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RESUMEN

Las nitrilasas catalizan la transformacion directa de nitrilos organicos a sus
correspondientes acidos carboxilicos y amonio. Las nitrilasas estan formadas por
mondmeros de 30-40 kDa que se asocian para formar oligdmeros activos de 4 a
22 subunidades. Se ha observado que la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1
y la cianuro dihidratasa (CynD) de Bacillus pumilus se ensamblan en hélices
regulares de longitud variable. Nuestro modelo de estudio es la nitrilasa de R.
pyridinivorans. Una propiedad importante de esta enzima es que presenta
especificidad alta por nitrilos aromaticos y alifaticos, propiedad que la hace un
enzima con gran potencial biocatalitico. A partir de la nitrilasa recombinante de R.
pyridinivorans, se han generado algunas mutantes truncadas en el extremo C-
terminal que generan estructuras regulares en forma de filamentos helicoidales de

gran tamafio.

La nitrilasa de R. pyridinovorans tiene un extremo C-terminal extendido comparado
con la CynD de B.pumilus GMAL, hecho que llevo a la generacién de una mutante
truncada en 26 aminoacidos del extremo C-terminal, homodloga en tamafio a la
CynD. Los estudios estructurales de una primera mutante truncada, NitAC340,
mostraron que la enzima presenta una heterogeneidad oligomérica, es inestable y
tiende a agregar. La actividad enzimatica esta disminuida 10 veces con respecto a
la enzima silvestre. Se encontré que la inestabilidad fue consecuencia de una
mutacion adicional en la posicion D293G. Se produjo una segunda mutante
truncada NitAC340-2, la cual fue purificada y caracterizada cinética y

estructuralmente. Los estudios estructurales muestran que la mutante forma fibras
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helicoidales regulares de aproximadamente 50 nm de largo. Las fibras presentan
un aumento en la actividad catalitica 4 veces, con respecto a la nitrilasa silvestre.
La generacién de hélices largas proporciona un ensamble catalitico con las

propiedades Optimas para explorar su potencial biotecnolégico.
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1.- Introduccién

La Quimica Verde es una herramienta importante para lograr la sustentabilidad.
Este enfoque, proporciona una guia para los cientificos que quieren llevar a cabo
practicas sostenibles en las actividades quimicas de investigacion, desarrollo y

fabricacién. 1

Pronto, la quimica verde no serd considerada como una rama separada de la
ciencia, sino que sera mas bien filosofia que guie todas las actividades de
investigacion y fabricacion cientifica se lleven a cabo y sean evaluadas. Para
poner esto en practica, se requieren nuevas metodologias para ayudar a identificar

las areas donde metodologias sintéticas tradicionales estan fallando.

El uso de enzimas y microorganismos es una opcion ideal para promover el
"enverdecimiento" de las reacciones quimicas. Algunas caracteristicas ventajosas
han contribuido al desarrollo de los procesos de biocatalisis. La primera es la alta
selectividad (quimio, regio, y estereoselectividad) mostrado por enzimas que
permite la produccion novedosa de compuestos enantiopuros, al mismo tiempo

minimiza la formacion de subproductos.

Otra ventaja es la posibilidad de trabajar en condiciones de reaccion suaves que
son suficientes para llevar a cabo la reaccion catalizada por la enzima, reduciendo

los requerimientos de energia.

Una ventaja adicional es que las enzimas no son téxicas, pueden ser reutilizadas,

y son biodegradables. Estas caracteristicas contribuyen a crear procesos

15
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respetuosos con el medio ambiente que son totalmente coherentes con el

concepto de quimica verde.

2.- Marco teérico

2.1 Nitrilos
Los nitrilos son un grupo importante de compuestos organicos que poseen un
triple enlace carbono-nitrogeno y pueden encontrarse en forma natural o por
sintesis industrial. En la naturaleza estan representados por los cianoglucésidos y
cianolipidos en las plantas, los aminonitrilos y cianhidrinas en los hongos y los
mandelonitrilos en los artropodos, asi como por una variedad de nitrilos que se
encuentran en microorganismos 2. La industria quimica hace uso de varios
nitrilos para fabricar una gran variedad de polimeros y otros productos quimicos.
Son importantes intermediarios en la sintesis organica de aminas, amidas, 4cidos
carboxilicos y ésteres principalmente. Algunos de estos productos se usan como
disolventes, conservadores e intermediarios en la sintesis de farmacos. Sin
embargo, la mayoria de los nitrilos son compuestos potencialmente toxicos; su
molécula contiene el grupo funcional ciano y no suelen ser facilmente
biodegradables. A pesar de que un grupo restringido de microorganismos utiliza
nitrilos como fuente de carbono y nitrégeno, la degradacién microbiolégica se ha

considerado como una alternativa eficiente para eliminarlos del ambiente.

16
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2.2 Nitrilasas

Las nitrilasas son un grupo de enzimas que catalizan la transformacion directa de
nitrilos orgénicos a sus correspondientes acidos carboxilicos, liberando amonio en
el proceso 345 La hidrolisis del cianuro (HCN), el nitrilo mas sencillo, es
catalizada por otro grupo de enzimas especificas, las cianuro dihidratasas y las
cianuro hidratasas; las primeras hidrolizan el cianuro a acido féormico y amonio
mientras que las segundas lo convierten en formamida. Este grupo de proteinas
estdn cercanamente relacionadas ya que presentan similitudes a nivel de
secuencia de aminoacidos y estructura funcional. Se agrupan en una sola familia
conocida como Nitrilasa/Cianuro Hidratasa, la cual también incluye a las amidasas
alifaticas. Esta familia pertenece a su vez a la superfamilia Nitrilasa, que agrupa en
trece ramas distintas a las hidrolasas carbono-nitr6geno, cuyos miembros
catalizan una variedad de reacciones hidroliticas de enlaces no peptidicos

carbono-nitrégeno. 56

EnzSH
\ NH HUI 0 HO  EnpzsH o
R——C=—=N: —» R // » R // R
SEnz SEnz OH

Figura 1.- Mecanismo de reaccién catalizado por las nitrilasas que conlleva la formacion
de un &cido carboxilico con la liberacion de amonio a partir de un nitrilo.

17
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Figura 2.- Relaciéon evolutiva 0 Nitrilo hidratasa Nitrilasa /O
entre enzimas pe.r.tenementes R 4 ” R—C==N: » R /
a la superfamilia de las
. NH, OH
nitrilasas.
De forma simple se
representa la relacion
evolutiva entre las nitrilasas y
las cianuro dihidratasas que O |  cianuro hidratasa Cianuro dihidratasa
son  muy similares  en " // e H—C==N- - /
secuencia y estructura
. NH, OH
funcional.
1 Nitrilase fPEla[f] [WRK[TET] [T [cW[En[ . [[pl| Figura 3.- Alineamiento
2 - Aliphatic Amidase FIP[E[Y[S Y|R[K[ i [PIW| ¢ iTrjcldlp[G[nly[P]| de secuencias de
3 - N-terminal Amidase BPE .|. o r| K| . [EEE . L HCIMID]| .| . [PY .
4 - Biotinidase f[P[E[d]. Y| e [K[ . [R]L]y Flt[c[FID]i]1]#]y mlembrosf. de la
5 - Beta-ureidopropionase [ Q| E|A|W RIK[N[RIT[P| [N[T[c|[v[eR[H[H[P|| superfamilia de las
6 - Carbamylase Flp| E|L|A YIR|K| i [HIL| P fLI|C{N|D|R{R|W|P nitrilasas.
7 - Pro.NAD+ Synthetase |f|P|E|L| . oL K] . REE| P [ I|C|E|D] . [w[ii] p
8 - Euk. NAD+Synthetase |G| P E|L |E Rip|K[m[.[]]a E | C|E|E|L|{wla]p En este alineamiento de
9 - ALP N-acyltransferase |W|p |E| . |a o (K| . [ v .BC|y[E .|. e . .
10 - Nit and NitFhit TEEBRE vl r[K[ THEEF Tilclvo [R[E[p|| Secuencias se aprecia la
11 - NB11 g E]I1]f YIR[K] . [HIH P ilclw|D]q|w[f][p]| triada catalitica (Glu-
12-NB12 FIPIE[i[F aly[k[ TR T qli{cYIDIi[E[FIPI| | ys-Cys) [
13 - Non-fused Outliers BPBE|. vl r K| . PRl f AHClyld] .| r[Elp

En la naturaleza existe una gran diversidad de nitrilasas en las que se presentan
variaciones de secuencia, con extremos amino y carboxilo divergentes, sin
embargo de ninguna de ellas se conoce la estructura tridimensional 1. Las
estructuras cristalograficas de once homélogos distantes de las nitrilasas (con
menos de 20 % de identidad) sugieren que este grupo de enzimas poseen una
triada catalitica particular Glu-Lys-Cys la cual fue comprobada mediante
mutaciones en estos residuos de aminoacido generando la pérdida total de
actividad enzimatica 8, y una conformacion multimérica que presenta en su
plegamiento un motivo estructural Unico formado por cuatro capas a-B-B-a (ABBA

sandwich).
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Figura 4- Estructura disefiada a partir del cristal de la nitrilasa de P. abyssi. (A) Se
muestra un dimero de Nitrilasa en un modelo de caricatura, vista a lo largo del eje
binario no cristalogréfico. El i6n acetato unido se muestra como esferas, mientras que
los residuos cataliticos (Cys146, Glu42, Lys113) como palos. (B) Una vista de primer
plano de la zona de unién, la escena se gira 90 a la baja en comparacion con A. (C) Una
vista d[egltallada del extremo C-terminal, los residuos que interactian se muestran como
palos.
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Glu143

Current Biology

Figura 5.- Representacion del sitio activo putativo Nit. La regién alrededor de la Cys169,
un residuo conservado en nitrilasas, se conserva en proteinas Nit. La alineacion de
residuos con Cys169, Glu54 y Lys127 se predice para formar una triada catalitica en la
superfamilia de la nitrilasa

La nitrilasa fue descrita hace mas de 40 afios, como la primera enzima capaz de
metabolizar nitrilos. La enzima, obtenida inicialmente de hojas de cebada, cataliza
la conversion del 3-indol acetonitrilo a &cido 3-indolacético (una auxina). Esta
reaccion se observOo en extractos enzimaticos obtenidos de diferentes plantas.
Posteriormente se observo actividad de nitrilasa en extractos enziméticos
obtenidos de bacterias del suelo (Pseudomonas) seleccionadas para crecer en un

medio que contiene el nitrilo natural ricina (N-metil-3-ciano-4-metoxi-2-piridona)
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como UGnica fuente de carbono Y. La nitrilasa (NIT4) purificada a partir de
Arabidopsis y Nicotania. NIT4 constituye una sub-rama distinta de las nitrilasas

que hidrolizan B-ciano-L-alanina en asparagina y acido aspartico 7]

A la fecha se han caracterizado nitrilasas provenientes de diferentes
microorganismos, en su mayoria bacterias y una de plantas (Arabidopsis thaliana),
(121 Las diferencias méas significativas son la especificidad por sus sustratos,
propiedades de agregacion y sus valores de pH 6ptimos Y. Basados en la
especificidad por el sustrato las nitrilasas de bacterias se clasifican en tres
categorias: aquéllas que hidrolizan nitrilos arométicos o heterociclicos, las que
degradan preferentemente nitrilos alifaticos o arilacetonitrilos y por dltimo las que

tienen capacidad de hidrolizar tanto nitrilos aroméaticos como alifaticos [*3.

Pese al gran interés que existe en este grupo de enzimas y en los organismos que
las producen, poco se ha progresado en el estudio desde el punto de vista de su
estructura y mecanismo catalitico. Se han purificado a homogeneidad las nitrilasas
de algunas especies bacterianas: Dos cepas de R. rhodochrous (K22 y J1) 14 151
Alcaligenes faecalis JM3 [*¥1 y Pseudomonas fluorescens, ¢y a la fecha se ha
logrado cristalizar dos nitrilasas pertenecientes a Pyrococcus abyssi ¥ y a

Syechocystis sp. PCC680332,

Las nitrilasas presentan un gran interés biotecnologico. La hidrdlisis
enantioselectiva de nitrilos evita la racemizaciéon de importantes reactivos quirales,
por lo que se han usado en la preparacibn de enantibmeros biol6égicamente

activos como el acido (R)-3-hidroxi-4-ciano-butirico, intermediario en la sintesis de
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varios farmacos como la Atorvastatina (Lipitor®). Pseudomonas putida,
Microbacterium paraoxydans, y Microbacterium liquefaciens, se utilizan con alta
eficiencia, para la sintesis enantioselectiva del acido (-)-(R)-mandélico a partir de
mandelonitrilo; la molécula obtenida es un intermediario en la sintesis de varios

farmacos 18!,

La nitrilasa regioselectiva-alifatica de Acidovorax facilis 72W se purificé y se
caracterizo, y el gen correspondiente fue clonado y secuenciado 78, Este gen de
nitrilasa se sobre-expresa en Escherichia coli, generando de manera eficiente y
regioselectiva la conversion de dinitrilos alifaticos a acidos cianocarboxilicos. Los
altos rendimientos obtenidos, las condiciones suaves de reaccion utilizados, y

robustez hacen de este biocatalizador adecuado para aplicaciones industriales [*”

19].

La nitrilo hidratasa de Rhodococcus rhodochrous J1, se emplea actualmente, en la
produccién de acrilamida y nicotinamida. La mitad de la acrilamida producida a

nivel mundial es realizada a través de este tipo de bioprocesos!?.
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2.3 Cianuro dihidratasas

Las enzimas degradadoras de cianuro pueden ser de dos tipos, que dependen del
producto final de la catalisis. El primer tipo corresponde a las cianuro dihidratasas,
comprenden un grupo de enzimas bacterianas que incluyen las de Alcaligenes
xylosoxidans subsp. denitrificans DF3, Bacillus pumilus C1, y Pseudomonas
stutzeri AK61 2% 22 231 Todas estas enzimas se comportan como verdaderas
nitrilasas, ya que catalizan la conversién de cianuro directamente a formiato y
amoniaco ?* 22 23 | as enzimas en el otro grupo corresponde a las cianuro
hidratasas, que hidrolizan el cianuro para producir formamida, todas estas son de
origen fungico. Estas enzimas estan mas estrechamente relacionadas con las
nitrilasas que con las nitrilo hidratasas que contienen metales ©. Las cianuro
hidratasas mejor caracterizadas son las de Gloeocercospora sorghi y Fusarium

lateritium [24 2],

La degradacion del cianuro mediada por las cianuro dihidratasas (CynD) es una
ruta muy frecuente en bacterias, y que muchos hongos fitopatdgenos han
desarrollado para combatir la toxicidad del cianuro producido por plantas que

infectan.

Las cianuro dihidratasas son enzimas formadas por subunidades de
aproximadamente 37 KDa que se asocian en homooligdmeros de diferentes
tamanos, entre 10 y 22 subunidades, de las cuales se ha descrito que las CynD de
Bacillus pumilus C1, Pseudomonas stutzeri y algunos hongos se asocian en forma

de espirales cortos (figura 6).
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Figura 6.- Reconstruccion tridimensional de micrografias electrénicas con
tincion negativa de la cianuro dihidratasa de B. pumilus a una resolucion de
3,2 n.m. Se muestran las vistas del doble eje (A 'y C) y una vista
perpendicular al doble eje (B). La estructura es una espiral de dos vueltas
de extremo a extremo, con 18 unidades. ?

Una diferencia notable entre las secuencias de las CynD con respecto a otros
miembros de la superfamilia de las nitrilasas se produce en el extremo carboxilo-
terminal. Las nitrilasas microbianas de B. pumilus, P. stutzeri, las nitrilasas
fungicas de Neurospora crassa, Gloeocercospora sorghi, y las amidasas de
Helicobacter pylori, Geobacillus pallidus, y Pseudomonas aeruginosa tienen una
extension de su extremo C-terminal en relacion con las cianuro dihidratasas. Esta
extension varia en longitud como en secuencia, sin similitudes preservadas incluso
entre enzimas estrechamente relacionadas, asi como ninguna estructura

secundaria conservada. (34

CynD de B. pumilus C1 es la cianuro dihidratasa mejor caracterizada hasta el
momento. Es un homooligdbmero de 18 subunidades a pH neutro. Se ha

demostrado la formacién de estructuras helicoidales largas de la CynD de B.
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pumilus C1 inducida por el cambio a pH cercano a 5.4, esto se debe

principalmente a interacciones electrostaticas producidas por el cambio de carga

en las Histidinas que se encuentran en el extremo C-terminal (ver figura 7).[?¢!

Figura 7.- Micrografias electronicas de tincion negativa de la cianuro
dihidratasa aislada de B. pumilus a pH 8,0 (A) y 5,4 (B) ilustra la transicion
de particulas discretas a fibras extendidas. (C) sombreado Platino-carbono
de las fibras de cianuro dihidratasa. Se pueden observar estrias regulares a
lo largo de la longitud de la fibra que se extienden en paralelo a la direccion
de sombreado. El &ngulo de las estrias implica que la disposicion helicoidal
de las subunidades es izquierdo. La ubicacién de cinco de las estrias se
destaca por lineas blancas. [
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2.4 Uso de microorganismos del género Rhodococcus en la

biorremediacién

El proceso de biorremediacion consiste en el uso de agentes bioldgicos, tales
como microorganismos, en la descontaminacion y la detoxificacion de agentes
guimicos contaminantes del medio ambiente. Los principales agentes bioldgicos
utilizados son las enzimas producidas por los microorganismos, pero en el campo

pueden también ser utilizadas asociaciones de bacterias con plantas 2,

La diversidad metabdlica que presentan los microorganismos del género
Rhodococcus los hace ser candidatos ideales para su utilizacion en bioprocesos,
con un gran potencial tanto en aplicaciones industriales como ambientales 7, se
han recopilado informacién acerca de 400 enzimas catabdlicas microbianas y las
posibles rutas a seguir dentro de la biotransformacién o biodegradacion de
compuestos organicos en una base de datos sobre Biocatdlisis vy
biodegradacién de compuestos organicos por microorganismos de la UMBB:

(University of Minnesota Biocatalysis/BiodegradationDatabase)!?8-
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3.- Planteamiento del problema

Se ha reportado que la nitrilasa de R. rhodochrous forma fibras helicoidales como
resultado de un proceso autoproteolitico, en el que se eliminan 39 residuos del
extremo C-terminal. Los modelos estructurales generados sugieren que la region
del C-terminal esta involucrada en las interacciones de las interfases entre
subunidades que participan en la formacion de las formas helicoidales. Por otro
lado, las cianuro dihidratasas bacterianas formadas por subunidades de
aproximadamente 37 kDa, se asocian en espirales oligomericas con un tamafno
definido de entre 14 y 18 subunidades. Estas estructuras forman filamentos
helicoidales regulares de mayor tamafio, en un proceso dependiente de pH.

En el laboratorio de FQIP, se han clonado y sobreexpresado con éxito a la nitrilasa
de R. pyridinivorans, silvestre y dos mutantes truncadas en el extremos C-terminal,
mediante distintas estrategias de ingenieria genética. La purificacion de las
enzimas se lleva a cabo mediante técnicas cromatograficas convencionales, sin

embargo, el rendimiento no ha sido el esperado.

Las proteinas truncadas C-terminal se disefiaron para inducir la formacion de
filamentos helicoidales por asociacion entre los mondmeros de la nitrilasa. La
enzima silvestre es un oligdmero que consta de 12 subunidades. La reduccién en
26 aminoacidos en el extremo carboxilo terminal de cada monémero, puede llevar
a la formacién de estructuras filamentosas semejantes a las formadas por la
cianuro dihidratasa, ya que de esta manera se genera una secuencia en tamano,

similar a las cianuro dihidratasas. Su caracterizacion cinética y estructural requiere
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de contar con cantidades de proteina del orden de 5-10 mg, por lo que es

necesario llevar a cabo la purificacién de la mutante NitAC340 a gran escala.

Los filamentos cataliticos de las nitrilasas ademas de constituir un modelo de
estudio de autoensamblaje de proteinas, tienen un gran potencial biotecnoldgico.
El ensamble de estos filamentos le confiere a la nitrilasa una gran estabilidad, lo
gue permitiria obtener estructuras activas en un amplio rango de condiciones para
su uso en la sintesis enantioselectiva de acidos carboxilicos. Es necesario
determinar si la formacion de estos filamentos altera la especificidad por sus
sustratos asi como la exploracién de la enantioselectividad en sistemas en los que
la fase dispersante es un disolvente no polar dada la baja solubilidad de los

sustratos
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4.- Objetivos

4.1 General:

Generar filamentos helicoidales con actividad catalitica a partir de una mutante

NitAC340 de R. pyridinovorans

4.2 Especificos:

e Sobreexpresar las mutante NitAC340 de R. pyridinovorans.

e Purificar la mutante NitAC340 de R. pyridinovorans.

e Caracterizar la actividad enzimatica de la mutante

e Determinar el tamafio de las mutantes tanto en estado monomérico, asi
como en su estado oligomérico por Dispersion Dinamica de Luz

e Encontrar las condiciones de pH y temperatura para la formacion de

filamentos helicoidales
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5.- Hipé6tesis

Las mutaciones en el extremos C-Terminal de la nitrilasa de R. pyridinovorans
favorecen las interacciones entre las intercaras de los monémeros y promueven la
formacion de filamentos helicoidales. Generar una mutante de la nitrilasa de R.
pyridinivorans, en la cual el extremo C-terminal se acorte en 26 aminoacidos
puede llevar a la formacién de filamentos helicoidales similares a las formadas por

las cianuro dihidratasas
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6.- Materiales y Métodos

6.1 Transformacién de células quimio-competentes

6.1.1 Material

e Un tubo con 50uL de células (E.coli BL21 DE3), procurar descongelar
lentamente las células en hielo

e 3uL de DNA (120ng/uL), el cual debe estar en todo momento en hielo

e Tubos estériles con tapa (SIMPORT CultubeSterile Culture tubes. Tubewith

CAD, polypropylene, 25/TRA; 12mm x 75mm)

6.1.2 Transformacién

Colocar 3uL de DNA en el fondo del tubo, posteriormente agregar 50uL de células;
cuidando de hacerlo lo mas cuidadosamente debido a la fragilidad de dichas

células. Dejar incubar en hielo el tubo con el DNA por un periodo de 20 minutos

Después incubar exactamente 1 minuto a 42°C en bafio Maria e inmediatamente
pasar en hielo durante 2 minutos. Enseguida agregar 1mL de medio Luria-Bertani

(LB) e incubar de 1-1.5 horas a 37°C con agitacion constante.

Pasado este tiempo pasar a la campana de flujo laminar y sembrar 150puL y 300uL
de las células transformadas en placas LB suplementado con kanamicina (25ug

mL1).

Dejar incubar a 37°C durante 12-16 horas para su crecimiento, y verificar
posteriormente si hay crecimiento y las caracteristicas de las colonias, ver que no

sean muy grandes o muy pequefias.
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6.2 Preparacién de medios de cultivo

Se prepararan medios de cultivos LB liquidos y posteriormente se esterilizaran

Dos matraces de 2L con un litro de medio LB para sobre expresar (249 por
litro de medio LB)
1 matraz de 125mL con 50mL de medio LB para el cultivo de toda la noche

Se esterilizaran en autoclave (120°C durante 20 minutos)

6.3 Cultivo de toda la noche

En 50mL de medio de cultivo liquido LB complementado con Kanamicina
(25ug mL1) se inocularan con una colonia fresca del cultivo en medio sélido

Mantener toda la noche a 37°C con agitacion constante.
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6.4 Crecimiento de bacterias en medios de cultivo para sobreexpresiéon

Se centrifuga el cultivo para separar las células a 5000 rpm (Sorval RC-5B
Refrigerated Superspeed Centrifuge) y resuspender posteriormente las células con

1mL de medio LB.

Inocular el cultivo en los dos matraces con 1000mL de medio de cultivo liquido LB

con 1mL de kanamicina (25ug mL1).

Medir turbidez (absorbancia) del cultivo para observar el momento en el que se

alcanza la fase exponencial (D.O.s00nm= 0.5)

Para la sobreexpresion de la proteina se promueve con la adicion del inductor

IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside 0.4mM/ 0.098g por cada litro)

Mantener el cultivo por 4 horas a 37°C con agitacién constante. Centrifugar los
cultivos a 5000rpm durante 15 minutos. Desechar el sobrenadante y conservar el

pellet celular en refrigeracion.
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6.5 Purificacion de la Nitrilasa

e Las células de un litro de cultivo se resuspenden en 40mL de liquido para
sonicar

0 Se prepara el liquido se sonicaciéon mezclando 100mL de buffer de

sonicacion y 15.4mg de DTT (Ditiotreitol) y se agrega 40uL de la

mezcla de DMSO + PMSF (100puL +8.71mg respectivamente). Se

agita hasta homogenizar la disolucion.

6.5.1 Lisis celular
Sonicacién
e Las células de un litro de cultivo se lisan por sonicacion. 1 minuto de 7 a 10
veces a una amplitud del 40%, con intervalos de descanso de 2 minutos en

un vaso de precipitados de vidrio de 50mL en bastante hielo.

Prensa de French

e Las células de un litro de cultivo se resuspenden en 40mL de liquido para
sonicar.

e Enjuagar y preparar la celda de presion

e Las células resuspendidas se vierten en la celda de presién de la prensa de
French e inmediatamente después se coloca la tapa con la llave abierta
para asi purgar el sistema y dejarlo sin aire; posteriormente se cierra la

llave de paso.
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e Colocar la celda en la prensa y verificar que la llave de paso, la manivela de
presion se encuentren en estado basal, (manémetro con Opsi de presion,
llave de paso cerrada)

e Verificar que la celda se encuentra en posicion ideal para maniobrar
adecuadamente y que se encuentre asegurada con los pernos de
seguridad.

e Una vez verificados todos los controles de seguridad, iniciar abriendo la
llave de paso y girar la manivela aumentando gradualmente la presion,
hasta alcanzar una presion final de 1500 psi. Ir abriendo gradualmente y
cerrando en repetidas ocasiones la llave de paso de la celda de presion y a
su vez ir colectando el lisado primario.

e Una vez terminada la lisis ir liberando la presién y al final cerrar la llave de
paso.

e Repetir el lisado otra vez si es necesario (ver que la consistencia de la lisis
sea bastante viscosa) de no ser necesario apagar el equipo

e Lavar la celda de presion perfectamente con agua y metanol.

6.5.2 Precipitacion con sulfato de amonio

Centrifugar el extracto lisado a 15,000 RPM durante 20 minutos.

Tomar el sobrenadante y precipitar con sulfato de amonio al 20% (114g/L de

volumen medido), mezclar y dejar reposar toda la noche en refrigeracion.

Al dia siguiente centrifugar a 15,000 RPM durante 20 minutos.
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Se colecta el sobrenadante y se mide el volumen, posteriormente se precipita con
sulfato de amonio hasta llevar a una saturacion del 45% (155g/L de volumen
medido) y se deja reposar en refrigeracion toda una noche. Centrifugar a 15,000

RPM durante 20 minutos.

6.5.3 Didlisis

e Se comienza centrifugando la muestra al 45% de saturacién de sulfato de
amonio (SORVAL RC6+ Centrifuge) a 15,000 RPM durante 20 minutos.

e Posteriormente resuspender el pellet en un volumen de 5mL de solucién
amortiguadora de fosfatos A (Ver anexo de preparacion de disoluciones)

e Dializar la muestra contra 100 volimenes de solucion amortiguadora de

fosfatos A

6.5.4 Cromatografia liquida de exclusion molecular e intercambio

idnico
La purificacion de la nitrilasa se hace mediante HPLC utilizando dos columnas, el
primer paso se hace mediante la utilizacion de una columna de exclusién
molecular y posteriormente se hace pasar por una columna de intercambio iénico.
Se comienza iniciando sesién en el equipo de computo que contiene el programa
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Empower controlador del equipo para HPLC. Inmediatamente después se
encienden las bombas y el desgasificador. Una vez hecho esto lavar las bombas
con agua destilada filtrada. Es importante ver que las mangueras de las bombas

se encuentren sumergidas todo el tiempo para evitar que entre aire en el sistema.

Una vez lavadas las bombas se pasa a cargar la bomba A con amortiguador de
fosfatos A, a un flujo de 1mL/minuto durante 15 minutos. Utilizar una jeringa de

20mL para purgar las bombas 3 veces

e La columna Sephacryl S-300 tarda aproximadamente 8 horas en
equilibrarse a un flujo de 0.5mL/minuto. Conectar la columna con un flujo

lento para evitar la entrada de aire al sistema.

Se procede a filtrar el concentrado de proteinas y posteriormente se
pasa a cargar en una jeringa previamente enroscada dicho filtrado. Se
inyecta la muestra y cuidar que el nivel no baje por completo para evitar que
entre aire sistema. Esperar a colectar los tubos y seguir lavando 1 hora mas
con la solucién amortiguadora de fosfatos A, detener flujo y desconectar la

columna (conectar las bombas en su posicién original).

Se rotulan los tubos de ensayo, y se guardan en refrigeracién para
determinar por electroforesis las fracciones que contienen a la nitrilasa, y

continuar con la purificacion.

o La columna Sourcel5Q es una columna de intercambio iénico
de tipo anionico que se equilibra a un flujo de ImL/minuto por 1.5 horas con
solucion amortiguadora A de fosfatos a pH 7.
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Las fracciones enriquecidas en nitrilasa se pasaron por la columna
de intercambio i6nico a pH 7.0 y después nuevamente con la misma
columna pero a pH 8; utilizando un gradiente de sal proporcionado por la
solucion amortiguadora de fosfatos B que contiene 1M de NaCl para poder

despegar a la enzima de la columna.

6.5.5 Electroforesis

Se preparan las muestras de proteina en condiciones desnaturalizantes
mezclando volumen a volumen de proteina con la disolucion digestora 2X para

posteriormente hervirlas por 5 minutos.

Al mismo tiempo que se lleva a cabo este procedimiento se monta el gel de
poliacrilamida al 10% y se afora con solucién de corrida (ver anexo de preparaciéon

de disoluciones)

Se cargan aproximadamente 15ul de muestra en cada pozo del gel y se corre a
150mV. El gel se corre hasta que salga el Azul de Bromofenol en el frente de

elucion.

El gel se desmonta de la camara y se tifie y fija con la solucion tefiidora. Después
del tiempo requerido para la fijacidn y tincién, el gel se sumergio en la disolucién
destefidora. Con cambios frecuentes de esta disolucion se elimind el exceso de

colorante.
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6.6 Determinacién de concentracion de proteina por el método de BCA

La muestra se lleva a un volumen de 50ul con agua.

Generar una curva estandar con Albumina sérica bovina

Se afiade 1 mL de reactivo C que es la mezcla del reactivo A+B, en una
proporcién de 50 de reactivo A (acido bicinconinico) por 1 de reactivo B
(sulfato de cobre), es decir por cada mililitro se mezclan 980yl del reactivo A
+ 20pl del reactivo B

Incubar a 30°C por 30 minutos.

Después se leer la absorbancia a 562nm.
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6.7 Determinacién de actividad enzimética

Este método se realiza con un reactivo comercial para determinacion de amonio
en el cual una mezcla alcalina de un derivado fendlico e hipoclorito reacciona con
el amonio de la muestra usando nitroprusiato de sodio como catalizador y
desarrollando una coloracion azul/verde (correspondiente al indofenol formado
por la reaccidén quimica) que es directamente proporcional a la cantidad de amonio

presente en solucion.

OH

® Na,[Fe(CN)sNO]*2H,0 A

NH, + NaOCl + >
NaOH

HO 0

Figura 8.- Reaccion de Berthelot para la determinacién espectrofotométrica de
Indofenol, a partir del amonio producido por la hidrolisis del nitrilo por la nitrilasa

Se utilizan cantidades en el orden de 5ug de proteina frente a concentraciones de
sustrato en el orden de 1mM con valeronitrilo  y benzonitrilo en solucion
amortiguadora de actividad de fosfatos pH7.8 aforado a un volumen de 1000pL.
Asi como la preparacién de blancos con amortiguadora de actividad de fosfatos
pH7.8 y otros dos blancos Unicamente con sustrato y amortiguadora de actividad

de fosfatos pH7.8.

Posteriormente incubar a 30°C durante 30 minutos. Después del tiempo de
incubacion, se lleva cada tubo a un volumen final de 5mL con agua destilada,

después afadir 600uL del reactivo R1, mezclar y después agregar una
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microcuchara azul rasa, agitar vigorosamente hasta que el reactivo se haya

disuelto completamente e incubar por 5 minutos.

Enseguida afadir 4 gotas del reactivo 3 y mezclar, dejar 5 minutos en reposo o
hasta que deje de haber variaciones en las lecturas, se lee a 690nm en el

espectrofotometro (tomar 1mL de los 5 mL para medir absorbancia).

*Preparar nuevamente cada determinacion Benzonitrilo (Sigma-Aldrich, 99.9% de
pureza, grado HPLC, MW=103.12g/mol, d=1g/mL) 2.5mM (50mL); este se preparo
utilizando 13uL de benzonitrilo y ajustando a 50mL con buffer de actividad de
fosfatos pH7.8( HPO,- /| H2PO4?) y valeronitrilo(Sigma-Aldrich, 99.5% de pureza,
MW=83.13g/mol, d=0.799g/mL) 25mM (10mL); este se prepar6 utilizando 26uL de
benzonitrilo y ajustando a 10mL con buffer de actividad de fosfatos pH7.8( HPO,- /

H2PO47?)

6.8 Medicion por dispersién dindmica de luz (DLS)

Se inicia encendiendo el equipo de cémputo y posteriormente el dispersor DLS
("Dynamic light Scattering”) (ZETASIZER de MALVERN), iniciar el programa

zetasizer para que vaya calibrando todos los parametros y calentando la ldmpara.

Antes de medir la muestra por el dispersor es necesario filtrar la muestra con filtros
MILLEX-GV de un tamafio de 0.22um y colocarlo en la celda que previamente fue
lavada y secada con precaucion. Se coloca la muestra (preferentemente a una

concentracion mayor a 0.1mg/mL) en la celda de medicion y se cierra la tapa del

41


http://www.novapdf.com/

dispersor, arrancar el programa y pedirle que lea en repetidas ocasiones. Lavar

perfectamente la celda y apagar el dispersor y sistema de computo.

6.9 Anédlisis oligomérico en FPLC por columna analitica

El peso molecular de los oligbmeros se determina por cromatografia en una
columna analitica Superdex™ 200 acoplada a un sistema de deteccion FPLC.
Preparar una muestra de estandares de peso molecular BioRad: Tiroglobulina,
Gammaglobulina, Ovoalbumina, Mioglobina y Vitamina B-12 (1mg/mL disolviendo

el vial en 0.5mL de agua)

e Equilibar la columna con amortiguador:

e Inyectar 100uL de marcador de peso molecular

e Correr programas de lavado y corrida de columna

e Lavar nuevamente el loop

e Inyectar la enzima previamente filtrada con filtros de 0.22um
e Correr programas de lavado y corrida de columna

e Lavarloop
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7.- Resultados

A) Nitrilasa NitR340-1

7.1 Induccién y purificacion de la nitrilasa truncada en el extremo C-

terminal

La induccién y la purificacion de la mutante truncada en el extremo C-terminal en
un principio se llevé a cabo utilizando las condiciones de trabajo determinadas
para la enzima silvestre. Las cuales consideraban desde un principio transformar
una bacteria E.coli BL21 DE3 dandole asi la capacidad de producir la enzima de
interés; con un tiempo y temperatura de induccion de 4 horas con IPTG (0.4 mM)
a 37°C (125 RPM), a partir de esto se obtuvieron perfiles electroforéticos SDS-
PAGE al 12% (figura 9) que mostraban que en estas condiciones habia sobre-
expresion de la proteina, que estaba presente después de lisar las células por
sonicacion, pero no después de centrifugar el extracto total; recuperdndose solo

una pequeia parte soluble en el sobrenadante del centrifugado.

Figura 9.- Perfil electroforético SDS-
PAGE al 12% de la enzima mutante
NitR340-1. De izquierda a derecha se
. muestra el marcador de peso

;—'_ o correspondiente a la enzima silvestre de

R. pyridinovorans (38KDa), muestras

WL AN DI *3 SN, WT antes de inducir (A.l.), muestra una vez
1/10 puesto el inductor IPTG (D.l.), muestra

lisada por sonicacion y diluida 1:10
veces (E.T.), en el pendltimo pozo se
observa la enzima recuperada soluble
por centrifugacion (nétese que no hubo
dilucién) y nuevamente la enzima
silvestre.
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Los cuerpos de inclusiéon fueron tratados en condiciones desnaturalizantes en
cloruro de guanidinio 6M y posteriormente dializada en buffer de fosfatos
100mM/pH 7.8 para intentar replegarla nuevamente, lo cual fue imposible ya que

nuevamente se formaron agregados insolubles.

La enzima soluble recuperada era llevada a una saturacién del 20% de sulfato de
amonio para eliminar algunos contaminantes y posteriormente a una saturacion
del 45% de sulfato de amonio con el fin de precipitar la enzima recombinante. Una
vez dializada la enzima, es purificada mediante el uso del HPLC en diferentes
columnas (ver figura 10), comenzando con una columna de filtracibn molecular,
posteriormente una columna de intercambio i6nico y para finalizar la enzima
obtenida era dializada a pH8 para ser nuevamente purificada en la columna de
intercambio i6nico obteniendo finalmente poca enzima con la presencia de varios
contaminantes proteicos. El rendimiento aproximado de la purificacion en un

principio era de 0.75mg de enzima por litro de cultivo y con una pureza baja.

Debido a que el rendimiento y la pureza eran muy pobres, y que sumado a esto la
estabilidad de la enzima era limitada se opté por hacer diversos cambios al

protocolo total de obtencidn de la nitrilasa mutante.
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Figura 10 Cromatogramas de purificacion por HPLC de la mutante NitR340-1. A) se
puede observar en azul el tiempo de elusion de la enzima truncada por la columna de
filtracion molecular. B) Tiempo de elusion y el gradiente de sal (440-456mM de NaCl)
necesario para que la enzima se despegue de la resina de la columna de intercambio
anionico. C) Se observa la purificacion nuevamente por la columna de intercambio
anionico una vez dializada la enzima a un pH de 8. Esto fue corroborado con un perfil
electroforético SDS-PAGE al 12%.

Dichas mejoras estaban encaminadas para aumentar la induccion y la cantidad de
enzima soluble en sobrenadante, asi como mejorar gradualmente el rendimiento y

pureza de la purificacion.

Los cambios esencialmente consistieron en probar con una cepa diferente de
bacteria, de E.coli BL21 (DE3) a una cepa E.coli BL21 (DE3) pLysS y seguir
manteniendo el método de lisis celular utilizando la prensa de French.
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Una vez transformada la bacteria con el plasmido que contiene el gen de la
Nitrilasa R340 se llevd a cabo una cinética de induccion y sobreexpresion a
diferentes temperaturas (27°C, 30°C y 37°C) y tiempos (2, 4, 6 y 8 horas) con la
misma concentracion de inductor IPTG (0.4 mM) determinando que la condicién

ideal de sobreexpresion es a 27°C durante 8 horas (figura 11).

i STk ST

Figura 11.- Perfil electroforético SDS-PAGE al 12% de la cinética de
induccion realizada para conocer el mejor tiempo (horas) y temperatura
de induccion de la enzima truncada en el extremo C-terminal.

El proceso de induccion a 27°C durante 8 horas permiti6 que mas Nitrilasa
mutante fuera recuperada en la fraccion soluble la cual fue purificada con el
meétodo descrito anteriormente, obteniéndose asi una enzima en un orden de
concentracion mayor, pero con contaminantes proteicos que no fueron posibles de
eliminar a pesar de ser purificada en diferentes columnas, es notable la
concentracion de un contaminante proteico casi en la misma proporcion que la
nitrilasa, segun caracterizaciones pasadas es muy posible que el contaminante se
trate de la B-Galactosidasa, que podria ser producida intrinsecamente al mismo
tiempo que la enzima recombinante al inducir con IPTG que es homologa a la

Galactosa (figura 12).
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Figura 12.- Perfil electroforético SDS-PAGE al 12% de la purificacion de la enzima
mutante NitR340-1 obtenida por modificaciones en el protocolo de transformacion,
induccion y sobreexpresion. En el recuadro naranja se observa el contaminante
proteico mayoritario correspondiente posiblemente a la B-Galactosidasa. En el
recuadro amarillo se observa la enzima trucada en el extremo C-terminal.

Al haber mejorado las condiciones de sobreexpresion, el siguiente paso era
mejorar la resolucion del método cromatogréfico (HPLC), por lo que ademés fue
necesario llevar a una saturacion intermedia de sulfato de amonio (ver figura 13),
con el fin de obtener una fraccién proteica menos contaminada. Se logré aumentar
la resolucion modificando el orden de las columnas utilizadas, prefiriendo primero
hacer una cromatografia de intercambio anionico a pH7, posteriormente
concentrar las fracciones detectadas mediante electroforesis en SDS-PAGE vy
purificar a través de una columna de exclusion molecular, ya que esta columna
diluye bastante la muestra. Y por ultimo se hizo una dialisis para cambiar el pH del

buffer de fosfatos A de pH7 a pH8 para ser inyectada a través de la columna de
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intercambio anionico (figura 14); el cambio de pH se realiz6 con el propdsito de

modificar las cargas de algunos grupos funcionales de las cadenas laterales de los

aminoacidos de la enzima y asi modificar la interaccion con la resina de la

columna (ver figura 15). Obteniendo una enzima mas pura y con mayor de

concentracion (10mg/L de cultivo).

40KDa ! z - :- :
—>
- ‘-
35KDa [ :: ‘_ E :
20% 35% - 85% .

~el!

Figura 13.- Perfiles electroforéticos en SDS-PAGE al 12 % de la nitrilasa NitR340-1. A)
Correspondiente a la induccion y la enzima recuperada en la fraccion soluble (en
amarillo), ademés de que es notable el peso molecular de 37.5KDa por monémero de
enzima. B) Fracciones recuperadas luego llevar a diferentes saturaciones de sulfato de
amonio, se selecciond purificar la fraccion precipitada al 35% de saturacion de (NH1).SO4

debido a que presentaba menos contaminantes.
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Figura 14.- Cromatogramas de purificacién por HPLC utilizando el método modificado de
induccién y sobreexpresion. A) En azul se observa el tiempo de elusion de la enzima truncada
en el extremo C-terminal por la columna de filtracion molecular. B) Correspondiente al tiempo
de elusiéon y el gradiente de sal (440-456mM de NaCl) necesario para que la enzima se
despegue de la resina de la columna de intercambio anidnico. C) Se observa la purificacion
nuevamente por la columna de intercambio aniénico una vez dializada la enzima a un pH de 8.
Esto fue corroborado con un perfil electroforético en geles SDS-PAGE al 12%.

ﬁ----—__ ___

Figura 15.- Perfil electroforético SDS-PAGE de la purificacion de la Nitrilasa
recombinante NitR340-1 con el método de sobreexpresion y purificacion modificado.
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7.2 Caracterizacion cinética

La determinacion de actividad depende de un método espectrofotométrico en el
cual se mide la liberacion de amonio a través de la formacién de un compuesto
colorido a partir de la reaccion con diversos reactivos proporcionados en una

prueba comercial (figura 16).

Para poder determinar el efecto de la delecion sobre la actividad enzimatica en
sustratos tipo como el benzonitrilo y valeronitrilo para la nitrilasa recombinante se
hizo un comparativo en muestras catalizadas por la nitrilasa silvestre, en el cual
después de diversos experimentos se determind que el poder catalitico en la
mutante truncada en el extremo C-terminal se redujo en un orden de 10-12 veces

aproximadamente para ambos sustratos comparada con la enzima silvestre.

Actividad especifica

Nitrilasa (Mmol NHs* x mintx mg™)
Benzonitrilo Valeronitrilo

Silvestre 1805+308 240

NitR340-1 125.61+21.4 22.5

Tabla 1.- Actividad enzimatica especifica comparativa entre la nitrilasa silvestre
la nitrilasa recombinante NitR340-1. La actividad enzimatica se determino
midiendo el amonio generado en la mezcla de reaccion. Utilizando 5 pg de cada
enzima incubando durante 30 min a 30°C en 1 ml de buffer de actividad de
fosfatos pH 7.8 y sustratos 1 mM.
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Ademas de que en los ensayos se observo que la actividad catalitica para la
mutante esta estrechamente ligada a la concentracion de enzima utilizada por
ensayo, es obvia una inhibicion generada por la cantidad de nitrilasa utilizada por
ensayo de actividad, por lo que fue planeado un experimento para ver que ocurria
en condiciones de preincubacion a muestras preparadas a diferentes

concentraciones de enzima silvestre y nitrilasa mutante.

Figura 16.- Ensayo de actividad enzimatica determinada por el método de
formacion de Indofenol a partir de amonio. El ensayo se realiz6 utilizando diferentes
concentraciones de nitrilasa truncada (25, 50 y 75 ug de enzima) se incub6 durante
30 min a 30°C en 1 ml de buffer de actividad de fosfatos pH 7.8 y benzonitrilo 1
mM .
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7.2.1 Ensayos cinéticos en condiciones de preincubacion

En este experimento se prepararon distintas diluciones de Nitrilasa silvestre (WT)
y mutante NitR340-1 a concentraciones de 5ug/mL, 10pg/mL, 50ug/mL y
100ug/mL. Posteriormente se determiné la dependencia de la actividad enzimatica
especifica con respecto a la concentracion de enzima bajo dos condiciones
distintas; utilizando enzima que se encontraba en condiciones normales de
almacenaje (figura 17) y enzima que fue preincubada previamente durante toda
una noche a 30°C (figura 18); utilizando benzonitrilo como sustrato a una

concentracion de 1mM.

Dependencia de la actividad enzimatica especifica
con respecto a la concentracion de enzima

9004

800

7004

600

5004

400+ NitR340-1
NitWT

Actividad especifica
(nmol( NH,™) *min~"*mg-")

3004

200+

100+

0 2I5 5I0 TI5 160 1I25
[Enzima] (ug/mL)

Figura 17.- Grafico de dependencia de la actividad enzimatica especifica con respecto
a la concentracion de nitrilasa silvestre y mutante NitR340-1.
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Este experimento se hizo con la finalidad de determinar la estabilidad y el efecto
de la diluciébn en la actividad enzimatica en muestras preincubadas y sin
preincubacion. El resultado mostré6 una inactivacion total en los ensayos de
actividad bajo condiciones de preincubacion. Y confirma tanto para la enzima
silvestre como para la mutante una activacion dependiente de concentracion de
proteina. Sin embargo la mutante NitR340-1 mantiene una diferencia de 12 veces

menos en la actividad con respecto a la silvestre.

Dependencia de la actividad enzimatica especifica
con respecto a la concentracién de enzima en condiciones de
preincubacidén
600+
500 [ |
N <= 400
o
g E
na j
2 c
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@ Z . 3001
2T .
Tz = @ NitR340-1
2 = B nNitwT
o ©
< E
= 200
100-
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[Enzima] (ng/mL)

Figura 18.- Gréfico de dependencia de la actividad enzimatica especifica con respecto a
la concentracion de nitrilasa bajo condiciones de preincubacion proveniente de ensayos
de actividad de muestras de nitrilasa silvestre y mutante NitR340-1.
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7.3 Caracterizacion estructural

Dentro de la caracterizacion estructural se hicieron diferentes experimentos para
conocer el estado oligomérico de la enzima recombinante, asi como su tamafio y
el peso molecular de la misma, ademas de hacer un comparativo con la enzima
silvestre para determinar los cambios producidos por la mutacion en el extremo C-

Terminal.

7.3.1 Dispersion Dindmica de Luz

Para comenzar se prepararon diluciones de enzima mutante y silvestre a
concentraciones oscilantes entre los 0.1 a 0.9 mg/mL para hacer diversas
mediciones y asi conocer el tamafio estimado por DLS; este método representa
una gran herramienta analitica para determinar el tamafio de moléculas vy
nanoparticulas a través de la medicion de la dispersion de un haz de luz
monocromatico correlacionada al angulo formado a través de un medio acuoso. Al
hacer el analisis se pudo observar que en general las muestras de enzima
recombinante NitR340A tenian tamafios que iban de los 10nm a los 12 nm, con
una media en 11.6 nm £ 0.4 y con un peso molecular calculado por el dispersor de
aproximadamente 236KDa (6 s.u), comparada con las mediciones hechas a la
enzima silvestre que mostraron un tamafo aparentemente del doble, con
mediciones entre los 19nm y 22nm con una media en 19.6 £ 2.7 y un peso

molecular calculado por el DLS de 480KDa (12 s.u.) (figura 19).
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Figura 19.- Comparativo de graficos de radio hidrodindmico medidos por DLS de la
nitrilasa NitR340-1 (izquierda) y la Nitrilasa silvestre (derecha) con porcentajes
superiores al 90% en masa que sugiere el tamafo predominante en la muestra; es
notable ademas de esto un pico pequefio en el gréfico correspondiente a la enzima
mutante con un tamafio aproximado a los 100nm que probablemente se trate de algun

agregado de proteina.

Nitrilasa Diametro %Pd % Masa %
(nm) Intensidad
Silvestre 19.6 +2.7 84+1.38 91.7% +2.01 9.9% +2.7
R340A 11.6+0.4 148 +3.4 99.2% 42.8% +6.1

Tabla 2.- Comparativo de radio hidrodinamico entre la nitrilasa silvestre y la mutante
NitR340-1, obtenidos de las mediciones en el DLS, siendo la nitrilasa silvestre la de
mayor tamafio. Ademas del porcentaje en masa se muestra el porcentaje de
polidispersidad (Pd) que sirve como referencia para saber si una muestra es
monodispersa o polidispersa; un Pd menor al 20% representa que la muestra es
monodispersa, ademas de que es un criterio importante para determinar si una
muestra puede ser cristalizable.
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7.3.2 Experimentos de Filtracién Molecular para determinar el

Estado Oligomérico de las enzimas.

Las muestras de enzima ademas de ser medidas por DLS fueron analizadas
utilizando una columna de filtraciébn molecular analitica para determinar el estado

oligomérico que presenta.

El experimento consistié en inyectar una mezcla de estandares de peso molecular
conocidos que contiene Vitamina Bi2, Mioglobina, Ovoalbumina, I1gG vy
Tiroglobulina; como curva estandar para poder calcular por regresion lineal (ver
figura 20) el peso molecular aproximado del oligébmero, considerando el peso
molecular caracteristico del monémero de enzima (38KDa para la enzima silvestre

y 37.5KDa para la mutante truncada en el C-Terminal).

o
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Em, 604 g/ Figura 20.- Cromatograma de
C i filtracion molecular analitica de
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[
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<
i e T, T
'20 T T T 1
0 10 20 30 40
Tiempo de elucién (min)
Brotel Peso molecular Tiempo de
foteine (Da) elusion std1
Vitamina B12 1,360 21.63 Tabla 3.- Relacién  peso
Mioglobina 17,000 18.42 molecular contra tiempo de
Ovoalbtimina 44,000 16.84 elucion de los marcadores de
Gammaglobulina 158,000 14.24 peso molecular
Tiroglobulina 669,885 11.82

56


http://www.novapdf.com/

-
[ 8]
1

Tiempo (min)

-
(=]
1

Equation y=a+ b
Weight Mo Weighting
Residual Sum 0.56633
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Adj. R-Sguare 0.93644
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E Intercept 33.30451 1.00146
E Slope -3.54429 021327
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Ecuacion de la recta: Y= 33.39451+ (-3.64429) X
Donde:

Y= Tiempo de elusién

a= Ordenada al origen (Intercept)
b= pendiente (Slope)

X= Logio(Peso Molecular)

Figura 21.-

Regresion lineal de los datos obtenidos de los estandares de peso
molecular por filtracién molecular analitica.

Los experimentos de filtracion molecular mostraron que la enzima silvestre tiene

un peso molecular aproximado a los 460KDa que corresponde a un oligdbmero de

12 subunidades que se muestra constante (ver figura 22), mientras que en las

muestras de enzima truncada en el extremo C-terminal no es posible observar

picos unicos que indiquen un solo estado oligomérico predominante.
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Figura 22.- Cromatograma de
exclusion molecular analitica
correspondiente  a la enzima
silvestre, en la cual se pueden
observar tres picos. El pico A
corresponde a cosas de muy alto
peso molecular (presumiblemente
agregados), en el pico B se pueden
observar proteinas de
aproximadamente 460KDa de peso
molecular (12 subunidades) muy
aproximado al calculo tedrico
generado por el DLS (480KDa). El
pico C corresponde a un fragmento
proteico con un peso poco mayor al
de la Vitamina Bi».
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Tiempo de Peso molecular

Mutante Subunidades calculadas

elucién (min) experimental (Da)
*83 e Agregados
*10.75 e Agregados
Nit R340-1 14.07 193,494 ~6
17.26 25,562 ~1
20.92 2,877 Contaminantes pequefios

Tabla 4.- Relacion peso molecular experimental contra tiempo de elucion de la
mutante NitR340-1, donde, para la mutante truncada se destaca la presencia de
monomeros y hexameros que sugieren la presencia de mas especies oligoméricas
intermedias entre monomeros y hexameros debido a que no decrece totalmente la
meseta antes de mostrar el pico correspondiente al mondémero. *Se recolectan en el
volumen de exclusion de la columna.
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Figura 23.- Cromatograma de filtracion molecular analitica de la nitrilasa NitR340-1 a
una concentracion de 0.48mg/mL. Es observable una presencia de varias especies
intermedias entre el hexamero (meseta) y el mondmero y dimero en baja proporcion
(pico a la derecha de la meseta) en proporciones similares a las del hexadmero (ambos
en el circulo amarillo).
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7.3.3 Experimentos de preincubacion para el andlisis estructural

de la enzima mutante.

Estos experimentos consistieron basicamente en hacer nuevamente analisis
oligomérico y actividad enzimatica a muestras de enzima mutante preincubada
durante una noche a 30°C con la finalidad de comprender los cambios
estructurales por los cuales la enzima pierde su actividad enzimatica bajo estas
condiciones. Se preincubaron cuatro muestras de enzima recombinante NitR340-1
a diferentes diluciones (1, 1:1, 1:2 y 1:4) a partir de una muestra de enzima a
0.48mg/mL (figura 24). Ademéas también se hicieron diluciones seriadas a las
mismas concentraciones en muestras de enzima refrigerada para poder hacer un
comparativo de los cambios sufridos por efecto de la preincubaciéon y dilucion

(resultados no mostrados).

Figura 24.- Cromatograma de
2.04 Contaminantes filtracion molecular analitica de
cuatro diluciones de la mutante

Agregados ] .

_ 1.5 — 1 NitR340-1 previamente pre
2 — 2 incubadas a una temperatura de
_g 1.0- 3 30°C durante toda la
c noche,(0.48mg/mL, 0.24mg/mL,
3 — ¢4 | 0.12mg/mL y 0.06mg/mL. De c1
2 0.51 a c4 respectivamente).

Q

g

La gran presencia de agregados
se ve favorecido por el efecto
de la dilucién, con la
-0.5 - - - 1| preincubacién a 30°C durante

’ 19 20 ne _30 40| toda la noche.
Tiempo de elucion (min)

0.0
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Actividad

Tiempo Peso ACt.iVigz.id . especifica
Muestra de molecular Subunidades Enzimatica Microgramos | por mg de
Nit R340-1 | elucidn estimado calculadas Abs GQQnm de enzima en2|mla
(min) (Da) (Benzonitrilo por ensayo ( 'umo )
ImM) min xmg
C1 15.587 72,593 ~1.94 0.003 12 0
C2 15.201 76,986 ~2.05 -0.004 12 0
8.183 | @ - Agregados
C3 10877 | = - Agregados -0.003 6 0
15.201 98,250 ~2.62
C4 8.183 | = - Agregados -0.009 3 0
Tabla 5.- Relacion peso molecular contra actividad enzimética de muestras de

nitrilasa NitR340-1 en condiciones de preincubacion, donde es posible observar que
hay gran presencia de agregados y en pequefias proporciones lo que por peso

molecular representa un dimero de la enzima mutante. La actividad enzimatica con
benzonitrilo fue nula. (- Por arriba de la curva estandar)

En este experimento fue posible observar cambios en el estado oligomérico en los

gue se alcanzan equilibrios distintos. Entre mas diluida se encuentre la enzima la

tendencia a la agregacion es mayor. A pesar de que pudieron observarse dimeros

de nitrilasa la actividad enziméatica fue nula.
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B) Nitrilasa NitR340-2

7.4.- Una nueva mutante truncada

A pesar de que se logré6 mejorar en rendimiento y pureza la obtencion de la
nitrilasa mutante truncada en el extremo C-terminal, aun habia algunos problemas
con la estabilidad, por lo que se propuso hacer mutaciones sitio-especificas con el
fin de mejorar a la enzima recombinante. Al realizar el analisis de las secuencias
se detectaron un par de mutaciones en las posiciones 293 y 320 del templado
R340 (Fig. 25), la primera mutacién implica un cambio de Ac. Aspartico por Glicina
(D293G), mientras que la segunda se trataba de una mutacion silenciosa con un

cambio de codon CTT por CTC que codifican para Leucina.

580 590 600 t
ACCTTGGCGAAGCAGGCCGCTGGCCCCGTIGGGCCACT

650 660 670 680 690

Figura 25.- Cromatograma de secuenciacion de la mutante NitR340-2. Mutaciones en
la secuencia de DNA R340 utilizada como templado para las mutaciones sitio
especificas. 1, cambio de GAC (D) por GGC (G); 2, cambio de CTT (L) por CTC (L).

61


http://www.novapdf.com/

Se considero la posibilidad de corregir la mutacion D293G con técnicas de PCR,
sin embargo esta region del gen es muy abundante en C y G, lo que elevaba en
exceso la temperatura de fusién (Tm) del oligo, haciendo poco probable conseguir
este objetivo. Se decidi6 que la opcién mas viable era rehacer la construccion

R340 a partir del gen silvestre NitA. (Gomez, A.; Garza, G).

7.5 Induccién y purificacién de la mutante NitR340-2

Se volvid a construir la mutante Nit R340A (que para fines practicos llamaremos
NitR340-2) y se secuencid nuevamente para asegurarse que ya no existieran
mutaciones no deseadas. Una vez examinada la secuencia se prosiguié a
transformar bacterias E.coli BL21 pLysS bajo el mismo protocolo utilizado con la
mutante anterior, para posteriormente sobre expresar y purificar la enzima bajo las
mismas condiciones (figura 26), pero seleccionando las fracciones
correspondientes al 20% y 35% de saturacion de sulfato de amonio (figura 27), al
final de la purificacion se pudo obtener una enzima en una mayor concentracion y

pureza, ademas de una gran estabilidad (figura 29).

== E— R gt ™
& - d
Al D.I. ET S.N 20 35 45

Figura 26.- Perfil electroforético en SDS-PAGE de la sobreexpresién y la enzima recuperada
en la fraccion soluble (en rojo). En la imagen derecha se observan las fracciones recuperadas
luego llevar a diferentes saturaciones de sulfato de amonio; se selecciond purificar la fraccion
precipitada al 20% v 35% de saturacion de (NH1)2SO4 (en amarillo).
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[ A) Pellet 20% S300 pH ]

[ B) Pellet 35% S300 pH ]

[ C) Pellet 35% S15Q pH ]

Figura 27.- Cromatogramas de purificacion de la nitrilasa recombinante NitR340-2. A)
En azul se observa el tiempo en el cual eluyd la enzima Nit R340-2 (obtenida a una

saturacion del 20% de sulfato de amonio) de la columna de filtracion molecular.

B)

Corresponde a la muestra de enzima obtenida al 35% de saturacién de sulfato de
amonio purificada por filtracibn molecular. C) Se observa el tiempo de eluciéon (a un
gradiente de sal de 440-456mM de NaCl) a través de la columna de intercambio

anionico.

20%

35%

Figura 28.- Perfil electroforético de purificacién de la enzima recombinante NitR340-2
proveniente de dos saturaciones distintas de sulfato de amonio. Nétese la gran pureza

de la misma.
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7.6 Andlisis estructural

Se procedié a analizar estructuralmente a la enzima truncada NitR340-2 para
conocer el estado oligomérico de la enzima recombinante, asi como su tamafio y
el peso molecular de la misma, ademas de determinar los cambios producidos por
la mutacion en el extremo C-Terminal y compararlo con lo obtenido con la mutante

NitR340-1.

7.6.1 Dispersion dinamica de luz

Una vez purificada la enzima fue necesario determinar su radio hidrodinamico para
compararlo con el de la enzima silvestre y la enzima mutante NitR340-1, con el fin
de conocer si la sustitucibn de un aspartico por una glicina propicia cambios
importantes en la estructura de la enzima mutante. Se observd en NitR40-2
tamafios que iban de los 28nm a 32nm, con una media de 29nm,
aproximadamente tres veces el tamafio observado para la otra mutante NitR340-1.

(figura 29)

Size Distribution by Volume

1 Figura 29.- Grafico de radio
e e e R : hidrodinamico medido por DLS de la
" f : ‘ mutante NitR340-2

o 01 1 10 100 1000 10000

Size (dam)

Record 725: NitR340nueva B. actividad 7.8 pellet 20% rep 4|
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Nitrilasa Diametro %Pd % Masa % Intensidad

(nm)
Wild Type 19.6 £ 2.7 84+1.8 91.7% £2.01 9.9% +2.7
E293K/ R340A 11.6+04 14.8+3.4 99.2% 42.8% 6.1
(NitR340-1)
R340A 35.63+5.954 16.4+1.2 98.3% 35.3+1.3%
(NitR340-2)

Tabla 6.- Comparativo de radio hidrodinAmico de la mutante NitR340-2 obtenido por
DLS contra la nitrilasa silvestre y la mutante NitR340-1. El producto de la delecion de

26 aminoacidos produce enzimas en un estado de asociacidbn mayor que impacta
claramente en el Rh.

7.6.2 Experimentos de Filtracién Molecular para determinar el

Estado Oligomérico de la mutante NitR340-2.

Al igual que para la nitrilasa silvestre y la mutante NitR340-1 se utilizé la columna
analitica de filtracion molecular con el fin de determinar el estado oligomérico y el
peso molecular del estado oligomérico de la enzima recombinante NitR340-2.
Utilizando como referencia los mismos estandares de peso molecular. Es
importante resaltar que la nitrilasa Nit R340-2 presenta un pico Unico que no pudo

ser analizable debido a que sale en el volumen de exclusion de la columna.

[NitR2]

Figura 30.- Cromatograma de
| "1, filtracion molecular analitica de
\ \ la nitrilasa recombinante
o NitR340-2

absorbancia (mAU)

Tiempo (minutos)
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7.6.3 Caracterizacion cinética de la nitrilasa recombinante NitR340-

En cuanto a la mutante NitR340-2 (AC340) se pudo obtener una mejor
caracterizacion cinética debido a su gran estabilidad y a la gran actividad
enzimatica mostrada. Se trabajé con 5ug de enzima por ensayo para benzonitrilo y
15ug de enzima para valeronitrilo, con el fin de encontrar la velocidad maxima de
catdlisis (punto en el que la velocidad enzimatica ya no varia debido a que todos

los sitios cataliticos se encuentran ocupados).

Para determinar los parametros cinéticos, fue necesario realizar cinéticas
enzimaticas a diferentes concentraciones de sustrato, tomando muestras cada
determinado tiempo; de esta forma al graficar las micromolas de amonio
producidas contra el tiempo se pudo obtener las pendientes en la zona de
comportamiento lineal (velocidades cataliticas); a partir de las velocidades se
calculd la actividad enzimatica especifica para cada concentracion (Velocidad/ pg

de enzima) y se grafico contra la concentracion de sustrato (figura 31).

Las curvas de progreso de la reaccidén y sus pendientes, que se utilizaron para
calcular la actividad nitrilasa, fueron obtenidas y procesadas con el programa

GraphPad Prism B9,

En el proceso se observé un comportamiento hiperbdlico, ideal para ajustarlos a la
ecuacion de Hill, para ambos casos el ajuste fue muy bueno con indices de

correlacion de 0.99, en este se obtuvieron diversos parametros cinéticos (tabla 9).

66


http://www.novapdf.com/

Se observa que la nitrilasa recombinante NitR340-2 presentd una actividad
enzimatica superior en el orden de 4 veces a la de la enzima silvestre para

benzonitrilo y de 2 veces mas para valeronitrilo.

Resumen de parametros obtenidos para al mutante Nit R340A

Valores Benzonitrilo Valeronitrilo
Vmax 466+23.41
h 0.8678+0.1420
Ky 0.2174+0.006120 0.1510+0.02156

Tabla 7.- Pardmetros obtenidos del ajuste de los datos cinéticos a la ecuacion de Hill.

~ 8000- _ 500+
] - : =~
0 E = 400
E& 6000 £
&'E Ajustelc‘:on ggg 300
g ¢ ecuacion |25
s 4000+ de Hil 200 Ajuste con
% Iv I 2%% 200+ =8= ecuaciin
Tz b e de Hil
2> 2000 | g
& g | = 100+
0 1 2 3 0 1 2 3 4 8
Conce_nt.racién Concentracion
Benzonitrilo [mM] Valeronitrilo [mM)

Figura 31.- Cinéticas enzimaticas de la mutante NitR340A (NitR340-2) con benzonitrilo
(izquierda) y valeronitrilo (derecha) como sustratos; con los ajustes a la ecuacion de Hill en
naranja y rosa respectivamente.
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7.7 Microscopia electronica

Una vez caracterizada la nitrilasa recombinante Nit R340-2 cinética vy
estructuralmente por diversos métodos, se tomd la decision de analizarla por
microscopia electronica de transmision, esto permitiria determinar definitivamente
si la formacion de fibras helicoidales es independiente del cambio de pH y que a

su vez es producto de la delecion de 26 aminoacidos del extremo C-terminal.

Las muestras analizadas que previamente fueron dializadas en solucién
amortiguadora Tris 100mM fueron preparadas con dos métodos distintos, y
utilizando dos agentes contrastantes, acido fosfotungstico (PTA por sus siglas en
inglés) y acetato de uranilo, ambos al 2% p/v, como agente contrastante en rejillas
recubiertas por carbén. El primer método consistia en depositar una pequefia gota
de proteina (5uL de enzima a una concentracion de 0.50mg/mL) la cual se dejaba
fijar aproximadamente 5 minutos, posteriormente se agrega 5uL de &cido
fosfotingstico y se homogeniza bien con la gota de proteina, se seca
inmediatamente con papel filtro para poder analizarla con el microscopio
electronico de transmision; esta método de preparacion de muestra no dio

resultados favorables.

Se decidié cambiar el método de preparacién; consistio en colocar la rejilla sobre
una gota de muestra por un minuto aproximadamente, esto permitiria que
gradualmente la proteina se uniera a la rejilla por atracciones electrostaticas,
posteriormente se lavo y sec6 en un par de ocasiones para finalmente contrastar

colocando la rejilla recubierta de carbono sobre una gota de PTA e

68


http://www.novapdf.com/

inmediatamente secar para ser analizada en el microscopio; este método trajo
resultados positivos ya que pudo reconocerse estructuras fibrilares (imagenes 32y
33) similares a las vistas en otra mutante con una deleciéon de 39 amino&cidos
disefiada en el Laboratorio de Fisicoquimica e Ingenieria de Proteinas (Caliz A,

Garza G.).

Por ultimo se hizo la misma preparacion pero esta vez utilizando acetato de uranilo
como agente contrastante, lo que permitié ver filamentos helicoidales, pero con

una menor resolucion (resultado no mostrado).

§

g

Figura 32.- Micrografia electronica de tinciobn negativa a 20,000 aumentos de la
mutante NitR340-2 de la nitrilasa recombinante de R. pyridinovorans utilizando PTA
como solucién de contraste. En amarillo se observan diferentes fibras helicoidales de
tamafios diversos (entre 40 y 80nm).
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Figura 33.- Micrografia electronica de tincion negativa a 30,000 aumentos de la
mutante NitR340-2 utilizando PTA como solucion de contraste. En amarillo se observa
una fibra helicoidal correspondiente a un oligdmero de la enzima.
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8.- Discusion de resultados

El procedimiento experimental mostrado, resultado de varias modificaciones en el
proceso de sobreexpresion y purificacion fue con el objetivo de tener una enzima
de mayor pureza, de mayor estabilidad y que ademas se aislara en una mayor

concentracion.

El cambio en de cepa E.coli BL21 (DE3) a una cepa E.coli BL21 (DE3) pLys ayudé
a obtener una mayor sobreexpresion facilmente inducida (IPTG). La desventaja se
asocia a la expresion basal de T7 RNA polimerasa. La T7 RNA Polimerasa es
altamente selectiva y activa, cuando se induce fuertemente casi todos los recursos
de la célula se dirigen hacia la produccion de la proteina recombinante, los
productos pueden corresponder hasta en un 50% a la proteina recombinante de
interés y otro con otra posibilidad de coexpresar una enzima sin interés
experimental. Ademas de que esta cepa es una mejor candidata para usar en
métodos de lisis celular por ruptura mecanica (lisis por presibn mediante la prensa
de French); lo cual impacté directamente en el rendimiento aumentando
aproximadamente 10 veces mas con las modificaciones en el protocolo de

purificacion, ademas de mejorar considerablemente en la pureza de la enzima.

La disminucién de temperatura de induccion también fue un factor importante para
lograr obtener gran cantidad de enzima recombinante debido a que al bajar la
temperatura se propicia el correcto plegamiento de la enzima a una velocidad

menor (por eso el mayor tiempo de induccién).
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En cuanto a los ensayos cinéticos con la mutante Nit R340-2 es notorio que la
mutacion en el extremo C-terminal esta relacionada directamente con la actividad
enzimatica, aumentando hasta 4 veces mas para benzonitrilo y al doble para
valeronitrilo; al disminuir la secuencia de aminoacidos de la enzima se propicia la
mejor interaccion entre subunidades, por lo que se generd un excelente modelo de
prueba para conocer la importancia del extremo C-terminal en la catalisis

enzimatica.

Ademas de que se pudo observar un comportamiento sigmoidal, que fue tratado
con un ajuste a la ecuacién de Hill, dando como resultado una velocidad maxima
para benzonitrilo de 7179+168.7umol*mint*seg? y un coeficiente de Hill de
5.205+0.05231, si es cooperatividad positiva termodinamica, el niumero de Hill
indica que al menos hay cinco sitios activos interviniendo en la actividad
enzimatica (Hill < centros activos) (Wyman & Gill 1990); se puede inferir que la
catdlisis del bezonitrilo genera un efecto de cooperatividad positiva termodinamica,
es decir, que a altas concentraciones de sustrato se genera un aumento en la
actividad enzimatica debido a la activacién de un centro catalitico por la unién un
ligando, que influye sobre la union de un molécula subsecuente de sustrato; en
conjunto a los ensayos de filtracibn molecular en los que se observan 2 picos
distinguibles de alto peso molecular se podria explicar este comportamiento
sigmoidal suponiendo que existen dos poblaciones distintas, una con mayor
afinidad que la otra; pero en menor proporcion, generando dos curvas de
velocidad que se sobreponen a bajas concentraciones donde la primera que es

mas a fin se satura dando paso a la segunda poblacién de velocidad mas lenta. En
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cuanto al Valeronitrilo se observo una velocidad maxima de 466+23.412umol *min
*seg! y un coeficiente de Hill de 0.8678+0.1420 que sugiere cooperatividad
negativa, es decir, que la uniéon de una molécula de ligando afecta negativamente
la unidbn de una molécula subsecuente, generando una baja en la actividad
enzimatica, esto puede ser debido a la naturaleza del sustituyente alifatico, que

interactta de forma pobre con el sitio catalitico.

Mientras que para la enzima recombinante NitR340-1 se observé en ensayos
enzimaticos que depende de la concentracion de proteina, lo que conlleva a
pensar que esta enzima se disocia, lo que genera una pérdida notable en la

actividad enzimatica.

En cuanto a los ensayos enzimaticos de la mutante NitR340-1 en condiciones de
preincubacién a 30°C toda una noche se demostrd que la enzima es inestable y se
agrega, condicion que se habia observado en muestras a concentraciones
mayores a 0.6mg/mL en condiciones de refrigeracién; la preincubacion acelera la
agregacion y por consecuencia la pérdida total de la actividad enzimatica. Esto fue
mejor visto en los andlisis estructurales por filtracion molecular donde se ve la
tendencia a formar agregados de alto peso molecular que aumentan al diluir la
concentracion de nitrilasa mutante. La nitrilasa silvestre respondié de una manera

distinta al mostrarse resistente a estas pruebas y manteniéndose estable.

De los experimentos de dispersion dinamica de luz se observé que el Rh promedio
de la nitrilasa NitR340-1 es de 11.6nm correspondiente a un hexamero y con un

peso molecular calculado similar al calculado por filtracion molecular, la mutante
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Nit R340-2 tiene un diametro de 29nm y un peso molecular mayor a 1000KDa,

mientras que la nitrilasa silvestre que es un duodecamero tiene un Rh de 19.6nm.

Los experimentos de filtracion molecular para la mutante Nit R340-1 mostraron
una gran heterogeneidad de especies oligoméricas entre las que se encuentran
hexameros (también detectados por DLS) y que ademas la especie predominante
son monémeros y dimeros, lo que podria explicar la baja actividad enzimatica ya
gue es posible que se necesite asociaciones de oligdbmeros de mayor tamafio para

gue se lleve a cabo la actividad enzimatica.

En cuanto a la mutacion sufrida por parte de NitR340-1, al examinar a
detalle y haciendo un alineamiento con diferentes secuencias de proteinas de la
superfamilia de la nitrilasa (Sampieri S, Garza G.), se observo que esta mutacion
se encuentra en la interfase C (correspondiente a un loop de la proteina) que es
importante en el proceso de oligomerizacion de la enzima, ya que tiene
interacciones electrostaticas con la subunidad A (correspondiente al extremo C-
terminal y que es responsable de la dimerizacién), formando hélices a partir de la
interaccion de dimeros de proteinas ); la mutacién D293G genera un reacomodo
del loop que impide la correcta interaccion entre dimero, provocando asi una
heterogeneidad oligomérica. Mientras que el acortamiento del extremo C-terminal
en la mutante NitR340-2 proporcion6é una mejor interaccion entre las subunidades
A y C, generando estructuras muy estables y resistentes. La microscopia
electronica demostré que la estabilidad y el poder catalitico de la enzima se

debieron a la formacién de filamentos helicoidales.
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9.- Conclusiones

En el presente trabajo se mostré el proceso por el cual se consiguié sobre
expresar y purificar las enzimas recombinantes NitR340-1 y NitR340-2, asi como
los experimentos necesarios para caracterizarla cinética y estructuralmente con la
finalidad de dilucidar el papel del extremo C-terminal en la generacion de fibras

helicoidales activas.

Fue posible aislar las mutantes con alto grado de pureza, con un rendimiento en
el orden de los 10 mg/L de cultivo para NitR340-1 y 15mg/L para NitR340-2,

necesarios para la generacion de diversos experimentos de caracterizacion.

El resultado de la mutacion D293G produjo que la actividad catalitica de la
mutante NitR340-1 fuera 10 veces menor con respecto a la nitrilasa silvestre.
Ademas de que su actividad especifica depende de la concentracion de proteina,
lo que sugiere que la enzima tiende a disociarse. El acortamiento en 26
aminoacidos para la enzima NitR340-2 produjo un aumento de 4 veces la actividad
catalitica para benzonitrilo y duplicé la actividad enzimatica para valeronitrilo,
comprobando que el acortamiento del extremo C-Terminal de la nitrilasa de R.
pyridinovorans favorece las interacciones entre las intercaras de los monémeros y
promueve la formacion de filamentos helicoidales similares a las formadas por las

cianuro dihidratasas y algunas nitrilasas.
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En cuanto a la caracterizacion estructural, por DLS se observé un Rh promedio de
11.6 nm para NitR340-1 que corresponde a un hexamero. Por filtracion molecular
se observa heterogeneidad de especies. El pico principal es un agregado de alto
peso molecular. Se observan mezclas de dimero y mondémero en baja proporcion,
mientras que para NitR340-2 se observdé un Rh promedio de 29.9 nm
correspondiente a formaciones oligoméricas de mayor tamafio, concordante a
filamentos helicoidales que fue demostrado por microscopia electronica de
transmision, por lo que se comprueba que el proceso de formacion de estructuras

helicoidales es independiente a cambios en el pH.

10.- Perspectivas

Generar biorreactores cataliticos por inmovilizacion quimica de los filamentos

helicoidales generados por la mutante Nit C340A.

Explorar la quimio, regio y estereoespecificidad de la Nit C340A para buscar

nuevas aplicaciones biotecnoldgicas.
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APENDICE

A) Alineamiento de secuencias (Nitrilasa de R. pyridinovorans vs

Cianuro dihidratasa de B. pumilus)
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las secuencias de la nitrilasa de R.

pyridinovorans vy la cianuro dihidratasa de B. pumilus GMA1 (51.9% en
similitud), indica que el extremo C-terminal de la nitrilasa se extiende en 27
aminoacidos. En los circulos azules se observa la triada catalitica.
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B) Preparacién de disoluciones

PREPARACION DE MEDIO LB (LURIA-BACTOTRIPTONA)

Para un litro de medio liquido:
Bactotriptona 10 g
Extracto de levadura 59
NaCl 59

Pesar los reactivos y disolver en 1L de agua destilada dentro de un matraz
Erlenmeyer de 2L, cubrir la tapa con aluminio y colocar un poco de cinta testigo;
posteriormente esterilizar en autoclave durante 20min a 120°C. Es importante
retirar los matraces con el mayor cuidado posible al terminar el proceso de

esterilizacién

PREPARACION DE MEDIO LB SOLIDO (LURIA-BACTOTRIPTONA)

Para un litro de medio para placas:
Bactotriptona 10 g
Extracto de levadura 59
NaCl 59
Agar 259

Pesar los reactivos y disolver en 1L de agua destilada dentro de un matraz
Erlenmeyer de 2L, cubrir la tapa con aluminio y colocar un poco de cinta testigo;
posteriormente esterilizar en autoclave durante 20min a 120°C. Es importante
retirar los matraces con el mayor cuidado posible al terminar el proceso de
esterilizacion, dejar enfriar hasta aproximadamente 50°C y vaciar
aproximadamente 20mL de medio por caja Petri. Dejar solidificar en campana de

flujo laminar.
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PREPARACION DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE SONICACION

Buffer de sonicacion Por cada 500mL
Tris 100mM 50mL
KCI 150mM 25mL
EDTA ImM 2mL

*Aforar con agua y ajustar pHa 7.7

PREPARACION DE 1L DE SOLUCION AMORTIGUADORA DE

FOSFATOS A
. . Peso molecular Cantidad a
Reactivo Concentracion ..
(g/mol) adicionar
Fosfato de potasio 10mM 136.09 1.3609g
monobasico
EDTA 1ImM 372.29 0.3720g
Cloruro de sodio 200mM 58.48 11.6800g
2-Mercaptoetanol
(D=1.115g/mL; 14.25mM 78.13 ImL
>98%)

e Disolver en 0.98L de agua destilada y posteriormente con agitacion

constante, ajustar a pH 7.0 con KOH 10M. Se pasa a una probeta graduada

de 1L y se afora con agua destilada

e Filtrar al vacio con equipo de filtracion y membrana de filtracion 0.22 micras
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PREPARACION DE 1L DE

SOLUCION AMORTIGUADORA DE

FOSFATOS B
. . Peso molecular Cantidad a
Reactivo Concentracion ..
(g/mol) adicionar
Fosfato de potasio
. 10mM 136.09 1.3609¢g
monobasico
EDTA 1ImM 372.29 0.3720g
Cloruro de sodio 1M 58.48 58.48¢g
2-Mercaptoetanol
(D=1.115g/mL; 14.25mM 78.13 ImL

>98%)

e Disolver en 0.98L de agua destilada y posteriormente con agitacion

constante, ajustar a pH 7.0 con KOH 10M. Se pasa a una probeta graduada

de 1L y se afora con agua destilada

e Filtrar al vacio con equipo de filtracion y membrana de filtracion

SOLUCION DIGESTORA DE PROTEINAS

Para preparar 5mL de solucioén:

SDS 10% 2mL
B-Mercaptoetanol 200uL
EDTA 250mM 160uL

TrisHCL 1M pH 6.8 1mL
de azul de bromofenol 0.1mg

Pesar el colorante y depositarlo en un tubo falcon de 15mL, afadir gradualmente

cada solucion y mezclar; por ultimo aforar a 5mL con agua destilada.
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SOLUCION DE CORRIDA ELECTROFORETICA

Para un litro de Solucién:
Trizma base 39
Glicina 14.49g
SDS al 10% p/v 10mL

Pesar todos los reactivos e ir incorporando poco a poco en 970mL de agua

destilada para evitar la formacion de burbujas por el detergente.

PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA AL 12%

Soluciones

e Acrilamida 29.2% - Acrilamida-Bis 0.6% (pesar 29.2g y 0.6g
respectivamente y llevar a 100mL con agua destilada. Precaucion: La
acrilamida es altamente neurotéxica y carcinogénica, usar guantes, gafas
de seguridad y cubrebocas)

e Tris-HCI 1M pH 8.8y 6.8

e PODS de amonio 10mg/mL

e TEMED
GEL SEPARADOR GEL EMPACADOR
Acrilamida-bis 8.00mL Acrilamida-bis 875 uL
Tris-HCI 1M, pH 8.8 8.75mL Tris-HCI 1M, pH 6.8 325 uL
SDS10% 0.22mL SDS10% 25 L
PODS 0.30mL Agua 2.66 mL
TEMED 27uL PODS 90 pL
------------------ TEMED 20 uL

Para el gel separador: En un vaso de precipitados de 25mL se adiciona la
acrilamida-bis, Tris-HCI 1M pH 8.8 (157.12 g/mol; 99.9%) y el SDS (este ultimo al

final). Se mezclan suavemente, con el objetivo de evitar que se oxigene mucho la
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preparacion, ya que el oxigeno interfiere en la polimerizacion. Posteriormente se le

adicionan los catalizadores PODS de amonio y TEMED e inmediatamente se

llenan los geles.

Para el gel empacador: En un vaso de precipitados de 10 mL se adiciona la

acrilamida, Tris-HCI 1M (157.12 g/mol; 99.9%) pH 6.8, agua y el SDS, se mezclan

suavemente como en el caso anterior, se le adiciona el PODS de amonio y el

TEMED e inmediatamente se llenan los geles.

Figura 35.- Electroforesis vertical en geles de poliacrilamida.

SOLUCIONES PARA DETERMINACION DE CONCENTRACION DE

PROTEINA POR EL METODO DE BCA

Para el reactivo A:

Para un 100mL de Solucién:

Acido bicinconinico (BCA) 1.00g
NaCOs3 2.00g

NaHCOs 0.95g

NaOH 0.40g

Tartrato de Na-K 0.169
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*Mezclar los reactivos cuidadosamente en agua suficiente. Ajustar pH a
11.25
Para el reactivo B:

Disolver 2 g de sulfato de cobre Il en 50mL de agua destilada (4% p/v)

SOLUCIONES PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA

A) Solucion amortiguadora Tris-HCI 1200mM
Pesar 15.71g de Tris-HCI y disolverlo en 980mL de agua destilada,
posteriormente ajustar el pH a xx con HCI 1M.

B) Soluciones contrastantes

Acido fosfottingstico 2% p/v  pesar 0.1g y llevar a 5mL con agua destilada

Acetato de Uranilo 2% p/v pesar 0.1g y llevar a 5mL con agua destilada
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