Precipitamos con ARNIL.

Transformamos células competentes de E. coli por electroporacion.

2.2.8. Concentracion de ADN

Estimamos el volumen de solucion a concentrar = V.

Agregamos Vi x 0.025 volimenes de NaCl 4 M.

Agregamos Vi x 2.5 volumenes de EtOH abs. Frio.

Incubamos a -20°C overnight.

Centrifugamos a 13 000 xg, 20 min, 4°C.

Transferimos el sobrenadante a otro tubo por vertido por la cara opuesta al pellet y
conservamos hasta verificar que se recuper6 el ADN.

Agregamaos sobre el pellet un volumen = Vi de EtOH 70% frio.

Repetimos v-vi.

Dejamos secar el pellet a temperatura ambiente.

Retomamos en un volumen adecuado de buffer Tris, Tris-EDTA o agua ultrapura.
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2.2.9. Precipitacion de ADN con ARNt

Cuando se cuenta con muy poca cantidad de ADN (por ej. luego de una ligacion o RFC)

puede realizarse el procedimiento de concentracion de ADN indicado arriba, afiadiendo ARNt

como co-precipitante. De esta forma suele aumentar significativamente la eficiencia de

transformacion. Seguimos estos pasos:

i
ii.
iii.
iv.
V.
Vi,

Vil.

viii.

Xi.

Estimamos el volumen de solucion a concentrar = V.

Agregamos Vi volumenes de ARNt de levadura (solucion de uso).
Agregamos Vi x 2 volumenes de agua ultrapura.

Agregamos Vi x 10 volimenes de EtOH abs. Frio.

Incubamos a -20°C 1 h u overnight.

Centrifugamos a 13 000 xg, 20 min, 4°C.

Transferimos el sobrenadante a otro tubo por vertido por la cara opuesta al pellet y
conservamos hasta verificar que se recuper6 el ADN.

Agregamos sobre el pellet 100 uL de EtOH 70 % frio.

Repetimos vi-vii.

Dejamos secar el pellet a temperatura ambiente.

Retomamos en 2 ulL de agua ultrapura y utilizamos para transformar.

2.2.10. Golden Gate Cloning

Se adjunta el protocolo empleado (‘GoldenGateCloning.pdf?).

2.2.11. Mutagénesis sitio-dirigida

Los primers a utilizar deben seguir las recomendaciones habituales para su disefio

(longitud, contenido GC, extremos, etc.)!*® y deben ser complementarios a la region a

modificar. Si bien el manual de QuikChange*® indica que los primers sean completamente

complementarios, algunos autores recomiendan cierto grado de desfasaje para lograr un mejor

resultado: la region 5° serd complementaria y contendra la mutacion a realizar, mientras que la

region 3” no sera complementaria (primers desfasados, ver Figura 41)13%141,
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Figura 41 Mutagénesis sitio-dirigida mediante QuikChange, empleando primers
desfasados. Extraido de First et al.#!

Si van a realizarse varias mutaciones puntuales puede utilizarse un programa para el

disefio de los primers que tiene en cuenta estos requisitos: Aascan'#2, Un manual paso a paso

para su uso fue elaborado por First et al.!1! Este manual fue seguido también para generar los

mutantes puntuales en lote, en placas de 96 pocillos para PCR; el procedimiento a continuacién

es para la realizacién de mutantes puntuales individuales.

Vi.

Vii.

Preparamos la reaccion de PCR de forma habitual, siguiendo las instrucciones del
proveedor de la polimerasa, pero por duplicado. En una de las reacciones agregamos el
primer forward, y en la otra el reverse. Agregamos agua ultrapura para llevar a volumen.
Corremos un programa adecuado, con 5 ciclos de amplificacion.

Unimos las reacciones forward y reverse, y volvemos a largar el programa esta vez con
25 ciclos de amplificacion.

Verificamos amplificacion por electroforesis en agarosa.

Digerimos con Dpnl siguiendo las instrucciones del fabricante.

Purificamos el ADN mediante kit de purificacion de PCR.

Transformamos en celulas competentes.

2.2.12. Delecion de regiones

Los primers deben disefiarse de forma tal de ser complementarios a las secuencias

adyacentes a la region a eliminar.!*® Proceder de igual forma que para la mutagénesis sitio-
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dirigida, es decir, comenzando con los primers forward y reverse por separado y luego uniendo
las reacciones para la amplificacion final. EI producto obtenido es luego tratado con NEB HiFi
DNA Assembly MasterMix, que contiene una exonucleasa, una polimerasa y una ligasa para el

ensamblaje de los fragmentos in vitro.

2.2.13. Primers utilizados

2.2.13.1. Subclonado de TACap desde pKK223-3 a pBAD

atnei32-fw gctaacaggaggaattaacc

atnei32-rev caaaacagccaagctggag

2.2.13.2. Subclonado de TACap desde pKK223-3 a pBAD con delecion de

extremo C-terminal

atnei33b-fw gctaacaggaggaattaaccatgaccactatggaaaagattttctctg

atnei33b-rv tttaaactcaatgatgatgatgatgatgcacggcgaatgaaaaaccgt

2.2.13.3. Delecion de extremo C-terminal de TACap clonada en pBAD

atnei33a-fw tttttcattcgccgtgcatcaccatcaccatcac
atnei33a-rv gtgatggtgatggtgatgcacggcgaatgaaaaac
dCtail-Fw gtggattatcatcaccatcaccatcac
dCtail-Rv atggtgatgataatccacggcgaatgaaaaac
dCtail2-fw accggcctgcatcaccatcaccatcactaacy
dCtail2-rv atggtgatgcaggccggtttcgtctte

2.2.13.4. Delecion de loop 211-217

d211-217-Fw tgaccgatgcagacgcgaatattactg
d211-217-Rv cgtctgcatcggtcaggaaaggatatc

2.2.13.5. Mutaciones puntuales

primer forward reverse

M48V ccctGTGttggaccaaggcettectg ggtccaaCACagggatctgagcttcatg
Q51w gttggacTGGggcttcctgcacage gccCCAgtccaacatagggatctgagc
L58A gcacagcgatGCGacttacgacgttcc CGCatcgctgtgcaggaagccttgg
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primer
P63V
S64H
L8OF
M87L
T101l
M105C
L106V
11111
F115Y
L118M
L118T
V120C
R125S
L130S
S131R
A132D
Al133P
V135R
L142F
M144A
W145F
1146A
M153A
T1741
C178S
M179V
L186Y
Q187H
M195L
Y205T
A220G
D224K
S226P
V231F
V249
P253A
S253T

forward
cgacgttGTGagtgtgtgggatggtag
gacgttccgCATgtgtgggatggtag
ccatctggaacgtT T Tgagagaagttgtgc
CTGagactgcgttgccctttgccaag
cacATCctgtgtgctatgttggecag
cctgtgtgctTGCttggecagatctgg
gGTGgccagatctggtattcgcgac
gatctggtCTGcegcegacgcatttgtgg
gcgacgcaTATgtggaactgatcgtc
ggaaATGatcgtcactcgeggcttg
ggaaACGatcgtcactcgeggcettg
gatcTGCactcgcggcttgegtg
ggcttgAGCggagtcagaggtctg
cagaggtAGCitctgctgccgaggttg
ggtctgCGTgctgecgaggttgatg
GATgccgaggttgatgcgetge
ctgctCCGgaggttgatgcgetge
gccgagCGTgatgegcetgectaac
gctgcctaactcc T T Ttatatgtggattgtg
aactccttgtatGCGtggattgtgccatacg
gTTTattgtgccatacgtttgggttatggaac
gtggGCGgtgccatacgtttgggttatgg
0ggttGCGgaaccggctgttcage
ATTccaccggtttgcatggatccgac
ccggttAGCatggatccgacagtg
cggtttgcGTGgatccgacagtgaaaaatc
TATcaatggggcgacttgacgagagg
ctgCATtggggcgacttgacgag
tgacgagaggaCT Gtttgaagctaacgatc
gccggaACCcctttcctgaccgatag
aaccgcagacGGCaatattactgaaggttcc
actAAAggttccggctttaacatcgttgtg
ctgaaggtCCGggctttaacatcgttgtgg
cTTTgtggtcaaagatggcaccttgcac
cctggagggcAT Tacaagagaatctgtg
gagaaGCGgtgttcgagtgttgcecgtag
gagaaACCgtgttcgagtgttgccgtag
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reverse
actCACaacgtcgtaagtcaaatcgctgtge
cATGcggaacgtcgtaagtcaaatcgetg
acgttccagatggtcatccaggcggaaaaatce
caacgcagtctCAGctttgcacaacttctc
cacacagGATgtgacgaacctgtgc
GCAagcacacagggtgtgacgaacctg
agatctggcCACcatagcacacagggtg
gcgCAGaccagatctggccaacatagc
ccacATAtgcgtcgcgaataccagatc
gacgatCATttccacaaatgcgtcgcgaatac
gacgatCGTttccacaaatgcgtcgcgaatac
cgcgagtGCAgatcagttccacaaatgc
ctccGCTcaagccgegagtgacg
cagaGCTacctctgactccacgcaagc
ggcagcACGcagacctctgactcc
caacctcggcATCagacagacctctgac
acctcCGGagcagacagacctctgac
cgcatcACGctcggcagcagacag
ggagttaggcagcgcatcaacctc
Catacaaggagttaggcagcgcatcaacc
tggcacaatAAAcatatacaaggagttaggcag
tatggcacCGCccacatatacaaggagttagg
cggttcCGCaacccaaacgtatggcac
caaaccggtggAATtctatgcactgtacg
ccatGCTaaccggtggcgttctatg
gatcCACgcaaaccggtggcgttc
cgccccattgATAatttttcactgtcggatc
cgccccaATGceagatttttcactgtcg
AGtcctctcgtcaagtcgcececcattg
aaggGGTtececggegecegcegateg
ttGCCgtctgcggtttcttcgctaattgatc
ccggaaccTT Tagtaatattcgegtetge
ccCGGaccttcagtaatattcgcegtctge
tttgaccacAAAgatgttaaagccggaacc
gtAAT(gccctccaggacaccacg
gaacacCGCittctcttgtaacgccctec
gaacacGGTttctcttgtaacgccectec



primer forward reverse

C257L cgag T TAtgccgtagattgggtgtce ctacggcaT AActcgaacacagattctcttg
C284T ACCacaacggccggtggtattatgccgatc cggceegttgtGGTataaaaatctcatcggcttc
1293V gccgGTGaccactctggatggaaaacc agtggtCACcggcataataccaccggccgttg
V306P gacggtgccCCGggtccaattactcg ccCGGggcaccgtctceccacagg

1313L tcgccaaCTGtgggatgtttattggegtttg ccaCAGttggcgagtaattggaccgacg

2.2.13.6. Mutantes maltiples

L106V_fw ggtggccagatctggtattcgcgac
T1011+L106V _rev agatctggccaccatagcacacaggatg

2.2.13.7. Secuenciado

pBAD-FP atgccatagcatttttatcc
pBAD-R atgccatagcatttttatcca

2.2.13.8. Verificacién de presencia de inserto por PCR

pBAD-Forward atgccatagcatttttatcc
pBAD-Rv atccgccaaaacagccaag

2.2.14. Condiciones de PCR

2.2.14.1. Subclonado de pKK223-3 a pPBAD

Primera PCR. Inicio: 98°C, 1 min 30 s; Amplificacion x 30: 98°C, 10 s; 60°C, 30 s,
72°C, 33 s; Fin: 72°, 7 min. Phusion DNA polymerase.

Segunda PCR. Inicio: 98°C, 1 min 30 s; Amplificacion x 30: 98°C, 10 s; 62°C, 30 s,
72°C, 1 min 58 s; Fin: 72°, 7 min. Phusion DNA polymerase.

2.2.14.2. Subclonado de TACap desde pKK223-3 a pBAD con delecion de

extremo C-terminal

Inicio: 98°C, 1 min 30 s; Amplificacion x 30: 98°C, 10s; 62°C, 30 s, 72°C, 29 s; Fin:
72°, 7 min. Phusion DNA polymerase.
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2.2.14.3. Verificacion de presencia de inserto

Inicio: 94°C, 5 min; Amplificacion x 25: 94°C, 30 s; 43°C, 30 s, 68°C, 1 min 14 s;
Fin: 68°, 5 min. OneTaqg Hot Start polymerase.

2.2.14.4. Delecion de extremo C-terminal desde pPBAD-TACap

Primera PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificacion x 5: 98°C, 10 s; 61°C, 30 s, 72°C, 2
min 31 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase.

Segunda PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificacion x 30: 98°C, 10 s; 68°C, 30 s, 72°C,
2 min 31s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase.

2.2.14.5. Delecion de loop 211-217 de TACap

Primera PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificacion x 5: 98°C, 10 s; 62°C, 30°s, 72°C, 2
min 32 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase.

Segunda PCR. Inicio: 98°C, 30 s; Amplificacion x 30: 98°C, 10 s; 71°C, 30 s, 72°C,
2 min 32 s; Fin: 72°, 3 min. Q5 Hot Start High Fidelity polymerase.

2.2.14.6. Mutageénesis sitio-dirigida en lote

Inicio: 95°C, 2 min; Amplificacion x 26: 95°C, 20 s; 55°C, 20 s, 72°C, 2 min 33 s;
Fin: 72°, 10 min. Pfu Ultra Il Hot Start polymerase.

2.2.14.7. Mutagénesis sitio-dirigida individual

Inicio: 98°C, 1 min; Amplificacion x 26: 98°C, 10 s; 60°C, 10 s, 72°C, 2 min 32 s;
Fin: 72°, 5 min. Phusion Plus polymerase.

2.2.15. Preparacion de células electrocompetentes

Para la produccién de células electrocompetentes y su transformacion se siguié el

protocolo de Bio-Rad (‘Bio-Rad electroporation.pdf’), con algunas modificaciones.

i.  Tomamos un indculo de la cepa correspondiente a partir de su stock conservado a -70°C

y realizamos un aislamiento por estrias en placa de LB-agar. Incubar a 37°C overnight.
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Vi.

Vii.

viii.

Inoculamos un tubo con 5 mL de LB con una sola colonia del aislamiento obtenido.
Incubamos overnight a 37°C con agitacion.

Inoculamos 150 mL de L-broth con 1/100 volimenes de cultivo fresco crecido de
acuerdo con el paso anterior.

Incubamos a 37°C hasta ODgoo entre 0.3y 0.5.

Colocamos el cultivo en hielo durante aproximadamente 20 minutos; de aqui en mas
mantuvimos las células frias en bafio de hielo, al igual que todos los recipientes y
soluciones a utilizar. Transferimos el cultivo a un tubo de centrifuga frio y centrifugar
a 4000 xg durante 15 minutos a 4°C.

Descartamos todo el sobrenadante.

Resuspendimos el pellet en 100 mL de glicerol 10%. Centrifugamos a 4000 xg durante
15 minutos a 4°C y descartamos el sobrenadante.

Resuspendimos el pellet en 50 mL de glicerol 10%. Centrifugamos a 4000 xg durante
15 minutos a 4°C y descartamos el sobrenadante.

Resuspendimos el pellet en 10 mL de glicerol 10% y pasamos a tubo de centrifuga mas
pequefio. Centrifugamos a 4000 xg durante 15 minutos a 4°C y descartamos el
sobrenadante.

Resuspendimos el pellet en 200 pL de glicerol 10%. Alicuotamos de a 40 pL en tubos
de microcentrifuga estériles y usamos en el dia o guardamos a -70°C.

2.2.16. Transformacion de células electrocompetentes

Agregamos a cada tubo con células competentes hasta 4 uL de solucion del ADN que
se quiere transformar en la célula. Si las células estaban congeladas primero dejamos
descongelar durante algunos minutos en hielo. Incluimos un control positivo con un
plasmido de concentracidn conocida para calcular la eficiencia de transformacion.
Transferimos a una celda de electroporacion fria, bajamos las células al fondo
asegurandonos que toquen ambas placas metalicas y que no haya presencia de burbujas.
Colocamos en el equipo de electroporacion.

Aplicamos pulso de 2.5 V e inmediatamente agregamos 1 mL de SOC.

Transferimos a tubo de microcentrifuga e incubamos a 37°C durante 1 hora con
agitacion.

Centrifugamos durante algunos segundos para bajar las células (excepto para el control

positivo), descartamos el sobrenadante y resuspendemos en 200 pL de SOC.

79



Vi.

Vii.

Sembramos en placas de LB-antibiotico 200 uL de cada muestra y una dilucion
adecuada del control positivo para obtener placas contables de acuerdo con la
concentracion de ADN de este. Incubamos 24 horas a 37°C.

Al dia siguiente contamos las colonias obtenidas en el control positivo y calculamos la

colonias

eficiencia como G ADN" Es deseable una eficiencia superior a 1x10°,

2.2.17. Preparacion y transformacion de células quimiocompetentes

Ver guia por Fiirst et al.1!

2.2.18. Guardado de cepas en freezer

Inoculamos un tubo de LB con una colonia aislada de la cepa a conservar.

Incubamos con agitacion overnight a 37°C.

Tomamos 1 mL del cultivo y transferimos a un criotubo.

Agregamos 0.5 mL de una solucion estéril de glicerol 60%. Mezclamos bien y llevamos

a freezer -70°C.

2.2.19. Envio de cepas en papel de filtro

Se largd un cultivo en tubo de LB-ampicilina de cada cepa a enviar.

Se prepararon cuadrados de papel de filtro (2-3 mm espesor) de aprox. 5 mm de lado y
fueron desinfectados mediante exposicion a luz UV.

Se cargaron 20 uL del cultivo overnight en los papeles de filtro. Pueden dejarse secar
en cabina de flujo o guardarse en tubos de microcentrifuga.

Para la reconstitucion de las cepas se cargaron 20 pLL de medio LB estéril en el papel de

filtro, y luego de dejar hidratar por unos minutos se estrié en placas de LB-ampicilina.

2.2.20. Expresion de TACap

La produccién de la enzima se realizd a partir de la cepa E. coli TOP10 pBAD-TACap

aplicando un protocolo clasico de crecimiento de la cepa en medio sélido y luego medio liquido.

Para los ensayos subsiguientes la biomasa fue lisada y bien el sobrenadante o la enzima

purificada fueron utilizados. Como fuera mencionado anteriormente, las técnicas utilizadas, con

pequefias modificaciones, fueron descritas por Sambrook et al.1%

Estriamos una placa de LB-ampicilina con un in6culo de la cepa guardada freezer.

Incubamos en estufa 37°C overnight.
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Vi.
Vili.

viii.

Xi.
Xii.
Xiii.

XiVv.

Inoculamos un tubo de LB-ampicilina con una colonia aislada de la placa anterior.
Incubamos con agitacion 37°C overnight.

Inoculamos un volumen adecuado de medio TB-ampicilina (20 mL para ensayos en
pequefia escala) con 1/10 volumen del inéculo anterior.

Incubamos con agitacion 37°C hasta alcanzar un ODsgo 0.6-0.8 (aprox. 2 h 30 min).
Inducimos la expresion de la proteina con L-arabinosa a una concentracién del 0.02%.
Incubamos con agitacion 24°C, 24 h.

Medimos el OD y transferimos el cultivo a un tubo de centrifuga. Centrifugamos a 4000
Xg, 15 min.

Descartamos el sobrenadante y congelamos el pellet a -70°C, 1 h.

Descongelamos y resuspendimos el pellet en buffer de lisis (10 mL/g biomasa).
Incubamos con agitacion suave, 30°C, 30 min.

Centrifugamos a maxima velocidad, 4°C, 20 min.

Filtramos el sobrenadante por un filtro estéril de 0.45 pum hacia un tubo limpio. Este

sobrenadante contiene la enzima lista para ensayar como lisado o para purificar.

2.2.21. Electroforesis de proteinas PAGE-SDS

Se prepard una dilucién 1/10 del lisado a analizar con agua destilada y buffer de carga
en tubos de microcentrifuga o PCR.

Se desnaturalizaron las proteinas mediante calentamiento a 99°C, 10 min, tomando la
precaucion de agujerear la tapa de los tubos o agregando un bloque sobre los mismos
para evitar que se abra la tapa.

Fueron cargados 10 pL de esta solucion por pocillo del gel de poliacrilamida.

El gel se corrid a 80 V durante 20 miny a 120 V durante 50 min més. Alternativamente,a
120 V durante 1 h.

Para el revelado se emple6 colorante Coomasie blue siguiendo el método estandar.

2.2.22. Medida de T,

Colocamos en tubos de real-time PCR 20 uL de lisado o enzima purificada.
Agregamos 5 pL. de SYPRO Orange 50x y mezclamos.
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ii.  Cargamos los tubos en el equipo de real-time PCR y corrimos una curva de melting
desde 25°C hasta 80°C, aumentando 0.5°C cada 30 s, tomando medidas en este mismo
intervalo. Las longitudes de excitacion y emision pueden consultarse en la guia de Bio-
Rad adjunta (‘Bio-Rad fluorophore reference guide.pdf’).

iv.  La fluorescencia de cada muestra varia a lo largo del calentamiento, presentando un
gran aumento relativo cuando se desnaturaliza la proteina de interés. La derivada
primera de esta curva proporciona el punto de pendiente maxima de este proceso, y

define la temperatura de melting aparente de la proteina.

2.2.23. Medida de actividad enzimatica

El ensayo se basa en la reaccion de transaminacion entre la metilbencilamina y el
piruvato, catalizada por la enzima. La medida de actividad implica la deteccién
espectrofotométrica de uno de los productos de reaccion, la acetofenona, a una A = 245 nm.
Este ensayo se encuentra descripto y reportado por Schatzle et al.}** y fue utilizado en trabajos
anteriores para determinar los parametros cinéticos de TACap®”®, Esta técnica permite medir
la actividad en una placa de 96 pocillos de 12 muestras distintas, por triplicado. Definimos la
unidad de enzima como la cantidad de enzima que produce 1 mmol de acetofenona por minuto.

Buffer S: R-a-metilbencilamina 3 mM; piruvato 6 mM; PLP 0.1 mM; HEPES 50 mM
pH 8; agua destilada c.s.p. 8 mL.

Buffers E: Se prepara un buffer por cada muestra a analizar. Lisado o proteina cantidad
necesaria (generalmente dilucién 1/100), PLP 0.1 mM; HEPES 50 mM pH 8; agua destilada
c.s.p. 0.5 mL.

Buffer PLP: PLP 0.1 mM; HEPES 50 mM pH 8; agua destilada c.s.p. 4.8 mL.

i.  Teniendo la precaucion de utilizar pipeteo inverso en todos los pasos a continuacion
para evitar la formacion de burbujas, se llené la microplaca de 96 pocillos como se
indica en la Figura 42.

ii.  Enellector de placas fijamos la temperatura en 31°C y termostatizamos la placa durante
3 minutos.

iii.  Transcurrido este tiempo extrajimos la placa y transferimos con pipeta multicanal 100
pL desde lafilaH a las filas B, D y F.
iv.  Se transfirieron 100 pL desde la fila G a las filas A, Cy E.

v. Inmediatamente se introdujo la placa en el lector y se comenzaron las medidas de
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cinética en los pocillos A1:F12.
vi.  Luego de la toma de datos se procesaron los mismos para obtener la pendiente de cada

pocillo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

R —
B

C 100 ul.

D buffer S

E

F —

G —— 360 pL buffers E
H —— 360 uL buffer PLP

Figura 42 Distribucion de buffers en microplaca de 96 pocillos para ensayo de
actividad.

2.2.24. Cinética de inactivacion térmica

En este ensayo se incuba la enzima a una temperatura definida y se toman muestras a
determinados tiempos. La actividad de estas muestras se mide y, siendo la actividad de la

enzima sin incubacion el 100%, se grafica el porcentaje de actividad remanente vs. tiempo.
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2.3. Resultados y discusion
2.3.1. Clonado

Como fuese indicado en los antecedentes nuestra enzima de interés se encontraba
clonada en el vector pKK223-3 (‘pKK223-3 TACap.geneious’). Para facilitar la generacion,
expresion y andlisis en lote de mutantes se decidié emplear el sistema pBAD expresado en E.
coli TOP10. Este sistema permite realizar tanto clonado como expresion en la misma cepa, y la
induccion puede ser finamente regulada de acuerdo con la cantidad adicionada de arabinosa
(inductor), ya que TOP10 es una cepa incapaz de degradarla (araABCD"). Por lo anterior se
procedid al subclonado de TACap desde pKK223-3 hacia pBAD-myc-HisA. Se aislé el ADN
de la cepa original (E. coli TOP10 pKK223-3 TACap) mediante miniprep, y se realiz6 la técnica
de Restriction Free Cloning con primers disefiados para el subclonado de la enzima nativa
(2.2.13.1), asi como para el subclonado y el corte del extremo C-terminal en simultaneo
(2.2.14.2). En la primera PCR de estas reacciones (obtencion de megaprimer) solo se logro
obtener producto con los primeros (Figura 43b). Cumplidos los pasos requeridos para obtener
el producto final y transformar células competentes, luego de varios intentos, se logro obtener
transformantes, sin que se observara ninguna colonia en el control de digestion con Dpnl. Sin
embargo, al verificar el plasmido obtenido por PCR (Figura 44) no se detectd ningln inserto.
Estas muestras fueron también secuenciadas, verificando asi una diferencia de tres pares de
bases entre la secuencia esperada del vector pBAD-myc-HisAy aquella secuenciada, en el
extremo 3’ del primer atnei32-fw, lo que puede haber imposibilitado la segunda PCR del

Restriction Free Cloning (Figura 45).

84



Figura 43 Elecroforesis en gel de agarosa. a- marcador de PM (2); miniprep del
vector pKK223-3 TACap (3). b- amplificacion de TACap con primers 2.2.13.1 (1,
2, 3); marcador de PM (5).

Finalmente, optamos por emplear una estrategia alternativa para el clonado: Golden
Gate cloning. EI gen de TACap fue encargado a GenScript en dos segmentos, ya que es mas
econdmico que encargarlo entero. Se incorpord al gen una mutacion silenciosa sustituyendo
una G por A en la posicion 1005 para eliminar un sitio de restriccion para Bsal, con el objetivo
de hacer posible el uso de esta enzima en el clonado. EI gen comercial fue sometido al protocolo
de Golden Gate cloning (2.2.10) junto con el vector pPBAD-C-term-His. Con esta estrategia no
se presentaron inconvenientes y obtuvimos el plasmido deseado pBAD-TACap (‘pBAD-

TACap.geneious’).

uu.‘uuw.—-skb

Ve
1kb «— B

a b

Figura 44 a- Electroforesis del ADN extraido de algunas de las colonias
transformadas con presunto pBAD-TACap; b- PCR sobre dicho ADN con primers
linderos a la zona de insercion.
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390 3:\0 3?0
. atei32fw534
G GIEIT'A AICIA G G/A G G/AATITIA AICICIATT G
GGCTAACAGGAGGAATTACATATG

pPBAD1
REV EF71176390_EF71176390.ab1

ui | e

Figura 45 Secuencia esperada del vector pBAD-myc-HisA (arriba) y aquella
obtenida por secuenciado (abajo).

2.3.2. Construccion de variantes

2.3.2.1.  Mutantes puntuales

Los primers para la mutagénesis sitio-dirigida fueron generados mediante el programa
AAScan, como fuese indicado en la seccion 2.2.11. Fueron encargados en placa de 96 pocillos
y tanto las PCR como su digestion y posterior transformacion en E. coli fueron realizados en
formato placa. En la Tabla 12 se indican las mutaciones propuestas (44) y las que pudieron ser
obtenidas en el laboratorio (29). De las mutaciones de reporte, dos fueron disefiadas por error
para posiciones/aminoacidos que no correspondian con los planeados. Por otro lado, varias
mutaciones propuestas no pudieron ser obtenidas experimentalmente. Esto puede deberse a un
pobre disefio de los primers dada la generacion automatica de los mismos, lo que podria
revisarse a futuro para obtener el resto de los mutantes. En esta etapa se decidié continuar con

los ensayos experimentales sobre las 29 variantes obtenidas.

Tabla 12 Resumen de los mutantes puntuales propuestos y obtenidos. En negrita
aquellos a partir de reportes previos; en romana las mutaciones consenso; con fondo
verde las mutaciones que pudieron ser obtenidas en el laboratorio; con fondo blanco
las que no fueron obtenidas; con letra en rojo las que fueron mal disefiadas.

reportes €onsenso obtenido disefio incorrecto
M48V Q51w L58A P63V S64H L8OF
M87L T101l M105C L106V 11111 F115Y
L118M L118T V120C R125S L130S S131R
A132D A133P V135R L142F M144A W145F
1146A M153A T1741 C178S M179V L186Y
Q187H M195L Y205T A220G D224K S226P
V231F V2491 S253A S253T C257L C284T
1293V 1313L
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2.3.2.2. Deleciones

Intentamos emplear los primers atnei33a-fw y rv (2.2.13.3) para la eliminacion del
extremo C-terminal, sin éxito. Estos p