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Resumen

Las nitrilasas son un grupo de enzimas que catalizan la conversién de los nitrilos a
sus acidos carboxilicos correspondientes y liberan amonio en el proceso. Las
nitrilasas forman parte de la rama 1 de la superfamilia de las nitrilasas junto con
otras doce ramas. A pesar de la baja similitud entre las distintas ramas de la
superfamilia de las nitrilasa, los miembros de esta superfamilia comparten un
plegamiento caracteristico aBBa y una tétrada catalitica formada por una cisteina,
dos glutamatos y una lisina (Thuku et al., 2009). Anteriormente, se ha reportado
que algunas nitrilasas pueden oligomerzarse y formar filamentos helicoidales de
tamano variable (Thuku et al., 2009). Recientemente, se resolvio la estructura de
dos nitrilasas, la nitrilasa cuatro de Arabidopsis thaliana (AtNit4) y la nitrilasa de
Rhodococcus sp. V51B (RsV51BNit), por criomicroscopia electronica (Cryo-EM). A
diferencia de las dos estructuras obtenidas anteriormente por cristalografia de
rayos X, estas nuevas estructuras permiten visualizar a nivel atémico las superficies
de interacciones que permiten la formacion de filamentos helicoidales. En
especial, se puede observar las interacciones con las que el C-terminal contribuye
a estas superficies de interaccion. Esto abre la posibilidad de estudiar las
interacciones que estabilizan a los filamentos helicoidales y disefar mutantes
racionalmente.

En este trabajo se busco la unidad minima de los oligdbmeros de las nitrilasas AtNit4
y RsV51BNit con el objetivo de entender las interacciones que permiten la
formacion de los oligdbmeros. Debido a que en las estructuras recientemente
resueltas por Cryo-EM muestran que el C-terminal estabiliza la formacion de
oligdmeros por medio de hebras B entre distintas subunidades, se propone que
modificaciones en esta region pueden alterar el largo de los filamentos sin alterar
el resto de la enzima. Se esperaria que se diminuyera el tamafo de los filamentos,
pero se mantuviera el plegamiento y la actividad de la enzima.

Para alterar el tamano de los oligdmeros formados, se disefaron mutantes que
introducen codones de paro a lo largo del C-terminal. Los sitios se escogieron con
base en las redes de interacciones de residuos de las estructuras de RsV51BNit y
AtNit4. Las posiciones escogidas tienen pocos contactos y eliminan elementos de
esctuctura secundaria completos que estabilizan la formacion de filamentos, por
lo que se esperaria que solo alterara el tamafno de los filamentos. Se propusieron
las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34 de AtNit4, las cuales eliminan
diesciséis, veintinueve y treinta y cuatro residuos del C-terminal respectivamente
Tambien se propusieron las mutantes NitCRspA64, NitCRspA66, NitCRspA73 y
NitCRspA74 de RsV51BNit, las cuales eliminan sesenta y cuatro, sesenta y seis,
setenta y tres, y setenta y cuatro residuos del C-terminal respectivamente.



Las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74 se purificaron por precipitacion con
suslfato de amonio, cromatografia de exclusion molecular y cromatografia de
intercambio anionico, mientras que las mutantes NitCRspA64 y NitCRspA66
cromatografia de intercambio anionico. Las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y
NitAtCA34 se sobreexpresaron en células de Escherichia coli Rosetta™(DE3)pLysS y
se purificaron por cromatografia de afinidad y una etiqueta de polihistidinas en el
C-terminal.

La caracterizacion estructural de las mutantes se realizdé por medio de dicrosimo
circular, dispersion dinamica de luz (DLS) y microscopia electrénica de transmision
(TEM). Los datos de dicroismo cirular indican que las mutantes de RsV51BNit no se
pliegan correctamente, por lo que no se siguieron estudiando. Mientras, las
mutantes de AtNit4 se pliegan correctamente. Los datos de DLS indican que las
mutantes todavia forman estructuras de gran tamano, pero la técnica no permite
discernir el tipo de estructuras que forman. De acuerdo a las imagenes de
transmision electrénica, dejan de formar filamentos, aunque tienden a formar
agregados de gran tamano.

La actividad especifica de las mutantes de AtNit4 disminuye conforme se disminuye
el largo de C-terminal. La mutante mas corta, NitAtCA34, es inactiva, mientras
que las mutantes NitAtCA16 y NitAtCA29 retienen parte de su actividad especifica.
Para explicar estas diferencias se realizaron acoplamientos moleculares y
dinamicas moleculares. En las dinamicas moleculares, la distancia entre el azufre
de la cisteina catalitica y el carbono del grupo ciano del sustrato (D..s) es menor
en las mutantes mas activas. Esto concuerda con lo reportado anteriormente en la
literatura.

Los resultados obtenidos en este proyecto indican que eliminar el C-terminal puede
disminuir el tamano de los oligdmeros formados. No obstante, este enfoque altera
el plegamiento y la actividad de las mutantes. Todas las mutantes de RsV51BNit
fueron inactivas debido a la pérdida de estructura. Por el otro lado, las mutantes
de AtNit4 parecen plegarse correctamente y dejan de formar filamentos
helicoidales. Por Ultimo, la distancia D..s parece correlacionar con la actividad de
las mutantes durante las dinamicas moleculares y podria ser un predictor robusto
de la actividad.

En el caso de AtNit4, se pudo generar una mutante activa y con oligbmeros de
menor tamano. No obstante, tiene una actividad disminuida y es mas propensa a
agregarse.
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Introduccion

Las reacciones que se llevan a cabo en los organismos vivos estan mediadas por
grupo de biomoléculas denominadas enzimas. La gran mayoria de las enzimas son
proteinas, aunque existen enzimas formadas por RNA (Nelson, Cox & Lehninger,
2013). Estos catalizadores son capaces de distinguir entre distintos sustratos y
actuar de manera regioselectiva y enantioselectiva. Estas caracteristicas junto con
la capacidad de trabajar a temperatura y presion ambientales han permitido que
tengan una amplia variedad de aplicaciones en la industria (Singh et al., 2016).

Las nitrilasas son enzimas capaces de formar espirales cortas a hélices de tamano
variable y catalizan la hidrolisis de los nitrilos a sus respectivos acidos carboxilicos
(Thuku et al., 2009). Estas enzimas se han estudiado debido a sus aplicaciones en
la sintesis de compuestos quimicos. Se han usado exitosamente en la sintesis del
acido mandélico, del acido nicotico y del acido acrilico (Gong et al. 2012). A su
vez, las nitrilasas también son usadas en la sintesis de precursores de algunos
farmacos como la atorvastatina (Bergeron et al., 2006) y el clopidogrel (Zhang et
al., 2012).

La mayor limitante para manipular y aplicar a las nitrilasas es la falta de
estructuras (Thuku et al., 2009; Gong et al. 2012). Hasta la actualidad solo se
cuenta con cuatro estructuras resueltas (Raczynska et al., 2011; Zhang et al.,
2014; Mulelu et al., 2019). Recientemente, la criomicroscopia electronica permitio
resolver la estructura de las estructuras de las nitrilasas de Rhodococcus sp. V51B
(Sampieri, 2021) y la NIT4 de Arabidopsis thaliana (PDB: 6100; Mulelu et al., 2019).
Aunque los avances en criomicroscopia han permitido obtener la estructura de
complejos proteicos, sigue sin ser la opcion mas asequible.

Se ha propuesto que la simetria pentagonal de los oligomeros formados por las
nitrilasas es la responsable de impedir la formacion cristales (Thuku et al., 2007).
Unicamente dos de las cuatro estructuras resueltas se obtuvieron por cristalografia
de rayos X y por diversos motivos no tienen esta simetria pentagonal (Mueller et
al., 2006; Woodward et al., 2018). Por lo tanto, la eliminacion de las interacciones
que estabilizan la formacion de las hélices se ha propuesto como una estrategia
viable para cristalizar a las nitrilasas (Thuku et al., 2007).

Las estructuras recientemente obtenidas de las nitrilasas de Rhodococcus sp. V51B
(Sampieri, 2022) y la NIT4 de Arabidopsis thaliana (PDB: 6100; Mulelu et al., 2019)
por criomicroscopia muestran por primera vez las interacciones que estabilizan la
formacion de los oligdbmeros. En especial, el C-terminal extendido de las nitrilasas
es importante para estabilizar a los oligdmeros y no forma parte del sitio activo.
Por lo tanto, es un blanco ideal para ser mutado sin alterar el resto de la proteina.
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En el presente proyecto se estudia los efectos de la eliminacion de las regiones del
C-terminal que estabilizan la formacion de oligdmeros de las nitrilasas de
Rhodococcus sp. V51B y la NIT4 de A. thaliana. Dado que se cuentan con las
estructuras es posible crear mutantes racionalmente. Se espera que la eliminacion
de secciones del C-terminal disminuya el tamafno de los oligomeros formados,
generado mutantes activas y cristalizables. Esta estrategia podria implementarse
en otras nitrilasas cuya estructura se desconoce y con ello incrementar el nUmero
de estructuras conocidas con una técnica mas acequible.

12



Marco teorico

Nitrilos

Los nitrilos (RC=N) son los derivados organicos del acido cianhidrico (HC=N) y junto
a las sales del acido cianhidrico forman parte de los cianuros. Los nitrilos se
encuentran distribuidos a lo largo de todo el arbol de la vida, especialmente en
plantas, bacterias y hongos, y en menor medida en algas y artropodos.

En la naturaleza, los nitrilos se sintetizan principalmente por dos vias. La primera
via de sintesis es a través de una aldoxima deshidratasa, la cual elimina una
molécula de agua de una aldoxima y da la formacion del nitrilo correspondiente.
La segunda via es a través de una hidroxinitrilo liasa, la cual condensa un aldehido
y cianuro y da la formacion de la cianohidrina correspondiente. A su vez, existen
dos rutas enzimaticas distintas, por las cuales se pueden degradar los nitrilos: la
ruta de la nitrilasa y la ruta de la nitrilo hidratasa-amidasa (Fig. 1). Ambas rutas
terminan con la formacion del acido caboxilico correspondiente al nitrilo. Las
nitrilasas (EC 3.5.5.1) catalizan la transformacion directa de nitrilos organicos a
sus acidos carboxilicos correspondientes y liberan amonio. La hidrélisis del nitrilo
es catalizada también por la accion concertada de una nitrilo hidratasa (EC
4.2.1.84), que produce un intermediario amida y de una amidasa (EC 3.5.1.4), la
cual completa la transformacion al acido carboxilico correspondiente (Bhalla et
al., 2018).

OH

| 0

H\“C ?,N Aldoxima deshidratasa R‘_Cf’f

| Mitrilo Hidratasa 5

-H,O
3 R1—C:N +H?O
p— Amidasa +H:,D
/ Nitrilasa +2H,0

ﬁ Hidroxinitrilo liasa H1 Cf;’[} + NH
RV(-MH + He=N ) ’

OH
Figura 1. Principales vias en la sintesis y en la degradacion de los nitrilos en la naturaleza.
Tomado y editado de (Bhalla, Kumar, Kumar, Thakur & Savitri, 2018).
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La superfamilia de las nitrilasas

Las nitrilasas (EC 3.5.5.1) hidrolisan los nitrilos a sus correspondientes acidos
carboxilicos y liberan amonio en el proceso. Mientras, las cianuro dihidratasas (EC
3.5.5.1) hidrolizan el cianuro en formiato y también liberan amonio en el proceso.
Las cianuro hidratasas (EC 4.2.1.66) transforman el cianuro en formamida, sin la
liberacion de amonio (Pace et al., 2000). Las nitrilasas, las cianuro dihidratasas
(CynD) y las cianuro hidratasas forman una sola familia y a su vez esta familia es
una rama de la superfamilia de las nitrilas (Pace & Brenner, 2001; Thuku et al.,
2009).

Las enzimas de la superfamilia de las nitrilasas son hidrolasas que actuan sobre
enlaces carbono-nitrogeno, por lo que se les suele denominar la superfamilia de
las hidrolasas carbono-nitréogeno. Con base en la similitud de las secuencias y los
patrones de fusion de dominios, las enzimas de la superfamilia de las nitrilasas se
han clasificado en trece ramas, diez de las cuales tienen actividades conocidas o
predichas de amidasa o amidotransferasa (Tabla 1). Unicamente en la rama 1 se
encuentran las verdaderas nitrilasas. Cada una de las trece ramas tiene una
funcion bioldgica y especificidad de sustrato diferentes (Pace & Brenner, 2001).

Los eventos de fusion son frecuentes en esta superfamilia, en siete de las trece
ramas hay eventos de fusion y en tres ramas es una caracteristica constitutiva. La
rama 10 contiene dos proteinas, Nit1 y Nit2, y se predijo que ambas tenian
actividad de amidasa (Liu et al., 2013). En las moscas de la fruta y los nematodos,
Nit1 esta presente como una proteina de fusién con la proteina Fhit (fragile
histidine triad) mientras que, en los mamiferos, Nit1 y Fhit son dos proteinas
independientes y son codificadas por genes diferentes y cromosomas diferentes
(Huebner et al., 2011).
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Tabla I. Clasificacion de la superfamilia de las nitrilasas.

Rama de la superfamilia | Nitrilasa Amidasa Amidasa Carbamilasa Sustrato
reversa proteico
£ b _NH_ _NH;
R—C R—C R f‘:
NH-R, MH 2 (o]
1- Nitrilasa Si
2-Amidasa alifatica Si
3-Amidasa amino Si Si
terminal
4-Biotinidasa Si Si A veces
5- B- ureidopropionasa Si Si
6- Carbamilasa Si Si
7- NAD sintasa Predicho
procariota
8-NAD sintasa eucariota Predicho
9- Apolipoproteina N- Si Si Si
aciltransferasa
10- Nit y Si*
NitFhit Predicho
11- NBI 1
12- NBI 2 Predicho
13- No fusionados

En los renglones se indica la familia y en las columnas se indica el tipo de reaccion catalizada por
cada familia. Tomado y editado de (Pace & Brenner, 200). * (Liu et al., 2013)

A partir del analisis de las secuencias disponibles, y de las estructuras de la N-
carbamil-D-aminoacido-amidohidrolasa (DCase) de Agrobacterium sp. KNK712
(PDB: 1ERZ; Nakai et al., 2000) y la proteina de fusion de NitFhit de Caenorhabditis
elegans (PDB: 1EMS; Pace et al., 2000), Pace and Brenner (2001) infieren que las
enzimas de la superfamilia de las nitrilasas presentan una triada catalitica formada
por un glutamato, una lisina y una cisteina, E-K-C, y tienen un plegamiento Unico
aBBa “sandwich”. A la fecha se han depositado mas de cuarenta estructuras en el
PDB, encontrando la misma arquitectura en los distintos miembros de la
superfamilia (Kumari and Poddar, 2019).

La posicion de un segundo residuo de glutamato en el sitio activo (el glutamato
ciento cuarenta y dos en la amidasa de G. pallidus, PDB 2plq, glutamato ciento
cuarenta y seis en la DCase de Agrobacterium radiobacter, PDB 1FO6, glutamato
ciento cuarenta y seis en la formamidasa de Helicobacter pylori, PDB), muestra
que el nitrégeno amidico del sustrato esta a distancia de puente de hidrégeno. En
las estructuras mencionadas, la cadena lateral de este glutamico esta en una
posicion adecuada para actuar como una base general, por lo que se ha implicado
en el mecanismo de reaccion (Fig. 2; Thuku et al., 2009). Este glutamato se
conserva en todas las enzimas de la superfamilia, y su posicion se mantiene en
todas las estructuras resueltas, por lo tanto, la propuesta actual es una tétrada
catalitica.
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Figura 2. Aminoacidos del sitio catalitico de las nitrilasas. Estructura de la nitrilasa de
Rhodococcus sp. V51B (Sampieri 2022). En amarillo se marcan los cuatro residuos del sitio catalitico:
el glutamato cuarenta y ocho, la lisina ciento treinta y uno y la cisteina ciento sesenta y cinco de
la triada catalitica y el glutamato ciento treinta y ocho el cual es homdlogo al glutamato de la
amidasa de G. pallidus RAPc8 que se ha implicado en el mecanismo de reaccion (Kimani et al.,
2007). Imagen hecha en Pymol de RsV51BNit.

Clasificacion de las nitrilasas

Los analisis filogenéticos de las nitrilasas han permitido clasificarlas en subfamilias
o clados y hacer inferencias de su actividad, origen y funcion. En uno de los
trabajos pioneros se aislaron ciento treinta y siete nitrilasas de una biblioteca de
DNA ambiental de muestras provenientes de todo el mundo y se construyé un arbol
filogenético con las nitrilasas recién descubiertas y nueve nitrilasas previamente
caracterizadas, cuyas secuencias ya eran conocidas. Dos de estas nitrilasas, las de
Orzyay Arabidopsis, quedaron como grupos externos. En este trabajo, las distintas
secuencias de nitrilasas se clasificaron en seis clados y en cada uno se identificaron
propiedades enzimaticas de quimioespecificas y regioespecificas distintas. No se
encontraron relaciones filogenéticas entre los genes y la distribucion geografica
de las muestras. Casos de enzimas con secuencias similares provenientes de
regiones geograficas distantes son comunes. En varios clados se encontraron
agrupaciones de genes similares en regiones tropicales. Se ha propuesto que este
fenomeno pudiera deberse a eventos de rapida evolucion en ambientes tropicales
(Robertson et al., 2004).
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Las nitrilas de plantas se han dividido en dos familias dependiendo a cual, de las
cuatro nitrilasas de Arabidopsis thaliana son homologas. La familia NIT1 incluye a
las NIT1, NIT2 y NIT3 de Arabidopsis thaliana y la familia NIT4 contiene Unicamente
a NIT4. Hasta el momento, la familia NIT1 solamente se han encontrado en la
familia Brassicaceae. La mayoria de las nitrilasas de plantas conocidas son
homologas a la NIT4 de Arabidopsis thaliana y parecen ser ubicuas en plantas
superiores (Piotrowski 2008).

En Basidiomycota, los analisis filogenéticos han identificado dos clados con
porcentajes de similitud altos a nitrilasas fuera de la division. Uno de los clados,
tiene una alta similitud a las nitrilasas de plantas y el segundo grupo tiene una alta
similitud a las nitrilasas de Ascomycota, lo cual sugiere eventos de transferencia
horizontal de genes (Rucka et al., 2019).

Funcion biolégica de las nitrilasas

La funcion biolégica de las nitrilasas es desconocida en la mayoria de los
organismos y solamente se ha estudiado a profundidad en las plantas. No obstante,
se han propuesto algunas funciones probables de estas enzimas como la
participacion en procesos de reciclaje del nitrogeno, la proteccidon frente a
herbivoros, la participacion en el metabolismo de los cianoglucosidos y
glucosinolatos, o en la destoxificacion del cianuro de hidrogeno (HCN).

En bacterias, las nitrilas les proporciona la capacidad de utilizar a los nitrilos como
fuente de nitrogeno (Layh et al., 1998). Sin embargo, las nitrilasas son
relativamente raras en bacterias, en diez de los ciento ciencuenta genomas
bacterianos secuenciados en el estudio de (Robertson et al., 2004) contienen genes
de nitrilasa. O bien, en datos de mineria gendmica se encontraron ciento treintay
ocho nitrilasas entre dos mil genomas bacterianos, lo que implica que solo 6.8 %
de las bacterias expresan nitrilasas (Chhiba-Govindjee et al., 2019).

Podar et al (2005) realizan un analisis genomico y bioquimico de las familias de las
nitrilasas microbianas tratando de entender los eventos evolutivos que pudieron
dar forma a la organizacion de sus genomas y si la funcion de las nitrilasas podria
estar asociada a la naturaleza de los genes que la flanquean. Se encontré que
algunas de las nitrilasas de la subfamilia 1 se agrupan en una especie de operén
bastante conservado, formado por siete genes y nombrado Nit1C (Podar et al,
2005). Se encontro que el grupo de genes Nit1C esta asociado con la asimilacion
de cianuros y nitrilos, particularmente 2-hidroxinitrilos (Jones et al, 2018). Sin
embargo, hasta la fecha no existe evidencia experimental que demuestre la
participacion de este operdn en alguna funcién bioldgica.
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La nitrilasa de Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae es altamente especifica para
el herbicida bromoxinil (3,5-dibromo-4 hidroxibenzonitrilo). El gen de la nitrilasa
se encontrd asociado con genes de enzimas capaces de metabolizar el bromoxinil:
una deshalogenasa reductora, una 4-hidroxibenzoato3-monooxigenasa y una
protocatecuato 4,5-dioxigenasa (Chhiba-Govindjee et al., 2019).

En Basidiomycota el clado con alta similitud a las nitrilasas de Ascomycota, sugiere
que hubo eventos de transferencia horizontal por coinfeccion del mismo
hospedero, probablemente una planta. Se caracterizo una enzima del grupo, y se
encontré que tiene la capacidad de degradar cianuro. Aunado a la naturaleza
patdgena de los organismos estudiados, se propone que estas nitrilasas ayudan al
hongo a combatir los mecanismos de defensa de su huésped, los cuales liberan
cianuro (Rucka et al., 2019).

En plantas, tradicionalmente se ha asociado a las nitrilasas con la sintesis de acido
indol-3-acético (AlA) a partir de indol-3-acetonitrilo (IAN), debido a que la primera
enzima descrita, con la capacidad de metabolizar compuestos de tipo nitrilo, y
que catalizo esta reaccion, se aislo de hojas de cebada (Thimann y Mahadevan,
1964). Esta reaccion, intermediaria de la biosintesis de auxinas, también se ha
observado en extractos enzimaticos obtenidos de diversas plantas, principalmente
de la familia Brassicaceae. A la fecha esta claro que las nitrilasas son ubicuas en
el reino vegetal y se dividen en dos familias, NIT1 y NIT4.

La familia NIT4 esta presente en todas las plantas y tiene una funcion enzimatica
en la destoxificacion de cianuro endogeno producido por el catabolismo de
glucosidos cianogénicos, y durante la biosintesis de la hormona etileno. NIT4
cataliza la hidrdlisis de la B-ciano alanina a acido aspartico y asparagina
(Piotrowski, 2008). Por lo tanto, las funciones enzimaticas de las nitrilasas en
plantas son de defensa, destoxificacion, utilizacion y reciclaje de nitrogeno,
siendo la sintesis de auxina de menor importancia (Howden et al., 2009).

La familia NIT1 se ha relacionado con la via de biosintesis de la auxina AlA, a partir
de IAN. No obstante, se observé que NIT1 y sus homologos, NIT2 y NIT3, muestran
muy baja actividad con el IAN como sustrato tanto in vivo como in vitro (Agerbirk
et al., 2008). La presencia restringida de las NIT1-3 en la familia Brassicaceae,
sugiere que estan involucradas en la degradacion de nitrilos liberados a partir de
glucosinolatos, los cuales son compuestos de defensa de la planta y que se
encuentran en altas concentraciones en la familia Brassicaceae. Por ultimo, se ha
encontrado que NIT1 de Arabidopsis thaliana esta asociada a filamentos de
tubulina in vivo y al silenciar la expresion de los genes Nit1, Nit2 y Nit3, se observan
defectos en la citocinesis (Doskocilova et al., 2013). Esto sugiere que todavia se
desconoce partes importantes de la funcion bioldgica de las nitrilasas.
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Mecanismo de reaccion

Hasta hoy, no se cuenta con una estructura de nitrilasa con alglin analogo de
sustrato o intermediario en el sitio activo. El mecanismo de reaccion propuesto se
basa en analogias con otros miembros de la superfamilia en las cuales el sustrato,
un analogo o un intermediario se encuentran unidos al sitio catalitico. El
mecanismo de reaccion propuesto también se basa en acoplamientos moleculares
proteina-ligando con las estructuras de nitrilasas disponibles hasta el momento, en
particular la nitrilasa de Syechocystis sp. PCC6803 (PDBD: 3WUY; Zhang et al.,
2014).

El mecanismo de reaccion propuesto es el siguiente (Esquema 1): El grupo
sulfhidrilo de la cisteina catalitica es desprotonado por uno de los glutamicos
cataliticos, el cual actia como base general, activando a la cisteina. La cisteina
activada realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono del grupo ciano del
sustrato y se forma un complejo enzima-sustrato unido covalentemente (l). El
ataque de una molécula de agua al carbono del grupo ciano forma un intermediario
tetraédrico (ll). Este intermediario es estabilizado por el glutamato catalitivo y la
lisina catalitica (Ill). El enlace carbono nitrogeno, de lo que era el grupo ciano, se
rompe mediado por la lisina catalitica y se libera amonio (IVa). El ataque
nucleofilico de una segunda molécula de agua al carbono, de lo que era el grupo
ciano, regenera la enzima y libera el acido carboxilico correspondiente al nitrilo
(Va).

También se ha observado la formacion de amida por las nitrilasas (Piotrowski et
al., 2001). En este caso, el enlace entre el azufre de la cisteina catalitica y el
nitrogeno del grupo ciano se rompe, liberando la amida y reconstituyendo la
enzima (IVa). Algunos sustratos son mas proclives a formar amidas debido a los
impedimentos estéricos y a la electronegatividad del sustituyente alfa (Fernandes
et al. 2006; Williamson et al., 2010). También mutaciones puntuales pueden virar
la reaccién a la formacion de amidas al disminuir la distancia del carboxilo del
glutamato catalitico al grupo tiol de la cisteina catalitica y aumentar la distancia
del glutamato catalitico al nitrégeno del intermediario tetraédrico (Jiang et al.,
2017).
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Esquema 1. Mecanismo de reaccién propuesto para las nitrilasas. Cuando se hidroliza el enlace
carbono nitrogeno, la reaccion termina en la formacion del acido carboxilico (Via A). Cuando se
hidroliza el enlace carbono azufre, la reaccion termina en la formacion de amida (Via B).
Modificado de (Jandhyala et al., 2005).
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Estructuras resueltas de las nitrilasas

Hasta la fecha, se han resuelto las estructuras atomicas de cuatro nitrilasas. Los
monomeros de las nitrilasas resueltas presentan el plegamiento caracteristico de
la superfamilia, es decir, el plegamiento aBBa sandwich (Fig. 3). Las estructuras
de la nitrilasa de Pyrococcus abyssi (PDB: 31VZ; Raczynska et al., 2011) y la nitrilasa
de Syechocystis sp. PCC6803 (PDB: 3WUY; Zhang et al., 2014) se obtuvieron por
medio de cristalografia de rayos X. Mientras que, las estructuras de las nitrilasas
de Rhodococcus sp. V51B (Sampieri, 2021) y la NIT4 de A. thaliana (PDB: 6100;
Mulelu et al., 2019) se obtuvieron por medio de criomicroscopia electronica (Cryo-
EM). Las nitrilasas de P. abyssi (PaNit) y de Syechocystis sp. PCC6803 (Nit6803)
cristalizaron como dimeros y permitieron ver la superficie de interaccion a nivel
atomico. En las estructuras de la nitrilasa de Rhodococcus sp. V51B (RsV51BNit) y
la NIT4 de A. thaliana (AtNit4), las cuales se resolvieron por Cryo-EM, permitieron
ver la superficie de dimerizacion y otra superficie implicada en la formacion de
oligdbmeros (Fig. 3). En tres de las cuatro estructuras, el C-terminal se extiende
hacia el otro mondémero y en las dos estructuras resueltas por Cryo-EM, el C-
terminal se extiende a los dimeros aledanos (Fig. 3).

Es importante notar que tres de las cuatro estructuras hay regiones de la estructura
que no se pudieron resolver por distintas razones. La estructura de RsV51BNit no
corresponde a la estructura de la nitrilasa silvestre de Rhodococcus sp. V51B
completa. La estructura es de la mutante trunca NitRspCA39, la cual elimina
treinta y nueve residuos del C-terminal lo que promueve su ensamble en filamentos
helicoidales de gran tamano. Aparte de esos treinta y nueve residuos eliminados,
no se pudieron resolver los diez uUltimos residuos del C-terminal. En la estructura
de AtNit4 no se observaron los Gltimos diez residuos del C-terminal mas la etiqueta
de histidinas y una region que va del residuo dosciento cincuenta y dos al residuo
doscientos ciencuenta y seis. Tampoco se observaron lo primeros treinta y cuatro
residuos del N-terminal. En la etructura de la nitrilasa de Nit6803 no se observa
los Gltimos residuos de C-terminal debido a que un corte proteolitico eliminé los
ultimos cincuenta y seis residuos del C-terminal y modifico la forma en la que se
interaccionan los monomeros (Zhang et al., 2014; Woodward et al., 2018).
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Figura 3. Estructuras de la nitrilasas obtenidas hasta el momento. Cada monémero se marca en
un color diferente. La linea continua marca la superficie A y las rayas marca la superficie C. A)
Estructura de la nitrilasa de Pyrococcus abyssi (PDB: 3IVZ; Raczynska et al., 2011). B) Estructura
de la nitrilasa de Syechocystis sp. PCC6803 (PDB: 3WUY; Zhang et al., 2014). C) Estructura de la
NIT 4 de A. thaliana (PDB: 6100; Mulelu et al., 2019). D) Estructura de la nitrilasa de Rhodococcus
sp. V51B (Sampieri, 2022). E) Estructura de seis subunidades de NIT 4 de A. thaliana (PDB: 6100;
Mulelu et al., 2019). F) Estructura de las seis subunidades de la estructura previo de la nitrilasa de
Rhodococcus sp. V51B (Sampieri, 2022). Imagen hecha en Pymol.
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Cavidad del sitio activo de las nitrilasas resueltas

En las cuatro nitrilasas, la cavidad del sitio activo esta formada principalmente por
residuos hidrofébicos, y contiene los residuos de la tétrada catalitica CEEK
(Raczynska et al., 2011; Zhang et al., 2014; Mulelu et al., 2019). No obstante, la
forma en que cada una de las cavidades esta delimitada varia enormemente y tiene
implicaciones en su actividad catalitica. Esto se debe a que las cuatro nitrilasas
poseen varias inserciones y deleciones en esta region, las cuales alteran la
geometria o accesibilidad a los sitios activos (Fig. 4).

En contraste con las otras nitrilasas, la cavidad del sitio activo de AtNit4 contiene
varios residuos cargados aparte de la tétrada catalitica y no esta delimitada en un
Unico monémero. Un asa proveniente de otro monomero se proyecta al sito activo
de la subunidad adyacente y cierra la cavidad del sitio activo (Fig. 5C). Esta asa se
ubica entre las posiciones ochenta y dos, y noventa y siete con respecto al
alineamiento (Fig. 4), funcionando como una bisagra que limita el tamano maximo
del sustrato al que puede unir. Mutaciones en esta asa modifican la especificidad
por los sustratos que acepta AtNit4, pasando de ser especifica por B-ciano alanina
a transformar cianuro, 2-cianopiridina y 2-furonitrilo (Mulelu et al., 2019).

La nitrilasa de PaNit presenta un asa corta, que va del residuo doscientos
veinticuatro al residuo doscientos veintinueve, denominada “Binding loop” la cual
esta entre una hebra beta y una alfa hélice y es importante para la uniéon del
sustrato. En el cristal, esta asa se encuentra unida a iones acetato o bromuro, a
pesar de no contar con ningun residuo basico. La carga positiva proviene del
momento dipolar de la hélice 34¢ al final del “Binding loop” (Raczynska et al.,
2011).

En Nit6803, el asa correspondiente al “binding loop” es mas larga, del residuo
doscientos veinticuatro al residuo doscientos treinta y cuatro. Contrario a lo que
podria pensarse, el sitio activo de esta enzima queda mas expuesto al solvente y
se ha propuesto que es la razén de la amplia gama de sustratos que Nit6803 es
capaz de hidrolizar (Zhang et al., 2014). De acuerdo con el alineamiento, la
Nit6803 cuenta con dos inserciones mas. La primera insercion va del residuo
ochenta y tres al cien y la segunda insercion va del residuo doscientos sesenta y
uno al residuo doscientos noventa, los cuales se han propuesto como “binding
loops” (Zhang et al., 2014).

El sitio activo de RsV51BNit presenta varias inserciones al igual que Nit6803. Sin
embargo, el sitio activo de RsV51BNit se encuentra contenido en un solo
monomero. Ademas, presenta varios residuos aromaticos como el triptéfano
ochenta y seis, la fenilalanina doscientos uno y la fenilalanina doscientos treita y
cuatro de acuerdo con el alineamiento. A su vez, cuenta con una gran insercion
entre el residuo doscientos veintisiete y el residuo doscientos cuarenta, la cual
corresponde al “Binding loop” de PaNit.
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Figura 4. Alineamiento de las nitrilasas cuyas estructuras estan resueltas. En tonos de blanco a
gris la conservacion del sitio. En cuadros verde se marcan los residuos de la tétrada catalitica. En
recuadros azules las regiones que no se pudieron resolver de las estructuras. En recuadro naranja
se indica la seccion del C-terminal que se elimind en la mutante trunca NitRspCA39.
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C-terminal de las nitrilasas resueltas

Antes de contar con las estructuras atomicas de las nitrilasas, se reconocia la
importancia del carboxilo terminal (C-terminal) en la formacion de las superficies
de interaccion entre los monomeros para estabilizar las estructuras oligoméricas y
mantener la actividad catalitica (Thuku et al., 2009).

La primera estructura en la que se observo el C-terminal de las nitrilasas fue PaNit
(Fig. 3Ay 5A). En esta estructura, el C-terminal de cada monémero se proyecta al
exterior e interacciona con el C-terminal del otro monomero, estabilizando el
dimero (Raczynska et al., 2011). En la estructura de la Nit6803, no se observd
densidad electronica de un segmento del extremo C-terminal debido a que durante
el proceso de cristalizacion un corte proteolitico elimind los uUltimos cincuenta y
seis residuos (Fig.5 y 6B; Zhang et al., 2014).

Al
\,

Figura 5. Monémeros de las nitrilasas resueltas. A) Nitrilasa de Pyrococcus abyssi (PDB: 3IVZ). En
amarillo se marca el “Binding loop” y en varillas se marca la tétrada catalitica. B) Nitrilasa de
Synechocystis sp. (PDB: 3WUY). En amarillo se marca el “Binding loop” extendido, en rojo otras
inserciones implicadas en la union a sustrato y en varillas se marca la tétrada catalitica. C) Nitrilasa
4 de Arabidopsis thaliana (PDB: 6100). En amarillo se marca el loop que termina de formar el sitio
activo y en varillas se marca la tétrada catalitica. D) Nitrilasa de Rhodococcus sp. V51B (en proceso
de publicacion). En naranja se marca la insercion correspondiente al “Binding loop” de PaNit y en
varillas se marca la tétrada catalitica. Imagen hecha en Pymol.
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En los C-terminales de AtNit4 y de RsV51BNit se proyectan al exterior e
interaccionan con el C-terminal del otro monémero, pero, a diferencia de PaNit,
los C-terminales de AtNit4 y de RsV51BNit forman dos hebras betas (Fig. 5C y 5D).
Las hebras betas rio arriba del C-terminal de cada monémero interactGan entre si,
formando una hoja beta antiparalela y estabilizando el dimero (Fig. 3C y 3D). El
dimero formado, a su vez, proyecta sus dos hebras betas rio arriba de sus C-
terminales a las hojas beta de los dimeros aledanos e interactGa para formar una
hoja beta de cuatro cadenas (Fig. 3E y 3F; Mulelu et al., 2019). Como se observa
en la figura 6, los C-terminales de cada subunidad interactian con los C-terminales
de las subunidades aledanas. Esto confirma la importancia del C-terminal en la
estabilizacion de los oligdmeros.

B)

74

Figura 6. Estructura y representacion de la estructura de AtNit4. En la imagen se aprecia la
forma en que los C-terminales de cada monoémero interactan entre si, formando una hoja beta y
luego interactan con las hojas beta de los dimeros aledaios. Imagen hecha en PyMol.
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Oligbmeros

In vitro, la mayoria de las nitrilasas forman espirales cortas que constan de ocho a
veintidos subunidades o filamentos largos de tamano variable en solucion (Thuku
et al., 2009). Las unidades basicas de estos complejos supra moleculares son
dimeros inactivos en los que, los mondmeros se asocian a través de una interfaz
conservada en la mayoria de los miembros de la superfamilia, superficie A (ver
adelante; Woodward, et al., 2018). La oligomerizaciéon de estos dimeros conduce
a la formacion de espirales o fibras helicoidales y parece ser un prerrequisito
importante para la actividad de las nitrilasas (Thuku et al., 2009; Woodward, et
al., 2018).

Existen varios ejemplos de miembros de la rama de las nitrilasas capaces de formar
espirales cortas. Las nitrilasas de Fusarium solani 01y F. solani IMI196840 se han
estudiado por medio de filtracion en gel y se determind que forman oligomeros de
alrededor de catorce subunidades (Vejvoda et al., 2010). A partir de imagenes de
microscopia electronica de transmision (TEM) se encontré que la CynD de
Pseudomonas stutzeri y CynD de Bacillus pumilus C1 forman espirales de catorce
subunidades y dieciocho subunidades respectivamente (Sewell et al., 2003;
Jandhyala et al., 2003). Experimentos de exclusion molecular de Nit6803 sugieren
que forma un decamero en solucion y a partir del analisis de la estructura simétrica
del cristal, se determin6 que forma una espiral corta en forma de “C” (Zhang, et
al., 2014). La nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1 purificada a partir de la
cepa silvestre, se estudio por filtracion en gel y se determind que forma dimeros
inactivos. Al agregar benzonitrilo, su sustrato, o sales como el sulfato de amonio,
se agrega para formar decameros activos (Nagasawa et al., 2000). Los oligdbmeros
activos se han observado por TEM y se presentan como estructuras en forma de C,
las cuales se han interpretado como espirales cortas que no completan una vuelta
(Fig. 7; Thuku et al., 2007).
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Figura 7. Espirales cortas de la nitrilasa de R. rhodochrous J1. En la imagen se observan los
distintos oligomeros formados por la nitrilasa por microscopia electronica de transmision. Con
flechas negras se marca los oligbmeros en forma de “C” y en flechas blancas se marca un
contaminante identificado como GroEL. Tomado de (Thuku, et al., 2007).

Las enzimas de la rama de las nitrilasas también forman filamentos largos de
tamano variable. Imagenes de TEM han encontrado que la CynD de Neurospora
crassa (Dent et al., 2009), las Nit1 y Nit2 de Capsella rubella y Nit1 y Nit3 de A.
thaliana, las cuales pertenecen a la familia NIT1 forman filamentos largos
(Woodward et al., 2018). En estas nitrilasas se ha asociado el tamano del sustrato
catalizado con el giro helicoidal o “helical twist”. A mayor angulo de giro, menor
es el tamano del sustrato (Woodward et al., 2018), aunque hay otros
determinantes para la especificidad de las nitrilasas (Mulelu et al., 2019).
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Bajo ciertas condiciones, algunas enzimas de la rama de las nitrilasas son capaces
de formar tanto espirales cortas, como filamentos largos. Por ejemplo, la CynD de
B. pumilus C1 forma espirales a un pH entre seis y ocho, al disminuir el pH a 5.4
la CynD forma filamentos largos de tamano variable entre cincuenta nanometros a
trescientos nanometros. La formacion de filamentos por cambios en el pH es un
proceso reversible y esta acompanado de un ligero incremento en la actividad
(Jandhyala et al., 2005). El rango en el que se da la formacion de filamentos
corresponde al pKa del grupo imidazol de las histidinas, por lo que se ha propuesto
que varias histidinas en el C-terminal son las responsables de este cambio (Thuku
etal., 2009). En la nitrilasa de R. rhodochrous J1 los filamentos se forman al perder
los dltimos treinta y nueve residuos del C-terminal, ya sea por corte auto
proteolitico o al crear una mutante trunca que elimina este tramo del C-terminal
(Fig. 8; Thuku et al., 2007). En RsV51BNit el tamano de los filamentos formados se
incrementa al ir recortando el C-terminal y a su vez, incrementa la actividad de la
enzima (Gomez, 2016). La formacion de filamentos también se puede inducir al
agregar el sustrato benzonitrilo. En la mutante trunca NitRspCA49, la cual forma
filamentos mas cortos que NitRspCA39, al agregar benzonitrilo se induce la
formacion de filamentos largos, aunque sin sustrato forme filamentos
relativamente cortos.

3.85nm
77am 88

electronica de transmision. A) En la imagen se observan los filamentos formados por la nitrilsa que
sufrid un corte autoproteolitico. B) En la imagen se observan los filamentos formados por la
mutante trunca. Tomado de (Thuku, et al., 2007).
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Superficies de interaccion

A partir de imagenes de microscopia electronica de transmision y un modelo por
comparacion de la CynD de Pseudomonas stutzeri AK61, se identificaron las
superficies de la proteina que permitian la formacion de estructuras helicoidales
en la rama de las nitrilasas (Sewell et al.,2003). Algunas de estas superficies se
han observado a nivel atomico en las estructuras resueltas hasta el momento (Fig.
3). Otras superficies solo se han observado por microscopia electronica de
transmision a baja resolucion y, por lo tanto, su existencia queda en duda.

Las superficies A y B fueron las primeras en ser descritas. Ambas superficies se
observaron a nivel atomico en las estructuras de la DCase (PDB: 1ERZ; Nakai et al.,
2000) y la NitFhit (PDB: 1EMS; Pace et al., 2000). La superficie A corresponde al
eje Y, de la DCase y a la superficie este-oeste de NitFhit, y la superficie B
corresponde al eje Z, de la DCase y a la superficie norte-sur de NitFhit (Fig. 9). En
ambas enzimas la superficie A tiene una mayor extension que la superficie B (Pace
et al., 2000; Nakai et al., 2000). En el caso de la NitFhit, los residuos de la
superficie B no estan conservados, mientras que los residuos de la superficie A si
(Pace et al., 2000).

La superficie A se ha observado a nivel atémico tanto en las estructuras de las
nitrilasas PaNit (3IVZ; Raczynska et al., 2011), de Nit6803 (3WUY; Zhang et al.,
2014), AtNit4 (6100; Mulelu et al., 2019) y RsV51BNit (Sampieri, 2021; Fig. 4) como
en otros miembros de la superfamilia como, las formamidasas de Bacillus cereus
(PDB: 5G30; Martinez-Rodriguez et al., 2019) y de Helicobacter pylori 26695 (PDB:
2DYU; Hung et al., 2007); la B-alanina sintetasa de Drosophila melanogaster (PDB:
2VHH; Lundgren et al., 2008). Por lo tanto, parece que la formacion de un dimero
a través de la superficie A es una caracteristica conservada en la superfamilia e
implica que el bloque basico de construccion en la superfamilia de las nitrilasas es
un homodimero con una estructura aBBa-aBBa (Thuku et al., 2009).

Aparte de las superficies A y B, se han descrito otras superficies en diferentes
nitrilasas. Esas superficies son las responsables de la formacion de espirales cortas
y filamentos. La superficie mas importante para la formacion de las espirales
cortas y los filamentos es la superficie C. La superficie C es perpendicular a las
superficies Ay B y es a través de esta superficie que los dimeros interactuan entre
ellos (Fig. 9; Sewell et al., 2003). La superficie C se ha observado a nivel atomico
en la B-alanina sintetasa de D. melanogaster (2VHH; Lundgren et al., 2008), en
AtNit4 (PDB: 6100; Mulelu et al., 2019) y en RsV51BNit (Sampieri, 2021; Fig. 3).
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Figura 9. Superficies de interaccion en la familia de las superfamilias de las nitrilas. Estructuras
de los homotetrameros de la N-carbamil-D-aminoacido amidohidrolasa (DCase) y de NitFhit. En la
figura se marcan los ejes Ym, Zm, este-oeste y norte-sur. A) Homotetramero DCase con los ejes Ym
y Zm (PDB: 1ERZ; Nakai et al., 2000). B) Homotetramero de la proteina de fusion de NitFhit de
Caenorhabditis elegans con los ejes norte-sur y este-oeste (Pace et al., 2000). Tomado y editado
de (Nakai et al., 2000; Pace et al., 2000).

Las mutaciones en la superficie C tienen efecto sobre el estado oligomérico y la
actividad. Por ejemplo: se han generado mutantes inactivas al eliminar secciones
de dichas regiones en la CynD P. stutzeri AK61 y B. pumilus C1 (Sewell et al.,
2005). Se ha realizado “cysteine scanning” en dos regiones diferentes de la
superficie C de la CynD de B. pumilus C1. La mayoria de las mutaciones tienen
efectos sobre el estado oligomérico y la actividad de la enzima (Park et al., 2016).
En AtNit4, las paredes que delimitan el sitio activo no provienen de la misma
subunidad. Un asa entre el residuo ochenta y dos y el residuo noventa y siete
proveniente de la subunidad aledana, forma una de las paredes (Fig. 3C). La
formacion de oligdbmeros a través de la superficie C es importante, ya que completa
el sitio activo. Las mutaciones R95T L169A S224Q, las cuales se ubican en la
superficie C, permiten que Nit4 obtenga actividad a una gama mas amplia de
sustratos (Mulelu et al., 2019). La superficie C se ha observado a nivel atomico en
la B-alanina sintetasa de D. melanogaster (2VHH; Lundgren et al., 2008), en AtNit4
(PDB: 6100; Mulelu et al., 2019) y en RsV51BNit (Sampieri, 2022; Fig. 4).
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Figura 10. Reconstrucciones tridimensionales de los filamentos de algunas nitrilasas y CynD. En
la figura se marcan las superficies de interaccion. Tomado de (Thuku et al., 2007). A) Espiral de
CynD Pseudomonas stutzeri AK61 (Sewell et al. 2003). B) Filamento de la CynD de Bacillus pumilus
C1 (Scheffer, 2006). C) Filamento de la nitrilasa de R. rhodochrous J1 (Thuku et al., 2007). D)
Filamento de la CynD de Neurospora crassa (Dent et al., 2009). E) Filamento de la CynD de
Gloecercospora sorghi (Woodward et al., 2008). En la imagen se indican la ubicacion de las
superficies de interacion A, C, D, Ey F. Tomado de (Thuku et al., 2007).

Al completarse una vuelta de la espiral o de un filamento, da la posibilidad de
formar interacciones a través del surco de la espiral o del filamento (Fig. 10; Thuku
et al., 2009). La primera de estas superficies es la superficie D, la cual permite
que interactlen las hélices alfas de los extremos del dimero aBBa-aBBa. La
superficie D solo se ha observado en las reconstrucciones tridimensionales de los
filamentos a partir de las imagenes de TEM de la CynD de P. stutzeri AK61 (Sewell
et al.,2003), la CynD de Bacillus pumilus C1 (Scheffer, 2006), la nitrilasa de R.
rhodochrous J1 (Thuku et al., 2007) y la CynD de Neurospora crassa (Dent et al.,
2009; Fig. 10 A-D).

La otra superficie de interaccion a través del surco de la espiral o filamento es la
superficie F. Esta superficie solo se ha observado en las reconstrucciones
tridimensionales de los filamentos de la CynD de Neurospora crassa (Dent et al.,
2009) y la CynD de Gloecercospora sorghi (Woodward et al., 2008). En las otras
reconstrucciones de los filamentos, solo se aprecia un agujero en esta ubicacion
(Fig. 10 D-E).

A diferencia del resto de las superficies mencionadas anteriormente, la superficie
E no tiene simetria rotacional. Es decir, la superficie E esta formada por dos
regiones diferentes, mientras que el resto de las superficies es la misma region
que interactla consigo mismas. La superficie E solo se ha observado en la de CynD
Pseudomonas stutzeri AK61(Sewell et al. 2003; Fig. 10 A). La presencia de esta
superficie impide el crecimiento de los filamentos y genera una espiral corta con
un numero determinado de unidades (Park et al., 2016).
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En la estructura de un dodecamero de AtNit4, se ha visto a nivel atomico las
interacciones a traveés de las superficies Ay C (Fig. 3). Sin embargo, no se observan
interacciones en las superficies D, E y F (Mulelu et al., 2019). Se espera que el
analisis de la estructura de RsV51BNit permita confirmar o negar la existencia de
estas superficies. En caso de no existir las interacciones a través de la superficie
D o F, la formacion de filamentos largos dependeria Gnicamente en las superficies
A y C. En este sentido, el C-terminal tiene una contribucion importante a las
superficies Ay C y adquiere mayor relevancia en estabilizar los filamentos.

Funcion del C-terminal en las nitrilasas

Antes de contar con las estructuras de las nitrilasas, ya se sabia que el C-terminal
tiene un papel importante en aspectos tan diversos como el estado oligomérico, la
actividad enzimatica, la estabilidad o el rango de pH al que la enzima es activa.
Un primer indicativo de la importancia del C-terminal son los efectos en la enzima
de las deleciones de diferentes secciones del C-terminal. Al eliminar cincuenta y
cinco residuos del C-terminal la nitrilasa de R. rhodochrous J1, cincuenta y seis
residuos del C-terminal de Nit6803, cincuenta y un residuos del C-terminal de la
CynD de Bacillus pumilus C1 y treinta y cuatro residuos del C-terminal de la CynD
de Pseudomonas stutzeri, se generan mutantes inactivas (Sewell et al.,2005;
Thuku et al., 2007; Mulelu et al., 2019). La eliminacion de secciones mas pequeinas
del C-terminal puede generar mutantes activas con distintos efectos.

En el caso de la nitrilasa de Pseudomonas fluorescens EBC191, la eliminacion de
secciones cada vez mas largas del extremo C-terminal disminuye la actividad de la
enzima con mandelonitrilo y 2-fenil propionitrilo y también disminuye la
termoestabilidad de las mutantes. Ademas, se altera la proporcion de acido y
amida formado y la enantioselectividad de la enzima con mandelonitrilo y 2-fenil
propio nitrilo (Kiziak, Klein & Stolz, 2007).

La eliminacion de fragmentos del C-terminal también puede aumentar la actividad
y el estado oligomérico. Al eliminar los Ultimos treinta y nueve residuos del C-
terminal de la nitrilasa de R. rhodochrous J1, pasa de formar dodecameros a
filamentos activos de tamano largo variable (Fig. 8; Thuku et al., 2007). Al realizar
cortes cada vez mas largos sobre el C-terminal nitrilasa de RsV51BNit, se ha visto
el aumento gradual del tamano de los filamentos formados y de la actividad de las
enzimas (Goémez, 2016). En este proyecto se logré eliminar hasta treinta y nueve
residuos del C-terminal y formar una enzima activa (Gomez, 2016). Experimentos
posteriores en el laboratorio generaron una enzima activa al eliminar cuarenta y
nueve residuos del C-terminal. Al eliminar cincuenta residuos del C-terminal se
generd una enzima activa, por lo que el limite es de cuarenta y nueve residuos.
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También, existen ejemplos en los que se ha implicado al C-terminal sin ser el
objetivo del estudio. En el caso de la CynD de B. pumilus C1 al cambiar el pH de
7.8 a 5.4, la enzima pasa de formar espirales cortas a formar filamentos largos
(Jandhyala et al., 2003). En este proceso se ha implicado a varias histidinas del C-
terminal debido al pKa del grupo imidazol. Al disminuir el pH los residuos se
protonan y adquieren una carga positiva. La cercania de estas cargas genera
repulsion en la luz de la espiral, expandiendo su diametro, lo que evita se den las
interacciones de la superficie E que llevan a la formacion de las espirales cortas
(Fig. 10) y provocando el alargamiento de la espiral (Thuku et al., 2009). En
experimentos de evolucion dirigida en la nitrilasa de Acidovorax facilis ZJB09122
para encontrar mutantes con una mayor termoestabilidad, sin perder la
regioselectividad, dos de las tres mutaciones obtenidas ocurrieron en el C-terminal
(Xu et al., 2018).

Una propuesta interesante, ya conociendo la importancia del C-terminal, es crear
mutantes truncas con la intencion de mejorar alguno de estos parametros. Un buen
ejemplo son las quimeras de la CynD de Pseudomonas stutzeri AK61 y Bacillus
pumilus C1. Al intercambiar el C-terminal de la CynD de B. pumilus C1 en la CynD
de P. stutzeri AK61 se generan mutantes inactivas; mientras que el C-terminal de
P. stutzeri AK61 en la CynD de B. pumilus C1 genera mutantes activas (Sewell et
al.,2005). Un caso interesante es el resultado de cambiar el C-terminal de la CynD
de B. pumilus C1 por el C-terminal de P. stutzeri AK61. Aunque no se alteran los
parametros cinéticos, el rango de pH en el que la enzima es activa aumenta, asi
como la termoestabilidad (Crum et al., 2015). Las quimeras de la nitrilasa de
Pseudomonas fluorescens EBC191 con el C-terminal de las nitrilasas de R.
rhodochrous o A. faecalis tienen parametros similares a la nitrilasa silvestre.
Cuando el fragmento del C-terminal intercambiado es muy largo, la nitrilasa se
comporta como las mutantes truncas mencionadas anteriormente (Kiziak, Klein &
Stolz, 2007). Esto parece indicar que hay secciones del C-terminal que son
importantes para la actividad, la enantioselectividad y la termoestabilidad (Kiziak,
Klein & Stolz, 2007).
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Métodos in silico en las nitrilasas

El aumento del poder de computo y la cantidad de informacidon biologica
depositada, han permitido el desarrollo de técnicas computacionales para estudiar
problemas bioldgicos. En la actualidad se presenta un incremento en el uso de
técnicas computacionales como el acoplamiento molecular y la dinamica
molecular y se refleja en el nUmero publicaciones en las que son usadas (Chen,
2015; Hollingsworth & Dror, 2018). Ademas, en la era post-gendémica se cuenta con
una gran cantidad de secuencias depositadas, aunque la funcion y actividad de las
proteinas codificadas de estas secuencias depositadas se desconoce. No obstante,
al unir esta informacion con la informacion de las estructuras resueltas y las
enzimas caracterizadas es posible encontrar enzimas con alguna actividad en
especifico.

Uno de los métodos computacionales mas empleados en la actualidad es la mineria
de genomas, la cual permite encontrar y anotar un gran numero de secuencias y
suele ser mas rapida que los métodos tradicionales, como los medios selectivos,
para descubrir nuevas enzimas. Por ejemplo, con la finalidad de encontrar
nitrilasas con actividad por mandelonitrlo, Seffernick et al. (2009) usaron técnicas
de mineria de genomas y encontraron doscientas doce nitrilasas. Posteriormente,
se seleccionaron tres nitrilasas con base a los motivos de secuencia en cinco
regiones claves para la actividad de las nitrilasas. Dos de las tres nitrilasas
seleccionadas tienen una alta actividad por mandelonitrilo, demostrado la eficacia
de esta técnica (Seffernick et al., 2009).

También se han usado la mineria de datos y los motivos de secuencia para agrupar
a las nitrilasas. Sharma & Bhalla (2012) disenaron y validaron motivos de secuencia
de aminoacido especificos para nitrilasas aromaticas y nitrilasas alifaticas con base
en la secuencia de nitrilasas ya caracterizadas. Con estos motivos de secuencia, se
identificaron ciento trinta y ocho nuevas nitrilasas en dos mil genomas bacterianos.
Seleccionaron nueve de las ciento treinta y ocho secuencias y las caracterizaron.
Las nitrilasas descubiertas presentan tendencias por nitrilos aromaticos y
alifaticos. No obstante, las nitrilasas son capaces de hidrolizar mas de un tipo de
nitrilo, a pesar de pertenecer a otro grupo (Sharma et al., 2017).

Recientemente, la diferencia entre la cantidad de secuencias depositadas y las
enzimas caracterizadas se ha incrementado con el surgimiento de nuevas técnicas
de secuenciacion “Next-generation sequencing”. Una de las propuestas es usar
métodos computacionales como el “Machine learning” para anotar las secuencias.
En el caso de las nitrilasas, este método tiene una tasa de éxito del 95 % para
diferenciar nitrilasas aromaticas de alifaticas. Estas nuevas técnicas pueden ser
usadas para predecir las caracteristicas y funciones de las secuencias obtenidas
(Sharma et al., 2018).
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Otras técnicas computacionales han sido importantes en el estudio de las
nitrilasas. Las dinamicas moleculares y los acoplamientos proteina ligando han
permitido explicar y predecir la actividad de algunas nitrilasas con un éxito
considerable. Una dinamica molecular en USCF Chimera permitio explicar la
funcion de la insercion entre las posiciones ochenta y nueve y noventa y dos de
acuerdo con el alineamiento y por qué la modificacion de la arginina noventa y
cinco por treonina altera la actividad de AtNit4 (Fig. 4; Mulelu et al., 2019). Los
resultados indican que esta insercion funciona como una puerta para el sitio activo.
Modificaciones en esta region abren o cierra el sitio activo al solvente y alteran su
tamano.

Debido a que el primer paso del mecanismo de reaccion implica el ataque
nucleofilico del tiol de la cisteina catalitica al carbono del grupo nitrilo, se ha
propuesto que la distancia entre el azufre de la cisteina catalitica y el carbono del
grupo ciano (D..s) podria ser un indicativo de la actividad. A menor distancia entre
el tiol de la cisteina catalitica y el carbono del grupo nitrilo, es mas probable que
se dé un ataque nucleofilico (Zhang et al., 2014). La distancia D..s en conjunto con
la orientacion del grupo ciano en la cavidad catalitica, se han usado para estudiar
la actividad catalitica de varias nitrilasas de los basidiomycota Trametes
versicolor, Armillaria gallica y \a cianuro hidratasa de Stereum hirsitum. El analisis
no predijo con exactitud la actividad de estas con distintos sustratos. No obstante,
predijo la actividad de Stereum hirsitum y Armillaria gallica con cianuro de
hidrogeno. La actividad por cianuro de la cianuro hidratasa de Stereum hirsitum,
era esperada, mientras que la actividad de la nitrilasa de Armillaria gallica fue
inesperado (Rucka et al., 2019).

En la nitrilasa de Syechocystis sp. PCC6803 (Nit6803) se realizo dinamica molecular
con la enzima silvestre y algunas mutantes contra dos sustratos, fumaronitrilo y 3-
cianopiridina. Se encontré6 que la distancia D..s correlacionaba bien con los
parametros cinéticos de esta enzima con fumaronitrilo. Al usar 3-cianopiridina, se
encontré que permitia distinguir la baja actividad de la enzima silvestre y la mayor
actividad de las mutantes. Incluso, se probd la dinamica con un control, una
mutante inactiva, y se encontrdé una distancia mayor a la silvestre (Zhang et al.,
2014).
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Las dinamicas moleculares también se han utilizado para alterar la actividad de la
nitrilasa Nit6803 para formar amida como producto de la reaccion enzimatica.
(Jiang et al., 2017) realizé dinamicas moleculares en un complejo enzima sustrato
con Nit6803. Al realizar las dinamicas con distintas mutantes de Nit6803 se
encontré que si la diferencia Ds, - Dh.o € menor a cero, la enzima tendia a la
formacion de amina y si la diferencia era mayor a cero, se daba la formacion del
acido carboxilico. En esta prueba, Ds, es la distancia entre el azufre de la cisteina
catalitica y el oxigeno mas cercano del grupo acido del glutamato cincuentay tres,
uno de los residuos cataliticos y Dy, es la distancia entre la distancia entre el
nitrogeno del grupo ciano y el oxigeno mas cercano del grupo acido del glutamato
cincuenta y tres. Estos ejemplos parecen indicar que las técnicas computacionales
podrian hacer buenas predicciones de la actividad de alguna nitrilasa ante cierto
sustrato.
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Antecedentes

En el laboratorio se trabaja con tres nitrilasas como modelos experimentales: la
nitrilasa de Rhodococcus sp. V51B; y NIT2 y NIT4 de Arabidopsis thaliana.

La enzima mas estudiada en el laboratorio es la nitrilasa de Rhodococcus sp. V51B
(RsV51BNit), la cual fue aislada en el laboratorio (Leyva, 2009) y ha sido
ampliamente estudiada. RsV51BNit puede hidrolizar benzonitrilo, acrilonitrilo,
propionitrilo, adiponitrilo y valeronitrilo. Se estimé el tamano de RsV51BNit por
filtracion en gel y dispersion dinamica de luz (DLS). El peso estimado por filtracion
en gel de RsV51BNit corresponde a un oligdmero formado entre diez a doce
subunidades. Mientras, por DLS se estimoé un R, de 15 nmy un peso de 406.1 + 68.2
kDa que corresponde a diez subunidades (Caliz, 2015). Ambos concuerdan en el
numero de subunidades que forma el oligdmero de RsV51BNit.

Se ha estudiado el efecto de las modificaciones del C-terminal de RsV51BNit en la
actividad y en la capacidad para formar filamentos. Anteriormente, se encontro
que al eliminar treinta y nuve residuos de la nitrilasa de R. rhodochrous J1, esta
forma filamentos (Thuku, et al., 2007). En él, se estudio sistematicamente el
efecto de eliminar progresivamente secciones cada vez mas grandes del C-terminal
de RsV51BNit. Se en contré que al ir recortando el C-terminal se incrementa la
actividad y el tamano de los oligdmeros hasta eliminar treinta y nueve residuos,
NitRspCA39 (Gomez, 2015). Al eliminar cuarenta y nueve residuos del C-terminal,
NitRspCA49, el tamaino de los oligdbmeros se reduce, aunque la enzima es activa.
Si se elimina un residuo mas del C-terminal, NitRspCA50, genera una
mutanteinactiva lo que sugiere que cuarenta y nueve residuos es el limite de
residuos que se pueden eliminar.

Mutaciones a lo largo del C-terminal pueden alterar el tamafno de los oigomeros y
la actividad de las enzimas. La insercidon de una lisina en la posicion trescientos
treinta y nueve, y la mutacion de la glicina trescientos reinta y ocho por un
glutamato aumentan ligeramente la actividad y el tamafo de los oligobmeros. La
mutacion de la prolina trescientos treinta y uno por una tirosina o una alanina
provoca que las enzimas pierdan estructura. Como consecuencia, las enzimas
resultantes pierden actividad y son proclives a formar agregados (Larranaga,
2019).
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La formacion de filamentos de RsV51BNit también se puede inducir con la adiccion
de benzonitrilo, un sustrato. Al eliminar secciones cada vez mas largas del C-
terminal, el efecto es mas marcado. La nitrilasa silvestre no presenta un cambio
significativo en el tamano tras la adicion del benzonitrilo, mientras que la
NitRspCA39 forma agregados con un R, en el orden de miles de nanémetros. Aunque
NitRspCA49 no forma oligobmeros tan grandes, al agregar benzonitrilo es capaz de
formar agregados del mismo orden que NitRspCA39.

Como se menciond anteriormente, Arabidopsis thaliana cuenta con cuatro
nitrilasas divididas en dos familias. La familia NIT1 esta formada por NIT1, NIT2 y
NIT3 y la familia NIT4 esta formada exclusivamente por NIT4 (Piotrowski, 2008).
En el grupo de trabajo se ha caracterizado la actividad de NIT2 por 2-
metilglutaronitrilo,  3-fenilpropionitrilo,  4-fenilbutironitrilo,  acrilonitrilo,
adiponitrilo, cianuro de alilo, cinamonitrilo, crotononitrilo, octanonitrilo,
propionitrilo y valeronitrilo y la actividad de NIT4 a B-ciano alanina, 2-
metilglutaronitrilo, 3-fenilpropionitrilo, 4-fenilbutironitrilo, adiponitrilo, cianuro
de alilo y valeronitrilo. Ademas, en el caso de NIT4 se estudia el efecto de
mutaciones en la actividad y en la capacidad de formar filamentos.

Recientemente, se publico la estructura de NIT4 de Arabidopsis thaliana, AtNit4,
(Mulelu et al., 2019) y en el grupo de trabajo se obtuvo la estructura de la mutante
trunca NitRspCA39 de la nitrilasa Rhodococcus sp. V51B. La estructura, no se ha
publicado, pero se cuenta con una estructura previa. Ambas estructuras amplian
el conocimiento que se tiene de las estructuras de las nitrilasas y permite visualizar
por primera vez la superficie C a nivel atomico. Se espera que el analisis de estas
estructuras abra la posibilidad de comprender las interacciones responsables de la
formacion de filamentos y la posibilidad de crear mutantes racionalmente que
afecten el estado oligomérico y la actividad.
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Justificaciéon

De acuerdo con las estructuras de AtNit4 y RsV51BNit el C-terminal ayuda a
estabilizar las superficies de interaccion Ay C por medio de dos hebras betas que
interactlan con los C-terminales de las subunidades aledanas. Esto sugiere que
estas dos regiones podrian ser importantes para la afinidad de estas superficies de
interaccion y, en consecuencia, alterar el nUmero de subunidades que conforman
los oligdmeros. Ademas, en las nitrilasas la formacion de oligbmeros es un proceso
ligado a la actividad de estas. Dado que el C-terminal se proyecta fuera de la parte
globular de la enzima y no forma parte de la cavidad del sitio activo, las
modificaciones del C-terminal pueden alterar el estado oligomérico de las enzimas
con el menor impacto posible en el sito activo. Son estas razones las que convierten
al C-terminal en un blanco interesante para ser modificado.

Se propone que el conocimiento brindado por las estructuras obtenidas permita
crear mutantes racionalmente que alteraren estado oligomérico. Se espera que los
conocimientos obtenidos de este proyecto puedan ser aplicados en otras nitrilasas.
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Hipotesis

Dado que las estructuras tridimensionales resueltas de las nitrilasas de Arabidopsis
thaliana y Rhodococcus sp. V51B muestran que el C-terminal es crucial para
estabilizar los filamentos helicoidales, se espera que la eliminacion de secciones
del C-terminal modifique la interacciones entre subunidades, con lo cual se
modifica la estructura de las proteinas.

Obijetivo principal

Generar mutantes en las nitrilasas de Rhodococcus sp. V51B y A. thaliana que
eliminen las interacciones que estabilizan los filamentos helicoidales y obtener
una unidad oligomérica minima, activa y cristalizable.

Objetivos particulares

e Disefar mutantes en las nitrilasas de Rhodococcus sp. V51B y A. thaliana
que eliminen las interacciones de las superficies de interaccion

e Determinar el efecto de las mutaciones en la actividad de las enzimas

e Estimar la estructura secundaria de las mutantes con dicroismo circular para
conocer el efecto de las mutaciones en el plegamiento

e Medir los radios hidrodinamicos de las mutantes por dispersion dinamica de
luz para estimar el estado oligomérico

e Conocer los estados oligomericos de las mutantes por medio de TEM

e Estudiar el sitio activo de las mutantes por medio de acoplamiento
molecular y dindmica molecular para conocer el efecto de las mutaciones
en el sitio activo
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Metodologia

Evaluacién de las estructuras

Antes de realizarse cualquier analisis con los las estructuras de la nitrilasas de
AtNit4 (PDB: 6100; Mulelu et al., 2019) y de RsV51BNit, ambas estructuras se
evaluaron en los servidores MolProbity y SWISS-MODEL (Chen et al., 2009). En
Moprobity se evaluaron los contactos, las distancias y angulos de los enlaces
covalentes, la probabilidad de los rotameros y la concordancia de los valores de ¢
y @ con los valores teoricos posibles. Ademas, se analizaron las estructuras con los
puntajes de CaBLAM y Z-score. Estos puntajes se incluyeron en el servidor
MolProbity para evaluar especificamente estructuras resueltas por Cryo-EM
(Prisant et al., 2019; Sobolev et al., 2020).

El Z-score compara todos los valores ¢ y y de una estructura con los valores @ y y
de una biblioteca de estructuras resueltas por cristalografia de rayos x a alta
resolucion. El Z-score indica que tan probable es encontrar la distribucion de los
valores de ¢ y @ de una estructura (Sobolev et al., 2020). CaBLAM (C-Alpha Based
Low-resolution Annotation Method) calcula una serie de valores a partir del
carbono a de cada aminoacido y los compara con una biblioteca de estructuras a
alta resolucion. El calculo se extiende a una ventana de cinco aminoacidos y
permite inferir la posicion del carbono del enlace peptidico (Prisant et al., 2019).
En el servidor de SWISS-MODEL se obtuvo el score de MolProbity, el cual es una
combinacion ponderada del logaritmo de otros puntajes. Entre los puntajes que
incluye se encuentra el clashscore, porcentaje de aminoacidos en posiciones no
favorecidas en el grafico de Ramachandran y el porcentaje de rotameros no
favorecidos (Chen et al., 2009).

También se reporta el valor de QMEAN por residuo en el servidor de SWISS-MODEL.
El puntaje va de cero a uno, en el cual uno indica un aminoacido es ideal y cero
no es ideal. Valores menores a seis décimas se consideran problematicos. El
puntaje usa la interaccion atomo, interaccion entre los CB, el empaquetamiento
alrededor del residuo en cuestion, los angulos ¢ y g del resduo en cuestion y los
dos aledanos, la concordancia en la accesibilidad al solvente de la estructuray la
calculada por ACCpro, la concordancia en la estructura secundaria y la calculada
por PSIPRED, la accesibilidad al solvente en calculado A% por DSSP, el
empaquetamiento de CB, Clash score y el nimero de Ca a 15 A (Studer et al.,
2019).
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Aparte de estos dos servidores se usO Rosetta para evaluar la calidad de la
estructura. Se uso6 la funcion score de Rosetta, la cual evalla la energia de una
molécula al asignarle un puntaje. Este puntaje tiene la misma convencion que la
energia libre de Gibbs, por lo que valores negativos, indican estructuras favorables
y valores positivos indican estructuras desfavorables. Por Ultimo, se uso el
protocolo Rd.HMM, el cual se basa en la obtencion de la secuencia de aminoacidos
a partir de la estructura de la cadena principal de una proteina (Martinez-Castilla
& Rodriguez-Sotres, 2010). A partir de las secuencias obtenidas se genera un
modelo oculto de Markov y se busca la secuencia de una base datos. En el trabajo
se tomaron dos mondmeros y se generaron diez secuencias por monémero. Cada
secuencia al azar se reconstruy6 diez veces. Por lo tanto, se generaron cien
secuencias a partir del cual se genero un modelo oculté de Markov. En AtNit4 se
usaron las cadenas F y G y en RsV51BNit se uso las cadenas C y D.

Refinamiento de la estructura de AtNit4

Los resultados de la evaluacion de la estructura de AtNit4 indicaron que la
estructura contenia problemas, por lo que se decidi6 refinar. Antes de refinar la
estructura se reconstruyo6 una region no resuelta en Coot. Esta region se encuentra
entre el residuo doscientos cincuenta y dos y el residuo doscientos setenta y cinco.
El primer paso de relajamiento consistio en relajar la estructura en Rosetta. El
segundo paso fue ajustar la estructura al mapa de potencial de Coulomb publicado
con Refmac. Se volvio a evaluar la estructura y se refinaron problemas puntuales
a mano con Coot. El proceso se repitio hasta que ela estructura dejé de mejorar.
En ese momento los puntajes indicaban que la calidad de la estructura habia
mejorado y se mantuvo un buen ajuste al mapa de potencial de Coulomb.

Red de interacciones de residuos

Se construyd una red de iteraciones de residuos de las estructuras de AtNit4 y de
RsV51BNit en el servidor Ring 2.0, para decidir que posiciones mutar por codones
de paro. Se usaron las distancias dadas por defecto del servidor para calcular el
tipo de interacciones entre los aminoacidos. Se indicé que la red no tuviera
interacciones redundantes. Las redes de interacciones generadas se descargaron y
analizaron en el programa Cytoscape.

De este proceso se plantearon las posiciones doscientos noventa y tres, doscientos
noventa y cuatro, trescientos y trescientos tres de RsV51BNit para ser mutadas por
un codon de paro y generar las mutantes truncas NitCRspA74, NitCRspA73,
NitCRspA66 y NitCRspA64 respectivamente. Tambien se plantearon las posiciones
trescientos veintidds, trescientos veintisiete y trescientos cuarenta para ser
mutadas por un coddon de paro y generar las mutantes truncas NitAtCA34,
NitAtCA29 y NitAtCA16 respectivamente.
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Acoplamiento molecular con AutoDock VinA flexible

Se realizé acoplamiento molecular flexible de RsV51BNit con una lista de sustratos
estudiados anteriormente en el laboratorio en el programa AutoDock Vina. Los
residuos de la cavidad catalitica se ubicaron manualmente en PyMol y se marcaron
como residuos flexibles. La lista de sustratos provino de un trabajo anterior en la
que se probo una lista de sustratos (Romero, 2018). Los sustratos se descargaron
de PubChem y se prepararon en Babel. Se realizaron acoplamientos moleculares
con un maximo de ciento cincuenta modelos, con una exhaustividad de veinte, y
un rango de energia de 7 kcal/mol.

Acoplamiento molecular AutoDock4 hidratado

Se realizé acoplamiento molecular flexible de nitrilasa AtNit4 con el sustrato, B-
ciano alanina, hidratado en el programa AutoDock4. Los residuos de la cavidad
catalitica se ubicaron manualmente en PyMol y se marcaron como residuos
flexibles. Se realizd un acoplamiento molecular con la B-ciano alanina y como
control se realizd acoplamiento molecular con la B-ciano alanina sin hidratar. EL
sustrato se descargoé de PubChem y se preparo en el programa Avogadro. Se realizo
una bulsqueda con un algoritmo genético con una poblacion de trescientos,
veinticinco millones de evaluaciones, veintisiete mil generaciones y cien
resultados. Debido a la forma en la que se reportan los resultados del acoplamiento
molecular AutoDock4 hidratado solo se reporté el resultado con la mayor afinidad.
Por lo tanto, del control solo se reporté el resultado con mayor afinidad.

Seleccién de conformaciones

Los resultados de acoplamiento molecular se guardaron como un archivo pdb y se
analizaron en PyMol. Se usaron dos argumentos para seleccionar los resultados
reportados. El primer argumento fue la menor distancia entre el carbono del grupo
ciano y el azufre de la cisteina de la tétrada catalitica, ya que esta distancia se ha
correlacionado con la actividad de una enzima en dinamica molecular (Zhang et
al., 2014). El segundo argumento fue la conformacion con la mayor afinidad
calculado por el programa de acoplamiento molecular.
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Estimacion de la afinidad la superficie A y la superficie C por acoplamiento
Proteina-Proteina

Se estimé la afinidad de las superficies de interaccion Ay C en la nitrilasa AtNit4
y sus mutantes truncas NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34; y RsV51BNit y sus
mutantes truncas NitCRspA64, NitCRspA66, NitCRspA73 y NitCRspA74 al realizar
acoplamiento molecular proteina-proteina en el servidor ClustPro. Las mutantes
truncas se generaron al eliminar los residuos del C-terminal correspondientes a
cada mutante en PyMol. La energia reportada proviene de la energia de la
conformacion mas cercana a la posicion original de la proteina seleccionada como
ligando, la cual se conoce debido a que tanto AtNit4 como RsV51BNit se resolvieron
como oligdbmeros. La funcion de energia de ClustPro tiene cuatro factores: fuerza
de atraccion, fuerza de repulsion, interacciones de Van der Waals y una energia
de desolvatacion (Kozakov et al., 2017). La superficie A de RsV51BNit se evalud al
usar la cadena C como receptor y la cadena D como ligando. La superficie C de
RsV51BNit se evaluo al usar las cadenas C y D como receptor y las cadenas Ay B
como ligando. La superficie A de la AtNit4 se evalud al usar la cadena E como
receptor y la cadena F como ligando. La superficie C de AtNit4 se evalud al usar
las cadenas C y D y como receptor y las cadenas E y F como ligando. La energia
reportada es la energia de la conformacion mas poblada.

Dinamicas moleculares de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 con B-ciano alanina

Antes de iniciar la dinamica, se protond AtNit4 en USCF Chimera. Las argininas y
lisinas estan protonadas y los glutamatos y aspartatos estan desprotonados. ELl
sustrato B-ciano alanina se prepard en el programa Avogadro. La posicion inicial
del sustrato provino de un acoplamiento molecular en AutoDock4 Vina en la cadena
F. Se usaron seis subunidades, para garantizar que el dimero de en medio tuviera
todos los contactos necesarios. Las distintas mutantes truncas, NitAtCA16 y
NitAtCA29, se generaron al eliminar las regiones del C-terminal correspondiente a
cada mutante en PyMol. La dindamica molecular se realiz6 en Amber 14 con el
campo de fuerza ff99SB. El campo de fuerza para el ligando fue Generalized
Amber Force Field (GAFF). EL complejo enzima sustrato fue solvatado en un
octaedro de agua TIP3P y se usaron iones de sodio para neutralizar la carga de la
enzima. El sistema se equilibré durante 100 ps a una temperatura de 303.15 k y se
corrié una dinamica durante 20 ns a 303.15 k. Los valores de RMSD, RMSF y la
distancia entre el carbono del grupo ciano y el azufre de la cisteina de la tétrada
catalitica D.s a lo largo de la dinamica se calcularon en cpptraj.
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Calculo la energia de unién proteina-ligando con MM/PBSA y MM/GBSA

Se calculd la energia de unidn entre AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29; y la B-ciano
alanina en Amber 14 con los métodos de Dinamica molecular y calculos de area
superficial con el método Poisson Boltzmann (MM/PBSA) y Dinamica molecular y
calculos de area superficial con el método Born Generalizado (MM/GBSA). Se
escogio un intervalo 17.5y 19.5 ns, ya que en esta conformacion se encontraron
las diferencias mas claras en la distancia D..s. El calculo de MM/PBSA se realiz6 con
una fuerza ionica de 0.1, mientras que el calculo de MM/GBSA se realizé con una
concentracion de sal de 0.1 e igb = 2.

G = Ebnd + Eel + EVdW + an + Gpol —TS (1)

El calculo de la energia se hace con la ecuacion 1, en la que Ep,g representa la
energia de los enlaces (enlaces, angulos y dihedrales), E¢ representa las
interacciones electroestaticas, E,qw representa las interacciones de Van der Waals,
Gnp representa la contribucion nopolar a la energia libre de solvatacion y Gpol
representa la contribucion polar a la energia libre de solvatacién. La diferencia
entre MM/PBSA y MM/GBSA es como se calcula la contribucion polar a la energia
libre de solvatacion ya sea, con el método Poisson Boltzmann (PB) o con el método
Born Generalizado (GB). TS es la entropia multiplicada por la temperatura en
Kelvin. En este projecto no se conteplo la entropia por su coste computacional.

AGping = (Gp, — Gp — G1)py, (2)

Para calcular la energia de union proteina ligando, se calcula la energia de la
proteina ligando unidos (Gp.), la proteina sola (Gp) y el ligando solo (G ) usando la
ecuacion 1. Posteriormente, la energia de union se calcula con la ecuacion 2
usando los resultados anteriores. Debido a que el calculo de energia proviene de
una Unica dinamica molecular con el ligando unido a la proteina, el calculo de Gp
y G se hace con la misma dinamica. En esta condicion el término Eyng se cancelan,
ya que no hay una diferencia entre la proteina y el ligando unidos o separados.
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Transformacion bacteriana de células quimiocompetentes

Se transformaron células quimiocompetentes de Escherichia coli (DH5aq,
Rosetta™(DE3)pLysS o BL21-pGro7) al mezclar 50 pl de células con 2.5 pl de
plasmido (pET-22b(+), pET-24b(+) o pGEM®-T Easy Vector) con el gen de interés.
Primero, las células con el plasmido se incubaron 15 min en hielo, para favorecer
la mezcla homogénea de ambas. Después, las células con plasmido se pasaron a un
bano maria a 42 °C durante 55 s. Posteriormente, se retiraron las células del bafo
y se incubaron 2 min en hielo. Luego, las células con plasmido se resupendieron en
1 ml de medio Luria Bertani (LB) Posteriormente, las células se incubaron 1 h a 37
°C y 200 rpm. Por ultimo, las células se sembraron en cajas de medio LB solido y
se dejaron en la incubadora toda la noche a 37 °C. Las células BL21(DE3) pLysS se
sembraron en cajas con cloranfenicol. Las células BL21-pGro7 se sembraron en
cajas con cloranfenicol y arabinosa. Las células Rosetta™(DE3)pLysS se sembraron
en cajas con cloranfenicol.

Purificacion de DNA por lisis alcalina

Antes de empezar la purificacion, se inocularon tubos con 10 ml de medio LB con
células E. coli DH5a transformadas con el plasmido y gen de interés. Se incubaron
a 37 °C a 200 rpm. Al dia siguiente se cosecharon las células y la pastilla formada
se resuspendio 100 pl de una solucion, 50 mM de glucosa, 10 mM de EDTA, lisozima
10 mg/mL y Tris-HCl a pH 8.0. Posteriormente, se incubaron 45 min a 37 °C. Al
acabar la incubacion, se agrego 200 pl de una solucion recién preparada de 0.2 M
de NaOH y 4 % SDS y se incubd la mezcla 10 min en hielo. Al terminar, se adiciono
150 pl de una solucién 5 mM de Acetato de Potasio a pH 5. La mezcla recién hecha
se volvid a incubar en hielo y después de 10 min de incubacion en hielo, se
centrifugd la muestra a 14000 rpm durante 5 min. Se recupero el sobrenadante y
se le agrego6 200 pl de fenol y 200 pl de cloroformo, formando dos fases. La fase
superior se recuper6o y se le agregdé 750 pl de 2-propanol y se incubo 3 h a
temperatura ambiente. Luego, la muestra se centrifugd a 14000 rpm durante 15
min. La pastilla formada se recuper6 con cuidado y se desecho la fase acuosa. Por
ultimo, se elimind el fenol restante por medio de lavados con alcohol etilico al 70
%.
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Subclonacién

Primero, el plasmido con el gen a ser subclonado y el vector y el receptor ya
purificados se digirieron con las enzimas de restriccion Hindlll-HF y Ndel, ambas
proveidas por NEB, usando el protocolo de la tabla Il. La mezcla se incubd 4 h a 37
°C. Al acabar la incubacion, los fragmentos linealizados, productor de la digestion,
se separaron en un gel de agarosa al 1 %.

Tabla Il. Concentracion de reactivos para la digestion

Reactivo Cantidad

DNA 4000 ng

Buffer 10X CutSmart (NEB) 8 ul

Hindlll-HF 4 ul

Ndel 4l

H,0 Completar a 80 pl

Una vez separadas los distintos fragmentos en el gel, se tiio el gel con Bromuro de
etidio. Las bandas de los fragmentos correspondientes al vector receptor y el
inserto de interés se cortaron. El inserto y el plasmido linealizado se recuperaron
con el kit “Agarose Gel Extraction Kit” de Jena Bioscience. Una parte del DNA
recién purificado y linealizado se corrid en un gel de agarosa 1 % para estimar la
concentracion y confirmar la presencia del inserto.

Para la ligacion se usé el kit “T4 DNA Ligase” de Thermofisher. La proporcion
vector inserto para la ligacion se calcularon por medio del programa
“NEBioCalculator”. Las concentraciones usadas en la ligacion se encuentran en la
tabla Ill. La reaccion de ligacion se dejo un minimo de un dia y un maximo de tres
dias a 16 °C.

Tabla Ill. Concentracion de los reactivos para la ligacion.

Reactivo Cantidad
pET-24b(+) : inserto 1:3

10X T4 DNA Ligase Buffer 2 ul

T4 DNA Ligase 1l

H,0 Completar a 20 pl
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Sobrexpresion de las mutantes de RsV51BNit, NitCRspA64, NitCRspA66,
NitCRspA73 y NitCRspA74

Antes de la sobreexpresion, se inocularon 10 ml de medio LB con células
quimiocompetentes de Escherichia coli BL21-pGro7 transformadas con las
mutantes de RsV51BNit en el plasmido pET-24b(+) y se dejé crecer toda la noche.
Al dia siguiente, se inocul6 un litro de medio LB con el medio con células. Tanto
el litro de medio como los diez mililitros de medio contienen kanamicina a una
concentracion de 30 pg/mL y cloranfenicol a una concentracion de 25 pg/mL y al
litro de medio también se anadié Arabinosa a una concentracion de 50 mg/mL. El
medio se incubo a 37 °C a 200 rpm hasta alcanzar una densidad optica 0.6 a 600
nm y luego, se adiciond Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) hasta una
concentracion final de 0.4 mM y se incub6 6 h a 22 0 30 °C a 200 rpm. Al finalizar
la induccion, el litro de medio se centrifugd a 5000 rpm durante 20 min y se guardd
la pastilla.

Lisis por sonicacion de las células BL21-pGro7

Las pastillas se resuspendieron en 40 mL de amortiguador de lisis (100 mM Tris,
150 mM KCl 'y 1 mM EDTA) o en 40 mL de amortiguador 20 mM Tris, 1 mM EDTA y
0.150 M NaCl pH 7.8 y se adiciono fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMFS) disuelto
en dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion final 0.2 mM. Las células
resuspendidas se rompieron por sonicacion con un procesador ultrasonico de 500
W de la marca Cole-Parmer ® al aplicar diez pulsos de 35 % de amplitud durante
10 s y descansos de 1 min entre pulso. Las células fragmentadas se centrifugaron
a 6000 rpm durante 20 min. La pastilla se desecho y se recupero el sobrenadante.

Purificacion de las mutantes de RsV51BNit, NitCRspA73 y NitCRspA74

En el primer paso de purificacion de las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74, se
adicion6 al sobrenadante, sulfato de amonio hasta el 20 % de saturacion. El
sobrenadante se incubo de uno a tres dias a 4 °C y después, se centrifugd a 15000
rpm durante 20 min. La pastilla de proteinas precipitadas con sulfato de amonio
se resuspendié en 5 ml de amortiguador A.1 (50 mM KH2PO4, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTAy 14.25 mM B-Mercaptoetanol a pH 7.8) y se dializd una noche en ese mismo
buffer. Antes de inyectar la muestra, se filtro la muestra. Luego, se inyecto en la
columna S-300 a un flujo de 0.5 mL/min. Las fracciones resultantes se analizaron
por SDS-PAGE y las fracciones mas puras se juntaron y concentraron. Después, las
proteinas se inyectaron en una columna de intercambio anionico HiTrap Q HP. Las
proteinas se eluyeron en un gradiente de 0.1 a 1 M de NaCl a un flujo de 5 mL/min.
Las fracciones resultantes se analizaron por SDS-PAGE y las fracciones mas puras
se juntaron y concentraron. La muestra se dializé una noche en 50 mM KH2P04,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA y 14.25 mM B-Mercaptoetanol a pH 7.0 (Amortiguador
A.2) y por ultimo, se volvio a pasar por la columna de intercambio aniénico HiTrap
Q HP con un gradiente de 0.1 a 1 M de NaCl a un flujo de 5 mL/min.
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Purificacion de las mutantes de RsV51BNit, NitCRspA64 y NitCRspA66

Aunque las mutantes NitCRspA64 y NitCRspA66 presipitam con sulfato de amonio,
no se pudieron resolubilizar. Por lo tanto, se uso un método diferente. Las células
se rompieron por sonicacion en un amortiguador 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.150 M
NaCl y 0.2 mM PMSF a pH 7.8. Las células fragmentadas se centrifugaron a 6000
rpm durante 20 min. La pastilla se desechd y se recuperd el sobrenadante. ELl
sobrenadante se paso por una columna de intercambio anionico HiTrap Q HP. El
amortiguador de inici6 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl y 14.25 mM B-
mercaptoetanol a pH 7.8 y se incrementd la concentracion de sal usando el
amortiguador 20 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 M NaCl y 14.25 mM B-mercaptoetanol a
pH 7.8. Las proteinas eluyeron al 20 % del amortiguador del buffer 1 M de NaCl, es
decir eluy6 a una concentracion de 305 mM de NaCl. Las proteinas se dializaron en
amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM, 150 mM de NaCly 1 mM de EDTA a pH
7.0 y se volvieron a pasar por una columna de intercambio aniénico HiTrap Q HP.
Las proteinas eluyeron al 40 % de amortiguador 1 M de sal es decir a 490 mM de
NaCl. Por dltimo, las fracciones resultantes se concentraron y se pasaron por una
columna de filtracion en gel S-300.

Sobrexpresion de las mutantes de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34.

Antes de la sobreexpresion, se inocularon 10 ml de medio LB con células
quimiocompetentes de Escherichia coli Rosetta™(DE3)pLysS transformadas con las
mutantes de AtNit4 en el plasmido pET-22b(+) y se adiciond ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ y cloranfenicol a una concentracion de 25 pg/mL. EL
medio se dejo crecer toda la noche. Al dia siguiente, se inoculdo 250 ml de medio
LB con el medio con células. Los 250 ml de medio también tienen ampicilina a una
concentracion de 100 pg/ y cloranfenicol a una concentracion de 25 pg/mL. El
medio se incubo a 37 °C a 200 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica 0.6. Luego,
se adiciond IPTG hasta una concentracion final de 0.4 mM y se incubé 8 ha 22 °C
a 200 rpm. Al finalizar la induccion, los 250 ml de medio se centrifugaron a 5000
rpm durante 20 min y se guardo la pastilla.

Lisis por sonicacion de las células Rosetta™(DE3)pLysS

La pastilla se resuspendio en 10 mL de amortiguador A (NaH2PO4 20 mM, Imidazol
5 mM, 500 mM NacCl). Las células resuspendidas se rompieron en el sonicador con
procesador ultrasonico de 500 W de la marca Cole-Parmer ® al aplicar 10 pulsos
de 35 % de amplitud durante 10 s y descansos de 1 min entre pulso. Las células
fragmentadas se centrifugaron a 6000 rpm durante 20 min. Antes de sonicar se
adiciono fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMFS) disuelto en Dimetilsulfoxido (DMSO)
a una concentracion final 0.2 mM. La pastilla se desechd y se recuperd el
sobrenadante.
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Purificacion de las mutantes de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34.

El sobrenadante se filtré y se inyect6 a una columna de afinidad HisTrap HP. La
proteina eluyo alrededor del 20 % de amortiguador B (NaH2PO4 20 mM, Imidazol
500 mM, 500 mM NaCl). Se juntaron las fracciones mas puras y se concentro.
Inmediatamente, la muestra se dializd en un amortiguador de KCl 100 mM y
fosfatos de potasio 100 mM a pH 7. 8.

Caracterizacién cinética

La caracterizacion cinética de la enzima se realizd siguiendo la formacion de
amonio. Los ensayos se realizaron en un volumen de 1 ml en amortiguador de
fosfatos de potasio 100 mM a pH 7. 8. Las reacciones se detuvieron al agregar 100
ul de acido clorhidrico 2 N. La concentracion de amonio se midié con el reactivo
comercial Spectroquant (MERCK®), el cual se basa en la reaccion de Berthelot
(esquema 2). La actividad especifica se reporté como pmol NH4 formado sobre min
de reaccion y miligramos de enzima usados ([NH4]/min mg (proteina)). En el
método de deteccion de amonio, el amonio reacciona en condiciones alcalinas con
el hipoclorito formando una cloramina, la cual a su vez reacciona con un derivado
fenolico, en este caso timol, formando una N-cloroimina de quinona y se usa
nitroprusiato como catalizador. El nitroprusiato funciona como catalizador en el
paso anterior. Por ultimo, la molécula N-cloroimina de quinona reacciona con un
derivado fenolico formando indofenol. En condiciones alalinas, el indofenol se
desprotona generando una coloracion azul y se puede leer la absorbancia a 690
nm.

NHy + OCIT ——————— NH.Cl+OH

_ — [Fe{LNhDNGE' ;—‘»
ﬂ{:} ¥ NHCl + 30H :-=r~d-{*| + 3H.,0
£ \,

D_{f;)_N-El + O 4_5 4< \ lNA( \} —0  + HCI
Blue
p {;‘:“1 o 7 %—DH .
" Yellow

Esquema 2. Pasos de la reaccion de Berthelot. Tomado de Afkhami, A. & Norooz-Asl, R., (2008).
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Dicroismo Circular

Las mediciones de dicroismo circular se realizaron en el espectropolarimetro
Chirascan ™ equipado con un portaceldas tipo Peltier para el control de la
temperatura y la celda tiene un recorrido 6ptico de 0,1 cm para UV-lejano. El
espectro de dicroismo circular resultante es un promedio de cinco mediciones en
el rango de 200 a 250 nm a una velocidad de 1 nm/s. Antes de medir las enzimas,
se centrifugaron, filtraron por filtros de 0.22 pmy ajusté su concentracion final de
0.2 mg/ml en un amortiguador de 100 mM fosfatos a pH 7.8. Antes de medir, las
proteinas se centrifugaban y filtraban.

Estimacion de la estructura secundaria

Se estimo6 el porcentaje de estructura secundaria a partir de los espectros de
dicroismo circular con el paquete CDPro, el cual contiene tres programas CDSSTR,
ContinLL y SELCON3. Los tres programas se basan en comparar el espectro de
dicroismo circular obtenido con los espectros de proteinas cuya estructura se
conoce. Se escogio la base de datos con mayor nimero de espectros y cuyos rangos
sean compatibles con las mediciones entre 200-250 nm. Los datos reportados son
el promedio de los tres programas incluidos en el paquete, CDSSTR, ContinLL y
SELCONS3. La frecuencia absoluta se calculé al multiplicar el nUmero de residuos
por las frecuencias relativas obtenidas.

Desplegamiento térmico

En la misma muestra con la que se obtuvo el espectro de dicroismo circular, se
obtuvo la transicion del desplegamiento térmico. La medicion se realizo de 20 a
90 °C a una velocidad de 1 °C/min y a una concentracion de 0.2 mg/mL. La
temperatura se ajusto al final con el termopar del equipo. La transicion se midio
con los cambios en seial de dicroismo circular a 208 nm, ya que las nitrilasas tienen
un minimo a 208 nm. Ninguna de las transiciones térmicas fue reversible, por lo
tanto, no fue posible estimar el resto de los parametros termodinamicos. A pesar
de no ser reversibles, las transiciones se ajustaron a un modelo de dos estados,
para obtener la temperatura media de transicion aparente (Tmapp) la ecuacion 3.

AH 1 1
_ (m1x+b)+(m2x+c)e( R G tm) 3
B L1y )
14e* R 'x tm
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La ecuacion 3 se obtiene de la ecuacion de van 't Hoff, donde “AH” es la entalpia
expresada en kcal/mol, “R” es la constante de los gases ideales (expresada en Kcal
K/mol de proteina, “Tm” es la temperatura media de transicion en K, “y” es la
variable dependiente y es la fraccion desnaturalizada y “x” es la variable
independiente y es la temperatura en K. En la ecuacién la pretransicion y la
postransicion se ajustaron a dos rectas, donde “m:” es la pendiente de la
pretransicion y “b” la ordenada al origen de la pretransicion, “m;” es la pendiente
de la postransicion y “c” la ordenada al origen de la postransicion. El ajuste se
realizd en el programa OriginPro por medio de iteraciones con el algoritmo de

Levenberg-Marquardt.

Medicién del radio hidrodinamico por dispersiéon dinamica de luz

Las proteinas purificadas en amortiguador de 100 mM fosfatos a pH 7.8 se
centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min y se recuperaron los sobrenadantes.
Después, se filtraron los sobrenadantes en un filtro Millipore™ Millex-GV de 0.22
pum. Se midio la concentracion y se ajusto la concentracion a 0.2 mg/mL al agregar
amortiguador de 100 mM fosfatos a pH 7.8 filtrado. Las muestras se transfirieron
a una cubeta de cuarzo y se estimaron los radios hidrodinamicos (Ry) por dispersion
dinamica de luz en un equipo Zetasizer® (Malvern™). El radio hidrodinamico de
las mutantes se midio en periodos de 10 min a 25 °C.

Microscopia electronica con tincion negativa

Las proteinas purificadas en amortiguador de 100 mM fosfatos a pH 7.8 se
concentraron hasta una concentracion aproximada de 0.5 mg/ml. Mas tarde, las
proteinas se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min y se recuperaron los
sobrenadantes. Después, se filtraron los sobrenadantes en un filtro MilliporeTM
Millex-GV de 0.22 pm. Se midio la concentracidon de concentracion y se ajusto la
concentracion a 0.4 mg/mL al agregar amortiguador de 100 mM fosfatos a pH 7.8,
previamente filtrado. Para preparar las muestras se realizé una dilucion 1 a 4 (0.1
mg/ml) justo antes de preparar la muestra. Se agregaron 10 pl de proteinas a las
rejillas. Se dejaron reposar por un minuto y luego se secé la rejilla. Después, se
agrego 10 pl de acido fosfotungstico (PTA) al 2 % y se dejo reposar a por 30 s antes
de quitar el PTA. Las micrografias se observaron en un microscopio electronico
JEM-1200EX Il a 80 000 V en el instituto de fisiologia de la UNAM.
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Resultados

Evaluacion de las estructuras de las nitrilasas RsV51BNit y AtNit4

Antes de realizarse los analisis in silico con las estructuras de la nitrilasas de AtNit4
(Mulelu et al., 2019) (PDB: 6100) y de la estructura de RsV51BNit, se evaluron las
estructuras y en caso de ser necesario, se refinaron. Los mapas de potencial
obtenidos por Cryo-EM y las estructuras alcanzaron una resolucion maxima de 3.4
A. En ambas estructuras no se pudieron resolver los ultimos diez residuos del C-
terminal y en el caso de la estructura AtNit4 tampoco se resolvieron una region
que va del residuo doscientos cincuenta y dos al residuo doscientos cincuenta y
seis. Tampoco se resolvieron los primeros treinta y cuatro residuos del N-terminal.
Ambas estructuras se evaluaron en los servidores MolProbity y SWISS-MODEL y se
uso el programa Rosetta y el protocolo Rosetta-HMMR.

En los servidores MolProbity y SWISS-MODEL se evaluaron los valores de la
geometria del Ca, CB y rotameros; la distribucion de los valores de ¢ y y; el
puntaje de MolProbity; el puntaje del Z-score y el puntaje de CaBLAM el puntaje
de MolProbity de las estructuras de RsV51BNit y AtNit4.

De acuerdo con el servidor MolProbity tanto AtNit4 como RsV51BNit tienen mas del
80 % de sus aminoacidos con angulos de torsidon ¢ y g favorables, mientras que
AtNit4 tiene casi el 90 % de sus rotameros en conformaciones favorecidas y
RsV51BNit solo el 57 %. Es importante notar que en ambos casos son porcentajes
menores a lo ideal. Se calculé el puntaje de MolProbity de la estructura de
RsV51BNit. Si el puntaje de MolProbity es menor a la resolucion de la estructura,
se considera una buena estructura (Chen et al., 2009). El puntaje de MolProbity
de RsV51BNit es alto y mayor que la resolucion de la estructura, indicando
problemas en la estructura, mientras que el puntaje de MolProbity de AtNit4 es
bajo y menor a la resolucion de la estructura, indicando una buena estructura
(Tabla 1V).

También, se calcularon los puntajes de CaBLAM y Z-Score, lo cuales son utiles para
evaluar los problemas que los puntajes tradicionales no podrian notar en las
estructuras resultas por Cryo-EM (Prisant et al., 2019; Sobolev et al., 2020).
CaBLAM calcula una serie de valores a partir del Ca y los cinco Ca aledanos y los
compara con los valores de una biblioteca (Prisant et al., 2019). Los valores de
CaBLAM indica que un porcentaje relativamente alto de los aminoacidos de ambas
estructuras no tienen valores ideales y deberian revisarse. El Z-score indica que
tan probable es la distribucion de los valores de @ y @ en una estructura. Valores
de Z-score entre menos dos a dos se consideran normales, mientras que valores
fuera de este rango se consideran poco probables. El valor del Z score de RsV51BNit
es menor a menos tres y el valor del Z score de AtNit4 es menor a menos cinco.
Esto indica que pueden existir problemas en la estructura, aunque no sean
evidentes.
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Tabla IV. Evaluacion de las estructuras de RsV51BNit y de AtNit4.

AtNit4 RsV51BNit
Antes de Después de Antes de Después de | Meta
refinar refinar refinar refinar
Rotameros pobres 2.72% 0.13% 26.52 % 0.06 % <0.3 %
Rotameros 89.59 % 98.96 % 57.47 % 99.30 % >98 %
favorecidos
Valores atipicos de 0.73 % 1.18 % 2.22 % 1.01 % <0.05
Ramachandran %
Valores 83.04 % 93.41 % 88.36 % 92.49 % >98 %
favorecidos de
Ramachandran
Desviaciones de CB 0.79 % 1.02 % 1.87 % 1.41 % 0%
Enlaces pobres 0.05% 0.13% 1.44 % 0.7 % 0%
Angulos pobres 0.15% 0.34% 1.71 % 0.6 % <0.1%
Z score -5.33+0.11 -0.83+0.13 -3.65+0.17 -1.97+0.18 | Z
score |
<2
Valores atipicos 2.9% 3.2% 2.9% 2.8% <1.0%
CaBLAM
Valores atipicos de 0.8% 1.02 % 0.8% 0.75 % <0.5%
geometria de Ca
Puntaje de 2.41 1.52 3.86 1.74
MolProbity
Resolucién del 3.4 3.4 3.8 3.8
mapa de potencial
de Coulomb (4)
Clash score 6.99 3.03 51.86 5.10
Rosetta Energy 6449.681 -3242.744 15534.003 -1271.943 <0
Units (REU)
Porcentaje de 40.21 % 78.27 % 47.85 % 88.01 %

residuos
encontrados con
Rosetta-HMMR
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En el servidor SWISS-MODEL se evaluaron los valores QMEAN por residuo de las
estructuras (Fig. 11). Los valores de QMEAN por residuo va del cero al uno, donde
uno es lo ideal. En la estructura de RsV51BNit, la mayoria de los valores de QMEAN
por residuo son alto en las regiones centrales de la estructura. Los aminoacidos en
las cercanias de las superficies de interaccion y a lo largo del C-terminal tienen
valores bajos, indicando que estas son las zonas mas problematicas. En AtNit4, los
valores de QMEAN por residuo son cercanos a uno a lo largo de todo el modelo, lo
cual indica que el modelo de AtNit4 tiene mejor calidad que RsV51BNit.

Aparte de usar los puntajes resultantes de un servidor, se evaluaron las estructuras
en Rosetta. La primera evaluacion se basé en la funcion score de Rosetta, la cual
asigna un puntaje llamado Rosetta energy units (REU). Este puntaje no tiene
verdaderas unidades, pero tiene la misma convencion que la energia libre de
Gibbs. Por lo tanto, valores menores a cero son favorables y mientras menor sea
el valor de REU, mejor es la calidad de la estructura. La segunda evaluacion
examina la relevancia bioldgica de las estructuras con el protocolo de Rosetta-
HMMR, el cual reconstruye la secuencia de residuos a partir de la posicion del de
la cadena principal de la proteina. A partir de las secuencias armadas, se construye
un modelo oculto de Markov. Una estructura de buena calidad es capaz de
recuperar su secuencia inicial entre sus primeras opciones y recobrar un
porcentaje alto de los aminoacidos debe identificados correctamente. Tanto
RsV51BNit como AtNit4 tienen un puntaje positivo de REU, lo que indica que las
estructuras son desfavorables (Tabla IV). El protocolo Rosetta-HMMR encontré a la
secuencia de nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1 como el mejor blanco para
RsV51BNit, la cual solo difiere en cinco aminoacidos de RsV51BNit. En el caso de
AtNit4, el protocolo encontré con éxito la secuencia de la enzima. No obstante,
en ambos casos el numero de residuos identificados exitosamente es menor al 50
% (Tabla IV).

Los resultados de estos analisis sugieren que ambas estructuras tienen problemas
subyacentes, aunque los parametros de geometria y el QMEAN por residuo no sean
malos. Dado que las estructuras se resolvieron por Cryo-EM, es normal que la
estructuras tengan una menor resolucion a las estructuras resueltas por
cristalografia de rayos X. Esta menor resolucion se traduce en la posibilidad de
ajustar estructuras con valores de geometria aceptables y, aln asi, tener
problemas importantes, los cuales pueden pasar por alto con los protocolos y
puntajes mas tradicionales (Sobolev et al., 2020). Esto es especialmente
importante en la estructura de AtNit4, el cual ya ha sido publicado y revisado. Por
otra parte, la estructura de RsV51BNit es una estructura previa y es comprensible
las fallas que tiene. La decision final fue refinar ambas estructuras con la intencion
de mejorar su calidad antes de realizar los analisis in silico y obtener resultados
de calidad.
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Figura 11. Valores de QMEAN por residuo a lo largo de las estructuras de RsV51BNit y AtNit4.
Los valores de QMEAN por residuo van de cero a uno, donde uno indica que el aminoacido tiene los
valores esperados para una proteina y cero que se aleja de los valores esperados. En la estructura
los colores van del rojo al azul que corresponde a 0.2 y 0.8 respectivamente. A) Estructura previa
de RsV51BNit. B) Estructura publicada de AtNit4. Imagen hecha en Pymol. El PDB proviene del
servidor SWISS-MODEL.
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Refinamiento y evaluacion de las estructuras resultantes de RsV51BNit y
AtNit4.

Debido a los problemas observados tanto en la estructura deAtNit4 y en la
estructura de RsV51BNit, se decidio refinar la estructura. La estructura de
RsV51BNit se refind como parte de otro proyecto. A pesar de provenir de otro
proyecto, tanto la estructura de RsV51BNit como la estructura de AtNit4 se
refinaron y volvieron a evaluar usando el mismo protocolo. En ambos casos se uso
Rosetta y la paqueteria CCP-EM, para refinar las estructuras.

Antes de refinar la estructura de AtNit4 se reconstruyd una region comprendida
del residuo dosciento cincuenta y dos al residuo doscientos setenta y cinco. Esta
region se encuentra en la cercania del sitio activo, por lo que se considerd
importante para los analisis in silico de la estructura de AtNit4. El mapa de
potencial de Coulomb en esta region esta cortado en varias regiones, lo que explica
que no fuera construido inicialmente. Existen algunas regiones lo suficientemente
claras para identificar algunos aminoacidos. No obstante, no queda claro el camino
del esqueleto de la proteina y las cadenas laterales de algunos aminoacidos (Fig.
12).

Primero se reconstruyd esta region usando el programa Modeller. La estructura
resultante no se ajustaba al mapa de potencial de Coulomb y cada una de las doce
cadenas modela esta region diferente. Aln asi, esta estructura permitia explicar
el camino que toma el esqueleto para alcanzar las cadenas lateras observables en
el mapa de potencial de Coulomb. La cadena principal y los rotameros se ajustaron
manualmente con Coot al mapa de potencial de Coulomb. A pesar de los huecos
en el mapa de potencial de Coulomb, se pudieron ajustar las suficientes secciones
de la cadena principal y cadenas laterales para explicar las regiones visibles (Fig.
12). Una vez con esta seccion que va del residuo doscientos cincuenta y dos al
residuo doscientos setenta y cinco, se refinaron en conjunto con el resto de la
estructura.
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Figura 12. Construccion de la region faltante en la estructura de Atnit4. A) Comparacion de la
estructura publicada de AtNit4 y la estructura refinada de AtNit4 con la seccion faltante construida.
En rojo la estructura publicada de AtNit4. En azul la estructura de AtNit4 refinado con la seccion
faltante construida. En verde las regiones limitrofes de la region no construida en la estructura
publicada. En varillas se marca los residuos de la tétrada catalitica. B) La estructura publicada de
AtNit4 y el mapa de potencial de Coulomb publicado. C) La estructura refinada AtNit4 refinado con
la seccion faltante construida y el mapa de potencial de Coulomb publicado. Nétese las regiones
en las que no existe potencial y como la region construida concuerda con los datos experimentales.
Imagen hecha en Pymol y Coot.
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Una vez reconstruida esta region, se procedio a refinar la estructura de AtNit4
mediante alternar ciclos de Rosetta y Refmac. El primer paso del ciclo consistid en
relajar la estructura con la funcion relax de Rosetta con la intencion de ajustar los
valores de geometria a los valores esperados para una proteina. En el siguiente
paso del ciclo, la estructura resultante se refind por Refmac, para ajustar la
estructura proveniente de Rosetta al mapa de potencial de Coulomb. Es decir, los
las estructuras no solo se refinaron para tener los valores esperados de geometria,
también se ajustaron para los resultados experimentales de Cryo-EM. Después, se
resolvieron problemas puntuales manualmente en coot y se volvié a ajustar al
mapa de potencial de Coulomb con Refmac. Este ciclo se repitiéo hasta que la
evaluacion de las estructuras indica que no se esta mejorando la calidad.

La dltima evaluacion de las estructuras muestra cuales fueron los avances del
refinamiento de las estructuras. Los valores de geometria mejoraron con mas del
90 % de los angulos de torsion @ y g y los rotameros en conformaciones favorables.
El porcentaje de enlaces pobres, angulos pobres, valores atipicos de geometria de
Ca y el clashcore disminuyeron. Sin embargo, el porcentaje de aminoacidos con
desviaciones de acuerdo con CaBLAM y las desviaciones de CB bajaron levemente
y quedaron practicamente en el mismo rango.

La mayor diferencia se observd en los valores de los puntajes del Z-score, REU,
MolProbity score y el porcentaje de residuos encontrados por Rosetta-HMMR. Las
estructuras refinadas tienen valores favorables de REU, el valor de MolProbity
score son menores a la resolucion de las estructuras, los valores del Z-score se
encuentran en rangos aceptables y el protocolo Rosetta-HMMR duplicé el nimero
de residuos que identificod con éxito en ambas estructuras. Las regiones que no se
pudieron identificar con éxito corresponden a los C-terminales y en el caso de
AtNit4 a la region reconstruida que va del residuo doscientos cincuenta y dos al
residuo doscientos setenta y cinco dos. Es posible que la falta de contactos en
estas zonas dificulte encontrar rotameros adecuados, ya que muchas secuencias
distintas podrian llenar estas regiones. Los valores de QMEAN por residuo
identifican donde se encuentran la mayor parte de los problemas. En RsV51BNit
se encuentran en el C-terminal y en algunos loops en la cercania de la superficie
C, mientras que en la estructura de AtNit4 se encuentran el C-terminal y en la
region construida de la estructura AtNit4 (Fig. 13).

La evaluacion de las estructuras finales de AtNit4 y de RsV51BNit indican que
mejoraron su calidad. Por lo tanto, se considera que las estructuras refindas tienen
la calidad necesaria para los analisis posteriores.
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Figura 13. Valores de QMEAN por residuo a lo largo de las estructuras de RsV51BNit y AtNit4.
Los valores de QMEAN por residuo van de 0 a 1, donde 1 indica que el aminoacido tiene los valores
esperados para una proteina y 0 que se aleja de los valores esperados. En la estructura los colores
van del rojo al azul que corresponde a 0.2 y 0.8 respectivamente. A) Estructura refinada de
RsV51BNit. B) Estructura refinada de AtNit. Imagen hecha en Pymol. El PDB proviene del servidor
SWISS-MODEL.
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Disefio y evaluaciéon de las mutantes de RsV51BNit y AtNit4 por redes de
interaccion

Ya que el C-terminal estabiliza las interacciones de las superficies Ay Cy no
forman parte del sitio activo o del plegamiento de las enzimas, se espera que al
eliminar regiones del C-terminal se disminuya el nUmero de mondmeros que
forman los filamentos. Se buscaron regiones del C-terminal, que pudieran ser
mutadas por un codon de paro sin tener un efecto mas alla de la eliminacion del
C-terminal.

Para buscar estas posiciones, se construyo una red de interacciones de residuos
(RIN) con las estructuras refinadas y validadas de RsV51BNit y la AtNit4 en el
servidor Ring 2.0 (Piovesan, Minervini & Tosatto, 2016). Las interacciones formadas
se observaron en el programa Cytoscape. Para escoger las posiciones candidatas a
ser mutadas, se usaron dos argumentos. El primer argumento es que los
aminoacidos que se van a mutar tengan ninguna o pocas interacciones. En caso de
tener interacciones se prefieren que sean interacciones de Van der Waals o
residuos rio abajo de la posicion a ser mutada, ya que son interacciones que se
perderian al insertar un codon de paro. El segundo argumento es que las posiciones
candidatas no formen parte de alfa hélices y hebras beta.

Se construyo la red de interacciones de RsV51BNit para evaluar el efecto de mutar
algunas posiciones por codones de paro en las NitCRspA73 y NitCRspA74, las cuales
se disenaron antes de contar con la estructura de RsV51BNit, y para planear otras
mutaciones a lo largo del C-terminal. Primero, se evaluaron las interacciones de
los aminoacidos prolina doscientos noventa y cuatro y la asparagina doscientos
noventay tres, los cuales son los residuos que son sustituidos por un codon de paro
en las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74 respectivamente. En la figura 14 se
observa que la prolina doscientos noventa y cuatro solamente forma interacciones
de Van der Waals con otros residuos de la misma cadena, por lo que seria un lugar
ideal para sustituir por un codén de paro. En cambio, la asparagina doscientos
noventa y tres es un aminoacido con varias interacciones. Este residuo forma
puentes de hidrogeno con la lisina doscientos ochenta y nueve y con la tirosina
doscientos noventa y ocho de la misma cadena y la serina ciento once de otra
cadena. Ademas, La asparagina doscientos noventa y tres forma un puente salino
con la lisina doscientos ochenta y nueve.

La prolina doscientos noventa y cuatro tiene pocas interacciones y su sustitucion
por un coddn de paro no deberia tener otro efecto aparte de la eliminacion del C-
terminal. En cambio, la asparagina doscientos noventa y tres es un aminoacido
bien conectado y con varias interacciones intercadena e intracadena. La
sustitucion de este aminoacido por un sitio de paro podria eliminar interacciones
importantes mas alla del C-terminal rio abajo. En las mutantes NitCRspA73 y
NitCRspA74 se eliminan las dos hebras betas que estabilizan la superficie C y una
region desordenada en la cercania de la superficie C (Fig. 15).
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Figura 14. Red de interacciones de la prolina doscientos noventa y cuatro y la asparagina
doscientos noventa y tres. Cada nodo tiene la cadena a la que pertenece, la posicion del
aminoacido y el tipo de aminoacido. Las aristas representan el tipo de interaccion. En lineas sdlida
se muestran interacciones de Van der Waals. En guiones se muestran puentes de hidrogeno entre
la cadena principal. En linea punteada y guiones se muestran puentes de hidrogeno entre las
cadenas laterales y la cadena principal. En linea punteada se muestran puentes de hidrogeno entre
las cadenas laterales. En doble linea solida se muestran puentes salinos. Red hecha en Cytoscape
a partir de RIN de RsV51BNit.

Anteriormente en el laboratorio se habia disenado y caracterizado la mutante
NitRspCA55. El sitio de paro de la mutante se posiciona en un asa que une las dos
hebras betas del C-terminal y, por lo tanto, elimina una de las hebras betas (Fig.
15). Sin embargo, la mutante no es activa, por lo que se buscaron otras posiciones
en el C-terminal para ser mutadas.

63



B) D302

Figura 15. C-terminal de RsV51BNit. Cada mondmero se colore6 diferente. Se marcaron los
residuos terminales de las siguientes mutantes: alanina doscientos noventa y dos en NitCRspA74,
aspartato doscientos noventa y tres en NitCRspA73, arginina trescientos en NitCRspA66, aspartato
trescientos dos en NitCRspA64, arginina trescientos once en NitRspCA55 y asparagina trescientos
diecisiete en NitRspCA49. A) Hebras beta del C-terminal que estabilizan la superficie Ay C. B) C-
terminal de una de las cadenas con los residuos terminales de las mutantes NitCRspA74,
NitCRspA73, NitCRspA66 y NitCRspA64. Tambien se marca los residuos en los que acaban las
mutantes NitRspCA55 y NitRspCA49, las cuales se caracterizaron anteriormente. Imagen hecha
PyMOL a partir de la estructura de RsV51BNit.
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Se buscaron posiciones que al ser sustituidas por un C-terminal eliminaran las dos
hebras betas que estabilizan las superficies Ay C y que conserven la region entre
la Ultima alfa hélice y la pendltima hebra beta. Se encontraron dos posiciones que
cumplian con estos argumentos, la valina trescientos tres y la prolina trescientos
uno. La valina trescientos tres, que al ser sustituida por un codén de paro generaria
la mutante NitCRspA64, forma un puente de hidrégeno con la cadena principal,
con la asparagina trescientos nueve del otro monémero del dimero y con la cadena
principal de la arginina trescientos de la misma cadena. La arginina trescientos
forma varias interacciones no solo con la misma cadena, también forma puentes
de hidrégeno con otras cadenas tanto con la cadena principal como con la cadena
lateral (Fig. 16). La prolina trescientos uno, la cual al ser sustituido por un codon
de paro formaria la mutante NitCRspA66, solo tiene interacciones de Van der Waals
con la treonina trescientos catorce del otro monémero. Esto indicaria que estas
interacciones no comprometerian la estructura de la enzima mas alla de las
interacciones perdidas al eliminar el C-terminal (Fig. 16). Por lo tanto,
esperariamos que el efecto observado se deba Unicamente a la pérdida del C-
terminal y no a la disrupcion de alguna interaccion.
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Figura 16. Red de interacciones de la valina trescientos tres y la prolina trescientos uno de
RsV51BNit. Cada nodo tiene la cadena a la que pertenece, la posicion del aminoacido y el tipo de
aminoacido. Las aristas representan el tipo de interaccion. En lineas sdlida se muestran
interacciones de Van der Waals. En guiones se muestran puentes de hidrogeno entre la cadena
principal. En linea punteada y guiones se muestran puentes de hidrégeno entre las cadenas
laterales y la cadena principal. En linea punteada se muestran puentes de hidroégeno entre las
cadenas laterales. En doble linea solida se muestran puentes salinos. Red hecha en Cytoscape a
partir de RIN de la estructura de RsV51BNit.
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Antes de este trabajo, no se habia caracterizado ninguna mutante trunca en
AtNit4. Por lo tanto, se seleccionaron posiciones a lo largo de todo el C-terminal
que eliminaran elementos las hebras betas que estabilizan las superficies de
interaccion Ay B. Se encontraron tres posiciones cuyos aminoacidos tienen pocas
interacciones y cumplen con los argumentos mencionados anteriormente, la lisina
trescientos cuarenta, la prolina trescientos veintisiete y la glicina trescientos
veintidos.
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Figura 17. Red de interacciones de la glicina trescientos veintidés de AtNit4. Cada nodo tiene
la cadena a la que pertenece, la posicion del aminoacido y el tipo de aminoacido. Las aristas
representan el tipo de interaccion. En lineas sélida interacciones de Van der Waals. Red hecha en
Cytoscape a partir del RIN de la estructura de AtNit4.

Como se observa en la figura 17, la glicina trescientos veintidds Unicamente tiene
contactos con la treonina, ciento cuarenta y tres de otra subunidad por medio de
interacciones de Van der Waals. Tanto la lisina trescientos cuarenta como la
prolina trescientos veintisiete no tienen interacciones, por lo que no se muestra
ninguna red de interacciones. La mutante NitAtCA16 sustituye a la lisina
trescientos cuarenta por un codon de paro y elimina la Gltima hebra beta, la cual
estabiliza la superficie C. La mutante NitAtCA29 sustituye la prolina trescientos
veintisiete por un codén de paro y elimina la dos Ultima hebras betas, las cuales
estabilizan las superficies C y A. La mutante NitAtC34 sustituye a la glicina
trescientos veintidos por un codon de paro y elimina tanto las dos hebras betas
que estabilizan la superficies A y C como una region en las cercanias de la
superficie C. Por lo tanto, las posiciones seleccionadas tienen pocas interacciones
y se esperaria que los efectos observados al sustituir estas posiciones por codones
de paro serian los efectos de eliminar el C-terminal.
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Figura 18. C-terminal de la AtNit4. Cada mondmero se coloreo diferente. Los residuos en los que
acaban las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34, la valina trescientos veintiuno, la arginina
trescientos veinte seis y la lisina trescietos cuarenta respectivamente, se marcaron. A) Hebras beta
del C-terminal que estabilizan la superficie A y C. B) C-terminal de una de las cadenas con los
residuos en los que acaban las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34. Imagen hecha PyMOL
a partir de la estructura de AtNit4.
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Comparcion de las mutantes truncas de AtNit4 y RsV51BNit

Las mutantes truncas de AtNit4 y RsV51BNit, trabajadas en el laboratorio, son
comparables entre ellas. Esto se debe a que el C-terminal de AtNit4 y RsV51BNit
estabilizan las superficies de interaccion Ay C de una manera similar. Por lo tanto,
las posiciones escogidas a para ser mutadas por codones de paro estan en
posiciones cercanas de acuerdo con el alineamiento de la figura 4. La mutante
NitAtCA16 y NitRspCA55 eliminan la hebra beta que estabiliza la superficie C (Fig.
19). Es importante recordar que las mutantes NitRspCA55 y NitRspCA49 se
caracterizaron en proyectos anteriores. La mutante NitAtCA29 y las mutantes
NitRspCA64 y NitRspCA66 eliminan las dos hebras betas que estabilizan las
superficies de interaccion Ay C. Por ultimo, la mutante NitAtCA34 y las mutantes
NitCRspA73 'y NitCRspA74 eliminan las dos hebras betas mencionadas
anteriormente y una region en las cercanias de la superficie C. Unicamente las
mutantes NitAtCA29 y NitCRspA66 acaban en el mismo codén como se aprecia en
la figura 21.

NitAtCA34 NitAtCA29 NitAtCA16

AtNit4 316N--FDFDVVéHYSR EVFSLNIREHPRéAVSFKTSKVMEDESV-355C
RsV51BNit 290N-QA - ADIIVGHY S REJDIL S LNFNQRRTTPIVIIP L ST I HATHRIF -329C

= A e

NitCRspA74 NitCRspA73 NitCRspA66 NitCRspA64 NitCRspAS55 NitCRspA50 NitCRspA49 NitCRspA39

Figura 19. Representacion del C-terminal de las nitrilasas de AtNit4, R. y RsV51BNit. Se marca
con fondo negro los residuos que se sustituyeron por un codon de paro. En cajas grises se marca las
hebras betas que estabilizan las superficies de interaccion.
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Acoplamiento proteina-proteina

Uno de los objetivos del proyecto es disminuir el tamano de los oligdmeros que
forman las nitrilasas RsV51BNit y AtNit4. Con el objetivo de estimar la afinidad de
las superficies de interaccion Ay C, se realizaron experimentos de acoplamiento
molecular proteina-proteina en el servidor ClusPro 2.0.

Se crearon las estructuras de las mutantes truncas al eliminar los aminoacidos del
C-terminal correspondientes a cada mutante en PyMol. ClusPro 2.0 realiza el
acoplamiento molecular proteina-proteina al rotar un grupo de subunidades y
generar una biblioteca con un grupo de subunidades rotadas en setenta mil
posiciones diferentes. Cada grupo de subunidades rotadas es desplazado en las
coordenadas Z, Y y Z. Se evalla el puntaje en cada posicion y se escoge la posicion
con el mejor puntaje. Posteriormente, se filtran los mil resultados con los mejores
puntajes y se crean conjuntos de acuerdo con su posicion. Las posiciones mas
favorables son las posiciones cuyo conjunto tenga un mayor nimero de miembros.
Se realizd acoplamiento molecular entre dos dimeros para evaluar las
interacciones de la superficie C y se hizo acoplamiento molecular entre dos
monomeros para evaluar las interacciones de la superficie A (Tabla VI).

Se realizo el acoplamiento molecular proteina-proteina de las mutantes truncas de
RsV51BNit. Las mutantes NitCRspA64, NitCRspA66, NitCRspA73 y NitCRspA74
eliminan las dos hebras betas que estabilizan la superficie A y C, aunque
NitCRspA64 y NitCRspA66 conservan una seccion C-terminal en las proximidades de
la superficie C (Fig. 15). Cabe recordar que, aunque en la estructura de RsV51BNit
no se pudieron observar los Ultimos diez residuos, conserva las dos hebras betas
que estabilizan las superficies de interaccion A y C. Al pasar de la mutante
NitRspCA39 a la mutante NitRspCA55 se elimina la hebra beta que estabiliza la
superficie C se diminuye la afinidad de las superficies C y A. En especial, la
superficie C es la mas afectada. Al pasar a las mutantes NitCRspA64 y NitCRspA66
se disminuye la afinidad de las superficies A y C, aunque la superficie A tiene una
mayor afinidad que la superficie C. Al pasar de las mutantes NitCRspA64 y
NitCRspA66 a las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74 se vuelve a disminuir tanto la
afinidad de las superficies Ay C, pero en esta ocasion la superficie C tiene mayor
afinidad que la superficie A.
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En AtNit4, al reducir el carboxilo terminal en dieciséis residuos, se elimina la
primera hebra beta que estabiliza la superficie C (Fig. 18). Se observa como la
afinidad de la superficie A se mantiene, pero la afinidad de la superficie C se
reduce (Tabla VI). Al reducir el carboxilo terminal en veintinueve residuos, se
elimina la segunda hebra beta, la cual estabiliza la superficie A (Fig. 20). Tanto la
superficie A como la superficie C reducen su afinidad, aunque como era de
esperarse, la superficie A es la mas afectada (Tabla VI). Por ultimo, al reducir el
C-terminal en treinta y cuatro aminoacidos, solo se pudo agrupar veinte
conformaciones en la posicion correcta en la superficie A y la afinidad disminuyd.
No hubo problemas con la superficie C y la afinidad disminuy6 ligeramente. Los
resultados sugieren que la eliminacion del C-terminal permite disminuir la afinidad
de las superficies de interaccion. En especial, la mutante NitAtCA16 disminuye la
afinidad de la superficie C con un efecto minimo en la superficie A (Tabla VI).

Al igual que en la estructura RsV51BNit, en la estructura de AtNit4, no se
observaron los ultimos diez residuos del C-terminal y la etiqueta de histidinas,
aunque parece poco probable que contribuyan a estabilizar las superficies A o C.
El resto de los valores de afinidad reportados corresponden a las mutantes
planteadas.

Tabla VI. Afinidad de las superficies A y C de RsV51BNit y de AtNit4

Nitrilasa Mutante Superficie A Superficie | Superficie C Superficie
trunca (Porcentaje) A (Porcentaje) C

(kcal/mol) (kcal/mol)
RsV51BNit | NitRspCA39 13.1 -2205.2 10.9 -1997.1
NitRspCA55 12.4 -2024.1 24.4 -1533.8
NitCRspA64 13.3 -1475.2 14.9 -1407.5
NitCRspA66 11.4 -1425.8 13.5 -1393.4

NitCRspA73 11.6 -1116 1.7 -1204

NitCRspA74 7.1 -1072.3 13.3 -1201.6
AtNit4 AtNit4 WT 13.2 -2092.7 12.0 -2501.8
NitAtCA16 13.4 -2056.1 17.8 -1966.1
NitAtCA29 6.6 -1392.6 14.6 -1792.6
NitAtCA34 2.0 -969.5 15.0 -1579.2

En la taba se indica el porcentaje de las mil posiciones resultantes que tiene el conjunto y se
muestra la afinidad para cada conjunto calculada por ClusPro 2.0.
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Mutantes in vitro

Las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74 se encontraban en el vector de clonacion
pGEM®-T Easy Vector. Entonces, se subclonaron para poder expresar las mutantes.
Los genes de las mutantes NitCRspA64 y NitCRspA66, se encontraban en el vector
pET24b(+) y las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34 se encontraban en el
vector pET22(+). Por lo que no necesitaron ser subclonados.

Subclonacion de las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74

Se realizd una doble digestion de NitCRspA73 y NitCRspA74 en pGEM®-T Easy
Vector y de la nitrilasa silvestre de Rhodococcus sp. V51B en pET24b(+) con las
enzimas de digestion Ndel y Hindlll para obtener el vector pET24b(+). En la figura
20 se muestra la doble digestion y como se puede observar se tuvo una digestion
exitosa y se pudo separar el gen del plasmido.

5 kpb —> PET24b(+)
3 kpb —> PGEM_T
RsV51BNit
1 kpb —> NitCRspA73 y
NitCRspA74

Figura 20. Digestion doble de pGEM-T/NitCRspA73, pGEM_T/NitCRspA74 y pET24b(+)/NitWT. La
digestion se realizo con las enzimas de restriccion Ndel y Hindlll. M) Marcador de peso molecular 1
kb Extend DNA Ladder 1) Digestion doble de NitCRspA73 en pGEM®-T 2) Digestion doble de
NitCRspA74 en pGEM®-T. 3) Digestion doble de la nitrilasa silvestre de RsV51BNit en pET24b(+). ELl
tamano de los genes NitWT, NitCRspA73 y NitCRspA74 es de 1098 pb, 879 pb y 876 pb
respectivamente y el tamano de los plasmidos pET24b(+) y pGEM®-T es de 5251 pb y 3015 pb
respectivamente.

A partir de la digestion, se aislaron los genes de NitCRspA73 y NitCRspA74 vy el
plasmido pET24b(+), el cual es el vector receptor. Una vez aislados los insertos y
el plasmido pET24b(+) linealizados, se ligaron los genes NitCRspA73 y NitCRspA74
en el vector pET24b(+), se transformaron células de E. coli DH5a. Se sembraron
cajas con las células transformadas y se aislé el DNA de las colonias que crecieron
en las placas con kanamicina. Para confirmar la presencia del inserto en el vector
de interés, se realizaron digestiones con Ndel y Hindlll. En la figura 21 se puede
observar el peso del gen y del vector corresponden a los pesos esperados de los
genes NitCRspA73 y NitCRspA74 y el vector pET24b(+).
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pET24b(+) con
NitCRspA73 y
NitCRspA74

PET24b(+)

<+— NitCRspA73y
NitCRspA74

Figura 21. Digestion doble de pET24b(+)/NitCRspA73 y pET24b(+)/NitCRspA74. La digestion se
realizé con Ndel y Hindlll. M) Marcador de peso 1 kb Plus DNA Ladder. 1) NitCRspA73 en pET24b(+)
sin digerir. 2) NitCRspA73 en pET24b(+) digerido con Ndel. 3) NitCRspA73 en pET24b(+) digerido
con Ndel y Hindlll. 4) NitCRspA74 en pET24b(+) sin digerir. 5) NitCRspA74 en pET24b(+) digerido
con Ndel. 6) NitCRspA74 en pET24b(+) digerido con Ndel y Hindlll. El tamafno de los genes
NitCRspA73 y NitCRspA74 es de 879 pb y 876 pb respectivamente y el tamano del plasmido
pET24b(+) es de 5251 pb.

Sobreexpresion de las mutantes truncas de RsV51BNit

Con la finalidad de obtener grandes cantidades de proteinas solubles para poder
realizar la caracterizacion de las mutantes, se sobrexpresaron. Se transformaron
células de la cepa BL21-pGro7, la cual contiene un plasmido con las chaperonas
GroEL (60 kDa) y GroES (10 kDa), con los genes de NitCRspA64 y NitCRspA66,
NitCRspA73 y NitCRspA74 en el plasmido pET24b(+). Se determin6é que la mejor
condicion de induccion para NitCRspA73 y NitCRspA74 fue 6 h a 30 °C, y para
NitCRspA64 y NitCRspA66, 6 h de induccion a 22 °C con 0.4 mM de IPTG. El peso
molecular estimado de las mutantes NitCRspA64 y NitCRspA66, NitCRspA73 y
NitCRspA74 es 33.4, 33.2, 32.4 y 32.2 kDa respectivamente. En la figura 22 se
puede observar que las cuatro mutantes se obtuvieron en una buena cantidad y
solubles. A partir de esta induccion se purificaron las mutantes.
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NitCRspA64 NitCRspA66
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NitCRIspA73
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Figura 22. Induccion y solubilizacion de las mutantes truncas de RsV51BNit en la cepa BL21-
pGro7. (A) NitCRspA64 y NitCRspA66; B) NitCRspA73 y NitCRspA74: 1 y 5) Antes de inducir. 2 y 6)
Después de inducir. 3 y 7) Extracto total. 4 y 8) Sobrenadante. M) Marcador de peso BLUEstain™
Protein ladder. B 9) NitCRspA73 procedente de una purificacion previa y usada como marcador de
peso.
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Sobreexpresion de las mutantes truncas de AtNit4

Se transformaron células Rosetta™(DE3)pLysS con los plasmidos pET22b(+) con los
genes de NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34. La cepa Rosetta™ esta especilizada
para la expresion de proteinas eucariontes y fue la cepa que permitio la expresion
de AtNit4 y sus mutantes. La condicion usada para la expresion de las tres mutantes
fueron 8 h de induccion a 22 °C con 0.4 mM de IPTG. Como se observa en la figura
23, las condiciones de sobreexpresion y solubilizacion de las mutantes NitAtCA16
(carril 5), NitAtCA29 (carril 10) y NitAtCA34 (carril 15) permiten obtener a las
proteinas mutantes en la fraccion soluble. El peso molecular estimado de las
mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34 es 33.4, 33.6 y 38.2 kDa
respectivamente. En el gel, se aprecia una banda entre el limite del gel superior
y del gel inferior, la cual solo esta presente después de inducir. Esta migracion
andmala se ha observado anteriormente en el laboratorio con la AtNit4 silvestre,
y correlaciona con el estado oligomérico en el que se ensamblan las nitrilasas.

NitAtCA34

NitAtCA16 NitAtCA29

é bn o o *% B R N e
Figura 23. Inducciéon y solubilizacion de las mutantes truncas de AtNit4 en la cepa
Rosetta™(DE3)pLysS. 1-5) NitAtCA16; 6-10) NitAtCA29 y 11-15) NitAtCA34. Carriles 1,6 y 11, Antes
de inducir; 2, 7 y 12 Después de inducir 4 h a 22 °C. 3, 8 y 13 Después de inducir 8 ha 22 °C. 4, 9

y 14 Extracto total. 5, 10 y 15 Sobrenadante. M) Marcador de peso BLUEstain™ Protein ladder.

74



Purificacion de las mutantes de RsV51BNit NitCRspA73 y NitCRspA74

Una vez que se obtuvieron las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74 en gran cantidad
y solubles, se procedid a su purificacion, para poder realizar los analisis
posteriores. El protocolo de purificacion de las mutantes NitCRspA73 y NitCRspA74
fue el siguiente. El primer paso consistio en precipitar a las mutantes con sulfato
de amonio al 20 %. Las proteinas precipitadas se resuspendieron y dializaron en el
amortiguador de corrida (Buffer A.1), y se pasaron por una columna de filtracion
en gel S-300. Las distintas fracciones se analizaron en un gel SDS-PAGE vy las
fracciones mas puras se concentraron por medio de unidades filtradoras Amicon
con corte de 10 kDa. Las fracciones mas puras se pasaron por la columna de
intercambio aniénico HiTrap Q HP con un gradiente de 0.1 a 1M NaCl. Las
fracciones resultantes mas puras, analizadas por SDS-PAGE, se concentraron por
medio de unidades filtradoras y se dializaron en amortiguador de corrida a pH 7.0.
Estas fracciones se volvieron a pasar por la columna HiTrap Q HP con un gradiente
de 0.1 a 1M NaCl a pH 7.0. En la figura 24 se presenta la purificacion de las
mutantes. La mutante NitCRspA73 se pudo llevar a un grado de pureza mayor que
la mutante NitCRspA74.

Ni tCRlspA73 NitC RlspA74

:

25 kDa —» 8.'

Figura 24. Purificacion de las nitrilasas NitCRspA73 y NitCRspA74. A) Purificacion de NitCRspA73:
1) Proteinas provenientes de células BL21-pGro7 con 6 h de induccion a 30 °C. 2) Proteinas que
precipitaron al 20 % de sulfato de amonio. 3) Proteinas resultantes después de pasar por una
columna de filtracion en gel S-300. 4) Proteinas resultantes después de pasar por la columna HiTrap
Q HP a pH 7.8. 5) Enzima pura resultante después de pasar por la columna HiTrap Q HP a pH 7.0.
B) Purificacion de NitCRspA74. 1) Proteinas provenientes de células BL21-pGro7 con 6 h de
induccion a 30 °C. 2) Proteinas que precipitaron a 20 % de sulfato de amonio. 3) Proteinas
resultantes después de pasar por una columna de filtracion en gel. 4) Proteinas resultantes después
de pasar por la columna HiTrap Q HP a pH 7.8. M) Marcador de peso BLUEstain™ Protein ladder
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Purificacion de las mutantes de RsV51BNit NitCRspA64 y NitCRspA66.

El protocolo de purificacion de las mutantes NitCRspA66 y NitCRspA64 fue
diferente. Esto se debe a que las mutantes NitCRspA66 y NitCRspA64 se agregan
irreversiblemente al agregar sulfato de amonio. Por consiguiente, no se uso sulfato
de amonio y se cambid el amortiguador de lisis (20 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.150 M
NaCl y 0.2 mM PMSF a pH 7.8). El sobrenadante se inyecto6 primero a una columna
de intercambio anidénico HiTrap Q HP, equilibrada en amortiguador fosfatos de
sodio 50 mM, 150 mM de NaCl y 1 mM de EDTA pH 7.8, la proteina se eluyo en un
gradiente de 0.15-1M de NaCl. Se tomaron las fracciones mas puras que eluyeron
al 20 % del amortiguador 1 M de NaCl (305 mM), se concentraron y dializaron en
amortiguador de corrida a pH 7.0 para volverlas a pasar por una columna de
intercambio anionico HiTrap Q HP. Las distintas fracciones se analizaron en un gel
SDS-PAGE vy las fracciones mas puras se concentraron por medio de unidades
filtradoras (Amicon con corte de 10 kDa). Las proteinas eluyeron al 40 % de
amortiguador 1 M (490 mM) de NaCl. Por dltimo, se inyectd a una columna de
filtracion en gel S-300. En la figura 25 se presenta la purificacion de la mutante
NitCRspA64, la mutante NitCRspA66 tuvo un proceso de purificacion similar.

M 1 5. 4

Figura 25. Purificacion de la nitrilasa NitCRspA64. M) Marcador de peso BlueElf Prestained Protein
Marker. 1) Proteinas provenientes de células BL21-pGro7 con 6 h de induccion a 22 °C. 2) Proteinas
resultantes después de pasar por la columna HiTrap Q HP a pH 7.8. 3) Proteinas resultantes después
de pasar por la columna HiTrap Q HP a pH 7.0. 4) Proteinas resultantes después de pasar por una
columna de filtracion en gel.
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Purificacion de las mutantes de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34

Las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34 se purificaron de acuerdo con el
protocolo descrito en Métodos. Ya que estas mutantes tienen una etiqueta de
histidinas el C-terminal, el sobrenadante se inyect6 directamente a una columna
de afinidad His-Trap HP y la muestra eluyo al 20 % de amortiguador NaH,PO4 20
mM, Imidazol 500 mM, 500 mM NaCl. Las distintas fracciones se analizaron en un
gel SDS-PAGE vy las fracciones mas puras se concentraron por medio de unidades
filtradoras (Amicon con corte de 10 kDa). En la figura 26 se puede observar los
pasos de purificacion de las mutantes, NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34, cuyo
peso esperado es 38.3 kDa, 36.7 kDa y 36.1 kDa respectivamente.

A)  NitAtCat6 B) Nitatca29 Q) NitAtCA34
M 5w TE™ R 4 m 14 51

—— ————

—— — ———
—_— —_— ——

48 kDa —» B B
35 kDa —» = - &‘-'::E
25 kDa —> ' :

'
r "

Figura 26. Purificacion de las nitrilasas NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34. A) NitAtCA16, B)
NitAtCA29 y C) NitAtCA34. Carriles: 1) Antes de inducir. 2) Después de inducir 8 h a 22 °C. 3)
Extracto total. 4) Sobrenadante. 5) Proteinas resultantes después de pasar por la columna de
afinidad HisTrap HP. M) Marcador de peso BlueElf Prestained Protein Marker.

Caracterizacion cinética de las mutantes de RsV51BNit y de AtNit4

Uno de los objetivos mas importantes del proyecto es generar mutantes activas a
pesar de modificar el estado oligomérico. Entonces, se procedié a caracterizar la
actividad de las mutantes y en caso de ser posible, obtener los parametros
cinéticos.

Se realizaron pruebas de actividad a las mutantes truncas de RsV51BNit para
diferentes nitrilos: benzonitrilo, valeronitrilo, adiponitrilo, acrilonitrilo,
propionitrilo, 4-piridincarbonitrilo, 4-clorobenzonitrilo y cianuro. En ninguna
condicion con las mutantes de RsV51BNit se detect6 la formacion de amonio, lo
cual indica la pérdida total de actividad al eliminar el C-terminal en sesenta y
cuatro y setenta y cuatro residuos. Para descartar la posibilidad de que las
mutantes perdieran su actividad durante el proceso de purificacion, se realizaron
pruebas de actividad con benzonitrilo a partir de las células lisadas de BL21-pGro7
después de la induccion. Sin embargo, no se detecté formacion de amonio.
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Se realizaron pruebas de actividad a las mutantes truncas de AtNit4 con B-ciano
alanina En la tabla VIl se muestran las actividades especificas de la AtNit4 silvestre,
la NitAtCA16 y NitAtCA29. Las mutantes presentan una actividad aproximadamente

veinticinco veces menor con respecto a la silvestre. La mutante NitAtCA34 es
completamente inactiva.

Tabla VII. Actividad especifica de AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29 con 3 mM B-ciano alanina.

Enzima Actividad especifica (umol mg' min") Actividad relativa (%)
AtNit4 9.6 100
NitAtCA16 0.41 4.3
NitAtCA29 0.25 2.6

La actividad especifica se calculé como pmol de NH4 mg™' de enzima min™'. La actividad relativa se
calculo a partir de la actividad especifica de AtNit4.

159 1.5+
A) AtNit4 B) NitAtCA16
c 104 c .
£ £ 10
on on
E 5 Vmax=11. 34 pmol mg-! min" E Vmax=1.99 pmol mg-! min-!
3 K,=0.18 mM 5 057 K,=0.86 mM
E 12=0.97 g 12=0.97
N=2 N=2
0 T T T T 1 0.0-¢ T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
B-ciano alanina (mM) B-ciano alanina (mM)

Figura 27. Efecto de la concentracion de B-ciano alanina en la velocidad inicial de AtNit4 WT.
Las curvas se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten

La caracterizacién de NitAtCA16 con B-ciano alanina indica que al eliminar la
ultima hebra beta, la cual estabiliza la superficie A, se aumenta la Ky y se
disminuye la Vnax (Fig. 27). Esto se traducen en que la ket/Kw de NitAtCA16
disminuye veinticinco veces con respecto a AtNit4 silvestre (Tabla VIIl). Aunque la
mutante NitAtCA29 es activa, no se encontraron las condiciones para obtener los
parametros cinéticos.

Tabla VlIl. Parametros cinéticos de AtNit4 y NitAtCA16 con B-ciano alanina.

Mutante keat (5™ Kpm (mM) keat/Kn (mM's™)
AtNit4 7.52 0.18 41.8
NitAtCA16 1.27 0.86 1.47
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Dicroismo circular de las mutantes de RsV51BNit y de AtNit4

Con la finalidad de estimar la estructura secundaria de las mutantes, se obtuvo el
espectro de dicroismo circular (CD) de RsV51BNit y sus mutantes y AtNit4 y sus
mutantes. Unicamente no se midié el espectro de NitCRspA74, debido a que no se
contaba con esta mutante en la pureza requerida.

Las nitrilasas activas y formadoras de filamentos de Rhodococcus sp. V51B suelen
tener dos minimos, a 208 nm y a 220 nm, el cual es caracteristico de un
plegamiento a + B (Gémez, 2015). Como se observa en la figura 28 A, las mutantes
NitCRspA64, NitCRspA66 y NitCRspA73 han perdido su minimo a 208 nm y han
disminuido su sefnal con respecto a NitRspCA39, la cual es una mutante formadora
de filamentos y activa descrita anteriormente (Gémez, 2015). Esto sugiere que la
pérdida de actividad en estas mutantes podria deberse a la pérdida de estructura,
aunque las mutaciones eliminan hebras betas lejos de la parte globular de la
proteina.
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Figura 28. Espectros de dicroismo circular en el UV lejano de RsV51BNit, AtNit4 y sus mutantes.

A) Espectros de RsV51BNit. NitRspCA39 en gris, NitRspCA64 en morado, NitRspCA66 en verde y
NitCRspA73 en naranja. B) Espectros de AtNit4 y su mutantes. AtNit4 en negro, NitAtCA16 en Roja,
NitAtCA29 en azul y NitAtCA34 en verde azulado.

El espectro de AtNit4 tiene el minimo a 208 nm, caracteristico de las nitrilasas. A
diferencia de las mutantes de RsV51BNit, las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y
NitAtCA34 tienen un espectro similar al espectro de la enzima silvestre AtNit4 (Fig.
28 B). Incluso NitAtCA29, una mutante con baja actividad, tiene una mayor senal
que AtNit4. Esto sugiere que las mutantes truncas de AtNit4 se han plegado
correctamente y la pérdida de actividad en estas mutantes no se debe a un
plegamiento incorrecto.
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Para corroborar las inferencias hechas a partir de los espectros de dicroismo
circular se deconvolucionaron los espectros de CD en el programa CDPro. De
acuerdo con los porcentajes obtenidos por CD, las mutantes de RsV51BNit y AtNit4
han disminuido el nimero de aminoacidos formando hélices alfas y aumentado el
numero de aminoacidos formando hebras beta (Tabla IX). No obstante, al recortar
fragmentos cada vez mas grandes del C-terminal de AtNit4, se incrementa el
porcentaje de residuos formando hélices alfas. Esta tendencia concuerda con lo
esperado al eliminar fragmentos del C-terminal que forman hebras beta (Fig. 15).

Tabla IX. Porcentaje de estructura secundaria de las mutantes.

Mutante Helices a (%) Hebras B (%) Giros (%) Otros (%)
NitRspCA39 26.4 22.2 23 30
NitCRspA64 17.4 29.2 21.7 30.4
NitCRspA66 8.8 33.4 23.6 33.9
NitCRspA73 17.3 34.4 19.6 27.2
AtNit4 16 28.8 20.7 30.8
NitAtCA16 11.8 33 22 32.4
NitAtCA29 16.1 29 20.6 29.8
NitAtCA34 19.9 27.8 21.4 29.9

Desplegamiento térmico de las mutantes de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y
NitAtCA34

Para evaluar los efectos de la estabilidad al eliminar fragmentos sucesivamente
mas largos del C-terminal, se midi6 la disminucion de la sefial de CD a 208 nm al
aumentar la temperatura en las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29, NitAtCA34 y se
compar6 con el desplegamiento de la enzima silvestre AtNit4. No se midio el
desplegamiento térmico de las mutantes de RsV51BNit, dado que ninguna de las
mutantes mantiene su plegamiento nativo y no son activas (Fig. 28). A pesar de
que ninguna de las transiciones fue reversible, los datos se ajustaron aln modelo
de dos estados en la ecuacion de Van't Hoff y a partir de este ajuste se obtuvo la
temperatura fusion aparente (Tm,pp) de las distintas mutantes (Fig. 29).

En la figura 29 se aprecia que AtNit4 tiene la menor Tmgp, € incluso la mutante
inactiva NitAtCA34 presenta una Tmg,, mayor. La transicion entre el estado
plegado al desplegado de NitAtCA29 tiene intervalo de temperatura
considerablemente mas corto que el resto de las mutantes, realizandose entre los
55 °Cy los 70 °C. El resto de las mutantes se empiezan a desnaturalizar alrededor
de los 40 °C y terminan casi en los 70 °C. Estos resultados junto con los espectros
de CD indican que las mutantes mantienen parte de su estructura nativa después
de eliminar regiones importantes del C-terminal.
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Fraccion desnaturalizada (%)
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Figura 29. Transiciones térmicas de desplegamiento de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y
NitAtCA34. El desplegamiento se midio a 208 nm. Se presentan las transiciones de AtNit4 en negro,
NitAtCA16 en rojo, NitAtCA29 en azul y NitAtCA34 en verde azulado. En puntos se presenta los
datos experimentales y en linea el ajuste a la ecuacion de Van 't Hoff.
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Estimaciéon del radio hidrodinamico de las mutantes de AtNit4 por dispersion
dinamica de luz

Uno de los objetivos del proyecto es disminuir el tamano de los oligbmeros
formados al eliminar las secciones del C-terminal que estabilizan las superficies C
y A. Con la finalidad de estimar el cambio de tamano de las mutantes de AtNit4
por el efecto de eliminar el C-terminal, se estimo el radio hidrodinamico (Ry) por
medio de dispersion dinamica de luz (DLS).
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Figura 30. Radio hidrodinamico representativo de las distintas poblaciones. A) AtNit4. B)
NitAtCA16. C) NitAtCA29. D) NitAtCA34.

Como se observa en la figura 30, tanto en la enzima silvestre como en las mutantes
truncas se forman poblaciones con una amplia variedad de tamanos. En todas las
mutantes se presentan al menos dos poblaciones, una poblacion de menor tamaino
y menor polidispersidad, y una poblacion de gran tamano y mayor polidispersidad.
En AtNit4 ambas poblaciones representan el 50 % de la masa. En las mutantes
NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34, la poblacion de mayor tamano representa la
mayor parte de la masa, lo que sugiere que los oligomeros de las mutantes tienden
a formar agregados heterogéneos (Tabla X).
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Tabla X. Radio hidrodindmico medido por DLS de AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34.

Mutante Rh (nm) Polidispersidad* (%)

AtNit4 22.4+2.0 9.2

AtNit4 68.0+10.7 15.3
NitAtCA16 27.0+2.9 10.5
NitAtCA16 98.5+14.6 14.9
NitAtCA29 8.1+0.7 9.1
NitAtCA29 25.8+3.4 13.1
NitAtCA29 89.8+25.7 28.1
NitAtCA34 27.8+1.7 6.8
NitAtCA34 89.8+28.0 29.0

*Valores mayores a 20 indican poblaciones polidispersas
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Microscopia electronica de transmision de las mutantes de AtNit4

Para conocer la forma en la que se asocian las subunidades de ANit4 y sus
mutantes, se observaron por microscopia electrénica de transmision con tincion
negativa. Las mediciones del Ry, por DLS permiten diferenciar entre los oligomeros
y los agregados amorfos.

10 nm 10 nm, | s 10 nm

Figura 31. Microscopia electronica de transmisiéon con tinciéon negativa. En un marco blanco se
marcan oligomeros a los que se realizd un acercamiento. Micrografias de: A) AtNit4WT. B)
NitAtCA16. C) NitAtCA29. D) NitAtCA34. En un marco blanco se marcan oligbmeros a los que se
realizé un acercamiento y se muestran en: E) AtNit4WT. F) NitAtCA16. G) NitAtCA29. H) NitAtCA34
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En la figura 31 A se observa que AtNit4 forma principalmente filamentos de
longitud variable y algunos oligdmeros de menor tamano, formando estructuras
semi-cerradas (Fig. 31 E). Los filamentos tienen una longitud promedio de 73 nm
y un diametro de 10.9 nm. Los oligdmeros de menor tamano tienen un diametro
de 12.1 nm (Tabla XI).

Las mutantes NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34 dejan de formar filamentos y
forman gran cantidad de agregados amorfos de diversos tamanos (Fig. 31 B-D) y
oligdbmeros en estructuras semi-cerradas similares a los observados para la AtNit4
(Fig. 31 F-H). El diametro de estos oligdbmeros esta entre los 9.8 nmy los 12 .8 nm
(Tabla XI).

Tabla XI. Diametro de los oligdmeros formados por AtNit4, NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34.

Mutante Diametro (nm) Tamafo de muestra
AtNit4 Filamentos 10.9+1.7 30

AtNit4 12.1£1.7 8

NitAtCA16 12.8+1 4

NitAtCA29 9.8+1.7 6

NitAtCA34 11.9+1.5 8
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Acoplamiento Proteina ligando con RsV51BNit

Con la finalidad de investigar los residuos implicados en la actividad enzimatica en
el sitio activo de RsV51BNit, se realizaron acoplamientos moleculares con la
estructura refinada y con distintos sustratos probados anteriormente en el
laboratorio con la mutante NitRspCA39 (Romero, 2015). También se incluyd el
cianuro como un control negativo. El sitio activo de RsV51BNit se encuentra
contenido en un solo monémero y esta formado por residuos no polares, en especial
residuos aromaticos. En la figura 32 se presentan algunos de los resultados del
acoplamiento molecular, en los que se obtuvo la menor distancia entre el azufre
de la cisteina catalitica y el carbono del grupo ciano (D).

es la conformacion con la menor distancia entre el carbono del grupo nitrilo y el azufre de la
cisteina. A) Benzonitrilo. B) Adiponitrilo. C) Acrilonitrilo. D) Valeronitrilo. E) Propionitrilo. F)
Cianuro. Imagen hecha en Pymol. Los PDB fueron hechos en AutoDock4.
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Se recopild la informacién de la distancia entre del azufre de la cisteina catalitica
y el carbono del grupo nitrilo (Ds.,) y el valor de la afinidad dado por AutoDock vina
para cada una de las confomaciones resultantes del acoplamiento moleular. Dado
que el acoplamiento molecular entrega varias conformaciones para cada sustrato,
se usaron dos argumentos para seleccionar las conformaciones, la conformacion
con la menor distancia Ds., y las conformaciones con el menor valor de afinidad
reportado por AutoDock Vina. En la tabla XIl, se presenta la informacion de cada
una de las conformaciones seleccionadas con cada sustrato usando los dos
argumentos mencionados anteriormente y la actividad catalitica reportada de los
sustratos probados anteriormente en el laboratorio con la mutante NitRspCA39
(Romero, 2015).

Tabla XIl. Resultado del acoplamiento molecular de RsV51BNit.

Sustrato Numero | Distancia  Afinidad | Distancia  Afinidad | Actividad
D;, (&) (kcal/mol) | D, (A) (kcal/mol) (%)
_Argumento usado Menor distancia Mayor afinidad
Benzonitrilo 1 4.1 -6.2 6.9 -6.4 100
p-clorobenzonitrilo 2 3.8 -6.7 6.8 -7.1 176.7
Nicotinonitrilo 3 5.1 -5.6 6.9 -6.0 110.5
Isonicotinonitrilo 4 4.1 -1.0 4.3 -5.8 191.5
Propionitrilo 5 4.2 0.8 6.9 3.7 37.5
Valeronitrilo 6 3.8 -4.4 6.8 -4.6 8.2
2-metilglutaronitrilo * 7 3.8 -5.1 4.8 -5.3 31.95
Adiponitrilo 8 3.8 -5.3 3.8 -5.3 14.6
Succinonitrile * 9 3.9 2.3 4.2 4.2 26.58
3-fenilpropionitrilo 10 3.9 2.7 4.2 7.1 14.7
Cianuro 11 3.8 0.1 6.9 2.0 0

Las actividades se obtuvieron de trabajos anteriores del laboratorio con NitRspCA39. Los sustratos
con asterisco se obtuvieron de valores de actividad en agregados enzimaticos entrecruzados de
NitRspCA39 (Romero, 2018). Se presentan la distancia y la afinidad usando las conformaciones
escogidas con el argumento de menor distancia y mayor afinidad reportada

A partir de los resultados del acoplamiento molecular, se buscé una correlacion
entre la actividad catalitica reportada, la distancia D, y la afinidad de las
conformaciones seleccionadas con cada uno de los argumentos mencionados
anteriormente. En la figura 33, se presentan una grafica con las posibles relaciones
entre estos parametros. No se encontré6 una correlacién estadisticamemte
significativa entre ninguno de los valores usando las conformaciones seleccionadas
con cada uno de los argumentos.
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Figura 33. Graficas de las tres variables medidas. Se evalud la distancia Dc-s, la afinidad calculada
por AutoDock Vina y la actividad reportada (Romero, 2018). Los numeros identifican los sustratos

con la tabla XI. A) Conformaciones seleccionadas usando la menor distancia Ds-o como argumento.
B) Conformaciones seleccionadas usando la mayor afinidad.

Acoplamiento molecular proteina-ligando de AtNit4 con ligando hidratado

Se realiz6 acoplamiento molecular con AtNit4 con la finalidad de investigar el sitio
activo de AtNit4. A diferencia de RsV51BNit, el sitio activo de AtNit4 no se
encuentra completamente contenido en un solo monomero. AtNit4 tiene una
insercion entre la poscion ochenta y nueve y la posicion noventa y dos con respecto
al alineamiento (Fig. 4). Esta insercion forma un asa, la cual se proyecta a través
de la superficie C y permite cerrar la cavidad del sitio activo del dimero aledaino
(Mulelu et al., 2019). Ademas, el sitio activo tiene residuos polares y cargados y el
sustrato de la enzima es la B-ciano alanina, la cual tiene dos grupos cargados. Por
lo tanto, se decididé hacer acoplamiento molecular hidratado y como control se
hizo acoplamiento molecular con los mismos parametros, pero sin tener el sustrato
hidratado. El protocolo incluye un pseudoatomo denominado WAT, el cual
representa a una molécula de agua y tiene la capacidad de ser tanto donador como
aceptor de puentes de hidrogeno (Forli & Olson, 2012). El protocolo de
acoplamiento molecular hidratado entrega solamente la conformacion de mayor

afinidad, por lo que la comparacion se hizo con la conformacion de mayor afinidad
de acoplamiento molecular sin agua.
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Figura 34 Resultados del acoplamlento molecular en la mtrllasa AtNit4. A) B-ciano alanina. B)
B-ciano alanina hidratada. En naranja la tétrada catalitica. En azul claro los residuos del sitio
activo. En amarillo la B-ciano alanina. En violeta la molécula de agua. Imagen hecha en Pymol. Los
PDB fueron hechos en AutoDock4.

En la figura 34 se muestra el resultado de los dos acoplamientos moleculares. En
el acoplamiento molecular con sustrato hidratado, Unicamente el pseudoatomo
WAT interactuando con el grupo nitrilo se conservd. Los otros dos pseudoatomos
interactuando con el grupo amino y carboxilo fueron desplazados y no se
contemplan. Aparte de esta diferencia, en ambos casos el sustrato se acomoda de
una forma similar. Sin embargo, hay una diferencia importante en la afinidad
reportada por AutoDock al incluir el sustrato hidratado (Tabla Xlll). También
parece que se ha reducido la distancia Ds. en un A con respecto al sustrato
hidratado, aunque en ambos casos el grupo ciano es alejado de la cisteina
catalitica e incluso el resto del sustrato bloquea esta interaccion.

Tabla Xlll.Resultado del acoplamiento molecular de AtNit4 hidratado y con solvente implicito.

Sustrato Ds.c (R) Afinidad (kcal/mol)
B-ciano alanina 8.1 -16.66
B-ciano alanina hidratado 7.1 -8.3
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Figura 35. Diagrama bidimensional de las interacciones de B-ciano alanina con AtNit4. A) B-
ciano alanina. B) B-ciano alanina hidratada. Diagrama hecho en Discovery Studio.

Para conocer la fuente de la diferencia en la afinidad entre los dos acoplamientos,
se analizaron las interacciones del sustrato, B-ciano alanina, con AtNit4. En la
figura 35 se representan las interacciones de la B-ciano alanina con AtNit4. Tanto
con el sustrato hidratado como sin hidratar, las interacciones son muy similares y
con los mismos residuos. El grupo ciano interactta con la glicina noventa y tres del
sitio activo, el grupo acido de la B-ciano alanina forma puentes salinos con la
arginina doscientos veinte cinco de la misma cadena y con la arginina noventa y
cinco del dimero aledano. El grupo amino de la B-ciano alanina forma puentes
salinos con el glutamato ciento setenta y el aspartato doscientos veintitrés. Las
Unicas diferencias entre el acoplamiento molecular con sustrato hidratado y el
sustrato sin hidratar es la arginina ochenta y cuatro y el pseudoatomo WAT. La B-
ciano alanina se aproxima a la arginina ochenta y cuatro y forma un puente salino
y un puente de hidrogeno con su grupo acido. La cercania del sustrato también
genera cierta repulsion entre la arginina ochenta y cuatro y el grupo amino. El
pseudoatomo WAT interactua con el nitrégeno del grupo ciano. Esto parece indicar
que la principal fuente de diferencia en la afinidad son las interacciones del
pseudoatomo WAT vy de la arginina ochenta y cuatro.
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Dindmica molecular con AtNit4 y sus mutantes

Aunque el acoplamiento molecular puede brindar informacion de la interaccion de
un sustrato con su ligando, es incapaz de tomar en cuenta el movimiento de la
proteina y las consecuencias de ello en la union al sustrato. Con la finalidad de
comprender los cambios en la estructura al eliminar secciones del C-terminal y su
efecto sobre la afinidad y posicion de la B-ciano alanina en el sitio catalitico, se
realizé una dinamica molecular con AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29 con su sustrato,
B-ciano alanina.

Anteriormente se ha probado que la D, correlaciona con la actividad de algunas
nitrilasas y ha sido capaz de distinguir las diferencias de actividad entre mutantes
puntuales (Zhang et al., 2014). No obstante, nunca se han hecho dinamicas
moleculares para estudiar el efecto de eliminar secciones del C-terminal sobre la
actividad. Dado que el bloque basico de construccion de los miembros de la
superfamilia de las nitrilasas es un homodimero y que los dos C-terminales de cada
homodimero interactla con las subunidades aledanas, se realizo la dinamica
molecular con un hexamero para garantizar que el dimero en el centro del
hexamero mantuviera todos sus contactos, especialmente los contactos del C-
terminal. Como se ha mencionado previamente, el sitio catalitico de AtNit4 queda
limitado por un asa de la subunidad aledana, al usar un hexamero también se
garantiza que las dos cavidades de los sitios activos del dimero del centro del
hexamero estén totalmente formadas y completamente delimitadas.
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Figura 36. Root-mean-square fluctuation (RMSF) después de los 10 ns de simulacion. A) RMSF
de las seis subunidades. B) RMSF de las dos subunidades del centro. En negro se marca el RMSF de
AtNit4. En rojo se marca el RMSF de NitAtCA16. En azul marca el RMSF de NitAtCA29.

Una de las primeras mediciones que se obtiene de una dinamica molecular es la
fluctuacion del valor cuadratico medio (RMSF). En la figura 36 se presenta la RMSF
de los hexameros de AtNit4, NitAtCA16y NitAtCA29 a lo largo de la dinamica. Se
puede observar que las fluctuaciones mas marcadas a lo largo de la dinamica se
encuentran en los residuos de los extremos que corresponde a los dimeros de las
orillas. En contraste, el dimero del centro, el cual abarca del residuo seiscientos
veintisiete al residuo mil doscientos cincuenta y dos, tiene una menor variacion a
lo largo de la dinamica, incluido el C-terminal (Fig. 36). La falta de contactos de
los C-terminales de las dos subunidades de las orillas es la responsable de las
mayores fluctuaciones, mientras que las subunidades con todos sus contactos
tienen menores fluctuaciones.
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Para confirmar que en el intervalo simulado de la dindAmica molecular se llego al
equilibrio, se midi6 la desviacion del valor cuadratico medio (RMSD) a lo largo de
la dinamica. Se calculd el RMSD del residuo treinta y cinco al residuo trescientos
veintiuno de las dos subunidades del centro para evitar que la fluctuacion de los
dimeros de las orillas y las regiones del C-terminal que no se presentan en todas
las mutantes, pudieran afectar las mediciones. En la figura 37, se observan los
resultados de RMSD de la dinamica. El RMSD de la mutante NitAtCA29 se mantiene
en el mismo rango a partir de los 7.5 ns, mientras que las mutantes AtNit4 y
NitAtCA16 se mantienen en el mismo rango hasta después de los 10 ns de dinamica.
Por lo tanto, a partir de los 10 ns de dinamica molecular, las tres mutantes han
llegado al equilibrio y los analisis posteriores se realizaran después de este
intervalo de tiempo.
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Figura 37. Root-mean-square deviation (RMSD) de AtNit4 y sus mutantes. Se midio e RMSD de
las seis subunidades. En negro, se representa AtNit4. En rojo, se representa NitAtCA16. En azul, se
presenta NitAtCA29.
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Medicion de la distancia de D.s durante la dinamica molecular

Durante la dinamica de las mutantes de AtNit4 con su sustrato, se midio la
distancia entre el azufre de la cisteina catalitica y el carbono del grupo ciano de
la B-ciano alanina. En la figura 38 se muestran D.s de las dinamicas de AtNit4,
NitAtCA16 y NitAtCA29 a lo largo de la dinamica molecular. Se puede apreciar que
a partir de los 10 ns se presenta una tendencia clara en las distancias. La enzima
silvestre, AtNit4, mantiene una distancia entre los 3.5 y 6 A. Mientras, la mutante
NitAtCA16 mantiene una distancia entre los 5.5 Ay 6.5 A a lo largo de toda la
dinamica, mientras que la mutante NitAtCA29 mantiene una distancia entre los 6
A'y 8 A. Estas distancias parecen correlacionar con la actividad de las distintas
mutantes por la B-ciano alanina, es decir, a menor D.s mayor actividad. Esta
correlacion es similar a la reportada por Zhang y col (2014), mostrando que a
menor distancia entre el azufre de la cisteina catalitica y el carbono del grupo
ciano (D.s), mayor actividad. Durante la dinamica molecular de Nit6803, el
fumarotinitrilo mantiene una distancia D entre 3 y 5 A, mientras que las mutantes
W146Y, W146F y W146H, las cuales tienen una menor actividad que la enzima
silvestre, mantienen una distancia entre 4y 9 A.
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Figura 38. Distancia del sustrato a la cisteina catalitica a lo largo de la simulacién. Las distancias
entre el azufre de la cisteina y el carbono del grupo ciano (Dc-s) en linea continua y la distancia
entre el centro de masa de la cisteina catalitica y centro de masa del sustrato durante la dinamica
(Dsus-cys) en linea punteada. AtNit4 en negro, NitAtCA16 en rojo y NitAtCA29 en azul.
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En el acoplamiento molecular proteina ligando de AtNit4 con sustrato hidratado y
sustrato sin hidratar, la B-cianoalanina se orient6 de tal manera que el resto de la
molécula impide el acercamiento entre la cisteina catalitica y el carbono del grupo
ciano (Fig. 34). Para corroborar la posicion y orientacion del sustrato durante la
dinamica molecular se obtuvieron algunos fotogramas. En la figura 39 se puede
observar que durante la dinamica molecular de AtNit4 el sustrato cambia su
orientacion a lo largo de la dindmica y permite que el grupo ciano se acerque a la
cisteina catalitica en los Ultimos 10 ns de dinamica. Por el contrario, la B-
cianoalanina mantiene una orientacion que impide el contacto entre la cisteina
catalitica y el carbono del grupo ciano en las dinamicas de NitAtCA16 y NitAtCA29
en los ultimos 10 ns de dinamica (Fig. 38).

>

A)

x\\;"“l»

K163

E76

\\\\ e \»"} P

Figura 39. Foto‘gramas de la dindmica molecular de AtNit4 y sus mutantes con B-ciano alanina.
A) NitAt4 a los 14.65 ns. B) NitAt4 a los 14.80 ns. C) NitAtCA16 a los 14.65 ns. D) NitAtCA29 a los
14.65 ns. PDBs hechos en Amber y las imagenes hechas en PyMol.

95



Los cambios en la orientacion del sustrato pueden ser inferidos con la distancia a
lo largo de la dinamica, por lo que se midio la distancia del centro de masa de la
cisteina catalitica y el centro de masa del sustrato (Dsus.cys). Si la distancia entre
los centros de masa de la cisteina catalitica y el sustrato se mantienen constantes,
pero se altera la distancia D, significa que el sustrato esta rotando. En la figura
38, se presenta tanto la distancia D..; como la distancia Dsys.cys.

NitAtCA16 mantiene tanto D.s como Dgs.cys constante a lo largo de toda la
dinamica, indicando que el sustrato mantuvo su posicion y orientacion
practicamente constante a lo largo de la dinamica. NitAtCA29 mantiene D.s y Dsys.
cys después de los 7 ns de dinamica. Alrededor de los 5 ns de dinamica se observa
que la distancia Dgys.cys S€ incremento y la distancia D..s disminuyd, lo que indica
que el sustrato roté y se acerco por un momento el grupo ciano a la cisteina
catalitica. Después, se acercé un poco el sustrato y el sustrato volvio a rotar
alejandose el grupo ciano de la cisteina catalitica.

Por ultimo, tanto Dsys.cys Y Dc.s de AtNit4 varian a lo largo de toda la dinamica, lo
que sugiere que el sustrato esta desplazandose y rotando a lo largo de la dinamica.
Los momentos con menor distancia D.s corresponden a momentos con una posicion
y orientacion adecuada. La distancia D.s suele ser menor a la distancia Dsys.cys pOr
casi 1.5 A, indicando que el grupo ciano estd apuntando a la cisteina catalitica
durante la mayor parte de la dinamica.
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Residuos en la cercania de B-ciano alanina durante la dindmica

También se analizaron los residuos en la cercania del sustrato a lo largo de la
dinamica. Se tomaron uno de cada dos fotogramas de los ultimos 10 ns de las
dindmicas moleculares y se anotaron los residuos a 3 A del sustrato con el programa
VMD. De acuerdo con los resultados, la mayoria de los residuos se conservan entre
las distintas dinamicas, en especial los residuos mas frecuentes a lo largo de toda
la dinamica (Fig. 40). Esto puede deberse a que el sitio catalitico de AtNit4 esta
aislado y a que, de acuerdo con la distancia Dg.cys, la ubicacion de la B-ciano
alanina en el sitio activo no es muy diferente entre las distintas dinamicas
moleculares (Fig. 38).

Algunos de los residuos aparecieron en las tres dinamicas moleculares. Entre los
residuos que aprecieron se encuentran la tretrada catalitica, el glutamato setenta
y seis, lisina ciento sesenta y tres, el glutamato ciento setenta y la cisteina ciento
noventa y siete. Ademas, se encontraron residuos conservados en las nitrilasas de
planta como la tirosina ochenta y dos, la arginina ochenta y cuatro, la treonina
ciento sesenta y siete, el triptéfano ciento noventa y ocho, la alanina doscientos
veintidds y el aspartato doscientos veintitrés (Mulelu et al., 2019). Estos residuos
pertenecen a la cadena F y es la cadena en la que se acoplo el sustrato antes de
iniciar la dinamica molecular. También se pueden observar residuos de otras
cadenas como la glicina noventa y tres y la arginina noventa y cinco del dimero
aledafio. Unicamente en la dindmica molecular de AtNit4 se encontraron residuos
de la cadena E en la cercania, aunque son poco frecuentes.

De las tres dinamicas moleculares NitAtCA16, tiene el patron de contactos mas
estables a lo largo de toda la simulacién. La B-ciano alanina se mantiene en la
cercania de un nimero reducido de residuos en la dinamica de NitAtCA16. Por otro
lado, los residuos en la cercania de la B-ciano alanina no son tan estables y varian
a lo largo de la dinamica en las dinamicas de AtNit4 y NitAtCA29. Esta variacion
concuerda con lo observado en las distancias Dsys.cys Y Dc.s. Otra diferencia entre
la dindmica de NitAtCA16 y las dinamicas de AtNit4 y NitAtCA29 son los residuos
que se mantienen en la cercania a lo largo de la dinamica. En las dinamicas de
AtNit4 y NitAtCA29, la B-ciano alanina se acerca a la arginina noventa y cinco y se
aleja del glutamato setenta y seis. Por el contrario, la B-ciano alanina se aleja de
arginina noventa y cinco y se acerca al glutamato setenta y seis en la dinamica
NitAtCA16.
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Figura 40. Frecuencia relativa de los los residuos a 3 A del sustrato. Se tomaron los residuos a
al menos 3 A de la B-ciano alanina en los ultimos 10 ns de simulacion. En barras verdes se marca
los residuos de la cadena E. en barras azul se marcan los residuos de la cadena F. En barras rojas
se marca la cadena G. A) Dinamica molecular de AtNit4. B) Dinamica molecular de NitAtCA16 C)
Dinamica molecular de NitAtCA29.

98



Interacciones de la B-ciano alanina con AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29.

La cercania entre residuos durante una dinamica molecular no necesariamente
implica que existan interacciones entre estos residuos o bien que las interacciones
estabilicen al sustrato en el sitio activo. Esto es especialmente importante en esta
nitrilasa porque tanto B-ciano alanina como el sitio activo de esta enzima tienen
grupos cargados y podria existir repulsiones entre los grupos cargados. Con la
finalidad de tener resultados mas detallados de las interacciones entre el ligando
y la proteina y las diferencias entre las distintas mutantes, se construyo un pdb de
la estructura a los 19.7 ns de la dinamica de AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29.

La primera diferencia en apreciarse en la posicion del sustrato en el sitio de
catalitico de AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29 es la posicion de la B-ciano alanina
(Fig. 41). En AtNit4 se aprecia que el grupo ciano de AtNit4 apunta a la cisteina
catalitica, mientras que en NitAtCA16 y NitAtCA29 el grupo ciano apunta a la
direccion contraria y el resto de la molécula impide el contacto del grupo ciano y
la cisteina catalitica. Esta orientacion se asemeja a las posiciones obtenidas del
acoplamiento molecular de AtNit4 con B-ciano alanina (Fig. 34).

También se analizaron las interacciones de AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29 con B-
ciano alanina. En AtNit4, el grupo ciano de B-ciano alanina es lo suficientemente
cercano a la cisteina catalitica para interactuar con ella. El glutamato catalitico
setenta y seis, el glutamato catalitico ciento setenta y el aspartato doscientos
veintitrés interactlan con el grupo amino de la B-ciano alanina. En los contactos
no aparece la lisina ciento sesenta y tres en concordancia con los residuos a 3 A,
aunque aparece el glutamato setenta y seis. El grupo acido solo interactta con la
glicina noventa y tres del dimero aledano (Fig. 37).

En NitAtCA16, el grupo acido de la B-ciano alanina interactGa con el triptéfano
ciento noventa y ocho y la lisina catalitica ciento sesenta y tres. El grupo amino
de la B-ciano alanina interactla con los glutamatos cataliticos setenta y seis y
ciento setenta, y ademas con la treonina ciento sesenta y siete.

En NitAtCA29, el grupo acido interactUa con la arginina ochenta y cuatro y la
arginina noventa y cinco del dimero aledano. El grupo amino interactta con el
aspartato doscientos veintitrés y la serina doscientos veinticuatro, el glutamato
catalitico ciento setenta y la alanina doscientos veintidos; y tiene repulsion de la
arginina ochenta y cuatro.
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Figura 41. Posiciones e interacciones de B-ciano alanina en AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29 a
los 19.7 ns de dindmica. A) Estructura de AtNit4 y B-ciano alanina. B) Estructura de NitAtCA16 y
B-ciano alanina. C) Estructura de NitAtCA29 y B-ciano alanina. D) Interacciones de AtNit4 con B-
ciano alanina. E) Interacciones de NitAtCA16 con B-ciano alanina. F) Interacciones de NitAtCA29
con B-ciano alanina. Diagrama hecho en Discovery Studio e imagen hecha en PyMol.

En los PDBS obtenidos, se observa una tendencia a alejarse de los residuos del sitio
activo al recortar el C-terminal y aparecen interacciones nuevas con los residuos
del dimero aledafo. Unicamente, en la dinamica con la AtNit4 silvestre, se
encuentra a la B-ciano alanina en la posicion y en la ubicacion adecuadas, para
realizar un contacto entre el carbono del grupo ciano y el azufre de la cisteina
catalitica, lo cual concuerda con lo observado en la distancia Dc.s Y Deys-sus (Fig. 38).
La figura 41 By E se muestra la interaccion del sustrato con la lisina ciento sesenta
y tres de NitAtCA16 y explica porque en los mapas de residuos a 3 A del sustrato
aparece estos residuos (Fig. 41) y podria ser una interaccién importante.
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Interacciones de los residuos de los residuos del sitio activo en las dinamicas
moleculares de AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29

Las diferencias en las interacciones entre las distintas mutantes con la B-ciano
alanina podria deberse a diferencias en el sitio activo durante la dinamica
molecular. Para analizar las interacciones de los residuos de la cavidad del sitio
activo y su permanencia a lo largo de las dinamicas moleculares, se construyeron
redes de interacciones de residuos. Se analizaron las interacciones de la tétrada
catalitica, glutamato setenta y seis, lisina ciento sesenta y tres, glutamato ciento
setenta y cisteina ciento noventa y siete; y la arginina noventa y cinco después de
los 11 ns hasta los 20 ns de simulacion. Debido a que el tiempo es una variable en
las dinamicas moleculares, también se reporta la frecuencia de estas interacciones
en los fotogramas analizados.

Se indetificaron los residuos que interactian con la tétrada catalitica y las
interacciones entre ellos. Se descartaron las interacciones de Van Der Waals
debido a la poca fuerza de estas interacciones y la baja frecuencia de estas
interacciones a lo largo de la dinamica. En el analisis, se encontraron veintinueve
interacciones distintas (Fig. 42). Nueve de las veintinueve interacciones se
mantienen durante mas del 90 % del intervalo analizado en las tres dinamicas
moleculares, siete puentes de hidrégeno y dos puentes salinos (Fig. 42 By C). Ocho
interacciones solo se encontraron en una de las tres dinamicas moleculares. La
mayoria de las interacciones que Unicamente se encontraron en una de las tres
dinamicas no se mantiene a lo largo de la simulacion.

Los residuos de la tétrada catalitica mantienen varias interacciones constantes a
lo largo de las tres simulaciones. La lisina ciento sesenta y tres forma puentes
salinos con el glutamato setenta y seis y glutamato ciento setenta (Fig. 42 C). El
glutamato setenta y seis mantiene puentes de hidrogeno con la treonina ciento
sesenta y siete, la isoleucina ciento setenta y tres y el triptéfano ciento setenta 'y
cuatro (Fig. 42 B). Por su parte, la cisteina catalitica, la cisteina ciento noventa y
siete, forma puentes de hidrogeno con la asparagina doscientos y la prolina
doscientos veinte. Estas interacciones pueden ser importantes para la actividad de
la enzima debido a que se mantienen constantes. Sin embargo, no permiten
explicar las diferencias entre las distintas mutantes.
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Figura 42. Interacciones de los residuos de la tétrada catalitica y la frecuencia de estas. No se
marcan las cadenas porque todas las interacciones fueron en la cadena F. En columnas negras la
frecuencia de las interacciones de AtNit4. En columnas rojas la frecuencia de las interacciones de
NitAtCA16. En columnas azul la frecuencia de las interacciones de NitAtCA29. A) Puentes de
hidrégeno variable en las tres simulaciones. B) Puentes de hidrogeno que se mantienen constantes

en las tres simulaciones. C)Puentes salinos. D) Puentes de hidrogeno variable que se encontraron
en solmante una de las tres simulaciones. E) Interacciones interacciones m-m.
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Algunas diferencias en las inetracciones entre las distintas dinamicas moleculares
se manifiestan como diferencias en las interacciones y otras veces como
diferencias en la frecuencia de estas interacciones. Las interacciones de AtNit4 y
NitAtCA29 son muy similares y la mayoria de las diferencias se ven en las
frecuencias de las interacciones. La lisina ciento sesenta y tres reduce la
frecuencia con la que mantiene sus puentes de hidrégeno con la treonina ciento
sesenta y siete y la glicina ciento setenta y siete en la dinamica de NitAtCA29 (Fig.
42 A). La glutamina doscientos cuarenta y ocho disminuye la frecuencia con la que
forma un punte de hidrogeno con el glutamato setenta y seis (Fig. 42 A) y en
cambio, la glutamina doscientos cuarenta y ocho forma un puente de hidrogeno
con la tirosina ochenta y dos (Fig. 42 D).

A diferencia de NitAtCA29, NitAtCA16 tiene un patron de interacciones diferentes
al de AtNit4. En el analisis se encontro que el glutamato ciento setenta forma un
puente de hidrégeno con la tirosina ochenta y dos y el glutamato setenta y seis
forma puentes de hidrégeno con cisteina ciento cuarenta y seis y con la glutamina
doscientos cuarenta y ocho en la dinamica de AtNit4. Mientras en la dinamica de
NitAtCA16 se perdieron las interacciones mencionadas anteriormente. En su lugar,
el glutamato setenta y seis forma un puente de hidrogeno con la tirosina ochenta
y dos y la isoleucina ciento noventa y seis forma puentes de hidrogeno con el
glutamato ciento noventa y nueve. Ademas, la frecuencia de la interaccion m-m
entre el triptofano ciento setenta y cuatro y la tirosina ochenta y dos y el puente
de hidedgeno entre la cisteina ciento noventa y siete y la treonina doscientos
veintiuno se incrementa.

Estas diferencias en las interacciones podrian deberse a la posicion del sustrato a
lo largo de la dinamica. Las mediciones de Dsys.cys ¥ Dc.s de la dinamica de NitAtCA16
indican que el sustrato explora un espacio reducido de posiciones. Por el contrario,
el sustrato en las dinamicas de AtNit4 y NitAtCA29 exploran un espacio amplio de
posiciones, aunque la orientacion es diferente.

Mulelu y col (2019) encontraron en una dinamica molecular que el aspartato
trescientos diecisiete de una subunidad forma un puente salino con la arginina
noventa y cinco de la subunidad aledana. Esta interaccion funciona como un
cerrojo que mantiene cerrada la tapa del sitio activo. Cambios en estos residuos
alteran la especificidad y el tamano del sustrato. Se analizaron las interacciones
del aspartato trescientos diecisiete para confirmar la existencia de cambios en las
interacciones de este residuo.
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Las redes de interaccion de residuos confirman que la arginina noventa y cinco
forma un puente salino con el aspartato trescientos diecisiete, aunque el aspartato
trescientos diecisiete también forma puentes salinos con la arginina cien. Ambas
interacciones no se mantienen mas alla del 50 % de los fotogramas (Fig. 43 B).
Aparte de los puentes salinos, el aspartato trescientos diecisiete forma puentes de
hidrogeno con varios residuos como la arginina noventa y cinco, la arginina cien,
la arginina trescientos trece, la alanina trescientos catorce, la tirosina trescientos
veinticuatro y la arginina doscientos uno (Fig. 43 A). Por lo tanto, la interaccion
entre el aspartato trescientos diecisiete existe, aunque hay otra arginina, la

arginina cien, que forma puentes salinos y varios puentes de hidégeno con otros
residuos.
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Figura 43. Interacciones del aspartato trescientos diecisiete. La cadena se marca antes del
residuo con dos puntos. En columnas negras la frecuencia de las interacciones de AtNit4. En

columnas rojas la frecuencia de las interacciones de NitAtCA16. En columnas azul la frecuencia de
las interacciones de NitAtCA29. A) Puentes de hidrogeno. B) Puentes salinos.
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Calculo de energia de unidén proteina-ligando en las dinamicas de AtNit4,
NitAtCA16 y NitAtCA29

Para conocer el efecto en la energia de union proteina ligando al eliminar
secciones cada vez mas largas del C-termina, se calculd la energia de unién con
MM/PBSA y MM/GBSA. Se escogio el intervalo 17.5 y 19.5 ns debido a que
anteriormente se analizaron las interacciones de las conformaciones de este
intervalo y también se presentan la mayor diferencia en la distancia D (Fig. 40).

Los resultados reportan dos términos AGgss Yy AGs. AGgs representa las
interacciones electroestaticas y las interaciones de Van der Waals. AGgy
representa la energia de solvatacion. La direncia entre MM/PBSA y MM/GBSA radica
en como se calcula la contribucion polar a la energia de desolvatacion. Debido al
tipo de residuos que se encuentran en el sitio activo de AtNit4 se usaron los dos
métodos. Como se observa en la tabla XIV, la diferencia entre MM/PBSA y MM/GBSA
se encuentra en el componente en AGg,.

Tabla XIV. Energias de union de AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29 a B-ciano alanina

Método MM/PBSA MM/GBSA

Mutante | AtNit4  NitAtCA16 NitAtCA29 | AtNit4  NitAtCA16 NitAtCA29
AGeas -23.3:2.5 -281.4:8.9  -33:2.7 | -23.3:2.5 -281.4¢8.9  -33:2.7
AGsol 20.143.7  259.9:+8.3  26.4+4.1 8:1.6  258.3:7.6  12.8+1.6
AGTotal | 35,44 .21.6:45  -6.6:4.2 | -15.3:2.3  -23.2:3  -20.3+2.2

Energias calculas en kcal/mol. AG Total, es la suma de Ggas y Gsol.

En la tabla XIV se presentan los resultados de la energia de unién calculados por
MM/PBSA y MM/GBSA. En los resultados de ambos métodos se observa que la
energia de union de NitAtCA16 a B-ciano alanina es la mas afin, mientras que la
energia de AtNit4 es la meno afin. Esto sugiere que la B-ciano alanina esta
fuertemente unida a NitAtCA16, aunque la orientacion no sea la adecuada para
realizar la catalisis. Mientras, la B-ciano alanina no esta fuertemente unida, lo que
permite que el sustrato explore distintas posiciones y orientaciones. Algunas de
estas posiciones y orientaciones son adecuadas para que se lleve a cabo la catalisis.
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Discusion
Refinamiento y evaluacion de las estructuras

La cristalografia de rayos X es una técnica que ha permitido obtener la estructura
de un gran nimero de estructuras de diferentes proteinas. Sin embargo, la técnica
es dependiente de la cristalizacion de la proteina, la cual suele limitar la obtencion
de una estructura (Durbin & Feher, 1996). La obtencion de las estructuras de las
nitrilasas por esta técnica ha resultado compleja. Se propone que la simetria
pentagonal de los oligdbmeros formados por las nitrilasas es la responsable de
impedir la formacion cristales (Mulelu et al., 2019). Es importante notar que las
dos estructuras obtenidas por cristalografia de rayos X, no tienen esta simetria. En
el caso de PaNit, la enzima es un dimero activo in vitro (Mueller et al., 2006) y
Nit6803 forma oligomeros con simetria hexagonal al perder los ultimos ciencuenta
y seis residuos del C-terminal (Woodward et al., 2018). Una técnica que ha sido
clave para resolver este tipo de proteinas es la Cryo-EM (Cheng, 2018). No
obstante, la gran desventaja de la Cryo-Em es que la baja resolucion de los mapas
obtenidos permite ajustar diferentes estructuras al mismo mapa de potencial de
Coulomb. Algunas de estas incluso se desvian de la norma. Este reto ha implicado
la creacion de nuevos métodos de validacion como CaBLAM (Prisant et al., 2019) o
el uso de métodos de evaluacion anteriormente no tan populares como Z score
(Sobolev et al., 2020). Estas desventajas de las estructuras provenientes de Cryo-
EM se tradujo en el uso de una amplia gama de métodos para evaluar y refinar las
estructuras.

Se evaluaron las estructuras de AtNit4 y RsV51BNit antes de los analisis para
conocer la calidad de estos. Este paso es importante debido a que la calidad de los
resultados depende de la calidad de las estructuras y es recomendable hacer un
refinamiento en caso de ser necesario (Hollingsworth & Dror, 2018). La evaluacion
de las estructuras de AtNit4 y RsV51BNit reveld problemas, en especial en la
estructura de RsV51BNit, el cual es una estructura previa y aun no ha sido
publicada (Tabla IV). En cambio, la estructura publicada de AtNit4 presenta un
alto porcentaje de aminoacidos con angulos g, ¢ y x ideales indicando una
estructura favorable. Sin embargo, puntajes como el Z-score y REU indican
problemas subyacentes en la estructura, por lo que se decidio refinar las
estructuras antes de hacer cualquier analisis con ellas.

Las estructuras se refinaron tanto con el programa Rosetta como con el programa
REFMAC. El programa Rosetta garantizd que las estructuras tuvieran valores de y
y ¢ ideales, asi como rotameros comunes. Debido a que se cuenta con los mapas
de potencial de Coulomb se ajustaron las estructuras resultantes a los mapas. Esto
garantizo que las estructuras finales no se desviaran de la evidencia experimental.
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La evaluacion de las estructuras refinadas reveld que ambas mejoraron su calidad
y en el caso de AtNit4, el proceso de refinamiento implico la construccion de una
region comprendida entre el residuo doscientos cincuenta y dos y el residuo
doscientos setenta y cinco. El porcentaje de aminoacidos con angulos favorables
de g, @ y x se incrementaron. Ambas estructuras pudieron obtener su secuencia
utilizando el protocolo Rosetta-HMMR y aumentaron la cantidad de residuos que
identificados exitosamente. La mayoria de los residuos no identificados se
encuentran en el C-terminal y probablemente se deba a la falta de contactos en
esta region. En cuanto a su energia, el Puntaje de REU disminuyo, indicando una
estructura favorable. Por ultimo, los valores de Z-score indican que la distribucion
de angulos Y y @ se ajustan a lo observado en otras estructuras de alta resolucion.
La evaluacion indica que las estructuras han mejorado su calidad y se procedio a
realizar los analisis in silico con las estructuras.

Los efectos del refinamiento de las estructuras se pueden observar en las mismas
estructuras. Un buen ejemplo de como el refinamiento mejoro los angulos g y @
es una region comprendida entre el residuo trescientos veintidds y el residuo
trescientos treinta y cuatro de AtNit4. En la figura 44 se observa que la estructura
publicada de AtNit4 esta region forma un asa larga dando vueltas en espiral,
mientras que en la estructura refinada se aprecia que esta region forma una hélice
alfa (Fig. 44). La razon por la que PyMol no identifica esta region de la estructura
publicada de AtNit4 como una alfa hélice es que los valores de g y ¢ se desvian de
los valores ideales. Este tipo de errores son comunes a lo largo de la estructura y
podrian explicar por qué la evaluacion de la estructura publicada tiene un Z-score
anomalo pero un porcentaje alto de aminoacidos con angulos y y ¢ favorables
(Tabla 1V).

1 .
Figura 44. Comparacion de la estructura publicada y la estructura refinada de AtNit4. En azul
se presenta la estructura publicada de AtNit4 y en rojo se presenta la estructura refinada de AtNit4.
Imagen hecha en PyMol.
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Actividad de las mutantes

Se seleccionaron posiciones a lo largo del C-terminal para ser mutadas por un
codon de paro con base a las interacciones de este residuo y en las interacciones
de las regiones eliminadas. Debido a que estas mutaciones no eliminan fragmentos
de la parte globular de las enzimas, se esperaba que las mutantes se plegaran
fueran activas. Sin embargo, todas las mutantes de RsV51BNit en este proyecto
son inactivas y las mutantes de AtNit4 pierden actividad conforme se reduce el
largo del C-terminal. Este problema plantea varias cuestiones que tienen que
analizarse.

Se esperaba que al disminuir el nimero de subunidades que conforman los
oligdbmeros disminuyera la actividad de las mutantes. Existe evidencia que indica
que en la superfamilia de las nitrilasas la oligomerizacion posiciona algunos
residuos del sitio activo y de la tétrada catalitica en la conformacion correcta. En
la amidasa de Geobacillus pallidus RAPc8 el glutamato ciento cuarenta y siete vy,
en la B-alanina sintetasa de Homo sapiens el glutamato doscientos siete, ambos
correspondientes al glutamato ciento setenta del alineamiento (Fig. 4), se
encuentran en un asa en la cercania de la superficie C y obtienen su conformacion
cuando hay interacciones con otro dimero (Kimani et al., 2007; Maurer et al.,
2018). En el caso especifico de AtNit4 un asa comprendida entre el residuo ochenta
y dos y el residuo noventa y siete delimitan el tamano del sitio activo. Es probable
que los sitios activos de las subunidades de las orillas no estén en la conformacion
adecuada. Conforme la afinidad de la superficie C disminuye, disminuye el nimero
de subunidades que conforman los oligdmeros y aumenta el nimero de subunidades
que se encuentran en las orillas. Por lo tanto, es posible que al disminuir la afinidad
de la superficie C, disminuya el nimero de sitios activos en conformaciones
adecuadas.

Para estudiar los efectos de las mutaciones en los sitios activos formados
correctamente, se realizaron acoplamientos proteina-ligando y dinamicas
moleculares. Anteriormente, la medicion de D..s ha sido un buen predictor de la
actividad y ha sido capaz de distinguir las diferencias en la actividad de mutantes
puntuales (Zhang et al., 2014), la regioselectividad (Chen et al., 2019) y la
estereoselectividad en dinamicas moleculares (Chen et al., 2021). De acuerdo con
el mecanismo de reaccioén, el grupo ciano debe encontrarse a distancia de un
puente de hidrogeno de la lisina catalitica, lisina ciento setenta y tres, de acuerdo
con el alineamiento (Fig. 3; Fernandes et al. 2006). Por lo que también se puede
usar para discriminar las posiciones adecuadas del sustrato en un acoplamiento
molecular (Rucka et al., 2019).
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Los resultados de acoplamiento molecular no permitieron explicar los resultados
obtenidos. En los resultados de acoplamiento molecular de RsV51BNit, se usaron
dos argumetos para seleccionar las conformaciénes a analizar. En ninguno de los
casos se encontro una correlacion entre la distancia D.s medida, la afinidad
calculada y la actividad catalitica reportada anteriormente. Al usar el argumento
de la D..s mas corta se encontraron conformaciones compatibles con el mecanismo
de reaccion. Sin embargo, no hay una correlacion entre los datos recopilados. La
distancia entre el sustrato y la lisina catalitica no permitio seleccionar
conformaciones, ya que en las conformaciones en las que la distancia D5 es corta,
el grupo ciano se encontraba en la cercania de la lisina catalitica. En las
conformaciones seleccionadas por la afinidad resportada, la mayoria de las
conformaciones no son compatibles con el mecanismo de reaccion.

En el caso de los acoplamientos moleculares de AtNit4, se hizo acoplamiento con
el sustrao hidratado y sin hidratar. Las conformaciones resultantes de estos dos
acoplamientos no son compatibles con el mecanismo de reccion. La orientacion
del sutrato ubica al grupo ciano en la direccion incorrecta e impide que la cisteina
catalica y el gurpo ciano tengan un contacto significativo. Aun asi, se observan
diferencias en la afinidad reportada.

Debido a los resultados obtenidos en los acoplamientos proteina ligando, se
realizaron dinamicas moleculares de las enzimas AtNit4, NitAtCA16 y NitAtCA29
con B-ciano alanina. Este método nunca se ha usado para explicar las diferencias
en actividad al recortar secciones del C-terminal. A pesar de las complicaciones,
el método es lo suficientemente robusto para marcar diferencias en la distancia
D..s al eliminar secciones del C-terminal, las cuales correlacionan con la actividad
de las distintas mutantes. Es importante notar que Unicamente en la dinamica
molecular de AtNit4, la B-ciano alanina explora posiciones y orientaciones factibles
para un contacto productivo entre el azufre de la cisteina catalitica y el carbono
del grupo ciano del sustrato. Tanto en la dinamica molecular de NitAtCA16 como
de NitAtCA29 la orientacion del sustrato aleja el grupo ciano de la cisteina
catalitica y el resto del sustrato bloquea un posible contacto entre el grupo ciano
y la cisteina después de los 10 ns de dinamica. Una diferencia crucial es que la B-
ciano alanina en la dinamica de NitAtCA29 exploro algunas posiciones vy
orientaciones distintitas e incluso se aproximé a la cisteina catalitica antes de los
10 ns (Fig. 38). En contraste, la B-ciano alanina explora pocas posiciones a lo largo
de la dinamica de NitAtCA16 (Fig. 38).
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Se calculo la energia de union de la B-ciano alanina a AtNit4, NitAtCA16 y
NitAtCA29 con MM/PBSA y MM/GBSA en el intervalo 17.5 y 19.5 ns. Los datos de
los calculos de energia de union sugieren que la B-ciano alanina esta fuertemente
unida a una posicidon en la simulacion de NitAtCA16 (Tabla XIV). Esto concuerda
con la poca variacion de las distancias de Dsus.ys y Des durante la simulacion (Fig. 38).
Los puentes salinos que mantiene la B-ciano alanina con la lisina y los glutamatos
cataliticos podria explicar la fuerte union en las energias de union calculadas en
la dinamica molecular (Fig. 42). Por otra parte, AtNit4 y NitAtCA29 tienen una
mayor energia de union que NitAtCA16 (Tabla XIV) y les permite, en especial a
AtNit4, explorar un espacio mas amplio de orientaciones y posiciones en el sitio
activo, algunas de las cuales permiten el contacto del azufre de la cisteina
catalitica con el nitrégeno del grupo ciano. Las diferencias entre los resultados del
acoplamiento proteina ligando con AtNit4 y la dinamica molecular con AtNit4 se
puede deber a que la dinamica permite una mayor flexibilidad de la proteina y a
que el tiempo es una variable extra en la dinamica molecular (Chen, 2015).

Oligébmeros

Se corroboro el efecto de eliminar secciones del C-terminal en la capacidad de
formar filamentos por medio de DLS y TEM. Estas mediciones solo se realizaron en
las mutantes de AtNit4, ya que mantien su estructura. Los datos de DLS indican la
presencia de al menos dos poblaciones. Los Ry de la mayoria de las mutantes son
cercanos a los Ry de AtNit4. La mutante NitAtCA29 presenta tres poblaciones y la
poblacion con el menor Ry tiene un radio considerablemente menor.

Para conocer el tipo de oligdmeros formados, se observaron las mutantes de AtNit4
por TEM. En las mutantes truncas NitAtCA16, NitAtCA29 y NitAtCA34 no se observo
la formacion de filamentos, pero se observé la formacion de agregadosamorfos.
Esto podria explicar por qué se observan poblaciones de gran tamafno en los
resultados de DLS de las mutantes. Solamente las poblaciones de menor tamano
identificadas por DLS podrian coincidir con oligdmeros con un nimero limitado de
subunidades.

Ninguna de las mutantes truncas forma filamentos y el tipo de oligomeros
identificados son muy similares. Esto sugiere que la eliminacion de la hebra beta
que estabiliza la superficie C es suficiente para impedir la formacion de filamentos.
Sin embargo, la eliminacion de estas regiones del C-terminal aumenta
considerablemente la propension a formar agregados.
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Agregacion y plegamiento de las mutantes

Una diferencia importante entre las mutantes de RsV51BNit y AtNit4 es el efecto
de eliminar partes del C-terminal en el plegamiento. A pesar de que las mutaciones
de RsV51BNit y AtNit4 son similares, las mutantes de AtNit4 mantienen su
estructura, mientras que las mutantes de RsV51BNit han perdido su estructura (Fig.
28).

Al comparar las afinidades calculadas de las superficies de interaccion, se nota un
patron en la afinidad. La afinidad de la superficie C de las mutantes de RsV51BNit
es menor a la afnidad de la superficie C de AtNit4 (Tabla VI). Por ejemplo, la
afinidad de la superficie C de NitCRspA55 es similar a la afinidad de la superficie
C de NitAtCA34. Aunque las mutantes de AtNit4 y RsV51BNit eliminan secciones
similares del C-terminal, es probable que no tengan el mismo efecto en el estado
oligomérico (Fig. 45).

La mutante NitCRspA50 no elimina completamente la hebra beta que estabiliza la
superficie C. Sin embargo, esta region en RsV51BNit esta formada por solo dos
aminoacidos (Fig. 45). Por lo tanto, es probable que la eliminacién de un solo
aminoacido impida que se forme esta interaccion. Como resultado, las mutantes
NitCRspA55 y NitCRspA50 pueden tener un efecto muy similar. Esta es una de las
razones por las que se decidid no cortar estas hebras beta a la mitad en este
proyecto.

NltAtCA34 NltAtCA29 NltAtCM [
AtNit4 316N-- FDFDVV HYSREEV FSLNIR EHPREATSKVMEDESV-355C
R.rhodochrous J1 290N-QA - ADPVGHYSRPDLSLNFNQR TTPVNRA I STIHATHL 329C

RsV51BNit 290N-QA - AmVGHYSRED LSLNFN TTPPLSTIHATH F-329C

—/ Y

NitCRspA74 NitCRspA73 NltCRspA66 NItCRspA64 NltCRspA55 NitCRspA50 NitCRspA49 NitCRspA39
J1AC302  J1AC311 J1AC317  J1AC317

Figura 45. Representacion del C-terminal de las nitrilasas de AtNit4, R. rhodochrous J1 y
RsV51BNit. Se marca con fondo negro los residuos que se sustituyeron por un codon de paro. En
cajas grises se marca las hebras betas que estabilizan las superficies de interaccion. Los nombres
en fondo gris marcan las mutantes inactivas.
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Otro efecto de eliminar el C-terminal es la exposicion de regiones hidrofdbicas en
la superficie de las enzimas y la eliminacion de cargas. Las hebras betas del C-
terminal tienen un patron de alternancia entre residuos polares y no polares (Fig.
45). Los residuos no polares se orientan al interior de la proteina y los residuos
polares se orientan al solvente. Las regiones que flanquean las hebras betas son
ricas en prolinas y residuos cargados. Es decir, el C-terminal oculta parches
hidrofobicos y pone cargas en la luz de los filamentos (Fig. 46). Se ha propuesto
que las repulsiones electroestaticas de las histidinas a lo largo del C-terminal de
la CynD de B. pumilus C1 son las responsables de la formacion de espirales al
disminuir el pH (Thuku et al., 2009).

Z
*

e AT

A) NitRspCA39. B) NitRspCA73. C) AtNit4. D) NitAtCA34. Imagen hecha en PyMol.

La disminucion de la afinidad de las superficies de interaccion y la exposicion de
parches no polares, podria favorecer la formacion de interacciones no especificas.
Este tipo de interacciones podrian explicar la formacidén de agregados y la poca
estabilidad de las mutantes. Debido a que la afinidad de la superficie C de
RsV51BNit y que los parches hidrofébicos expuestos son mayores, los efectos
deberian ser mayores. Probablemente, estos sea algunos de los factores que
impidan que las mutantes NitCRspA74, NitCRspA73, NitCRspA66 y NitCRspA64 se
plieguen correctamente.
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Una comparacion util es la caracterizaron varias mutantes truncas del C-terminal
de la nitrilasa de R. rhodochrous J1 (Thuku, et al., 2007). La nitrilasa de R.
rhodochrous J1 tiene una identidad del 97 % con RsV51BNit. Las mutantes J1AC302,
J1AC311, J1AC317 y J1AC327 de R. rhodochrous J1 corresponden a las mutantes
NitCRspA64, NitCRspA55, NitCRspA49 y NitCRspA49 respectivamente de RsV51BNit
(Fig. 47). Las mutantes J1AC302 y J1AC311 son inactivas, mientras que las
mutantes J1AC317 y J1AC327 son activas. Es decir, las posiciones que generan
mutantes inactivas en la nitrilasa de R. rhodochrous J1, también generan mutantes
inactivas en RsV51BNit. La caracterizacion de las mutantes inactivas de R.
rhodochrous J1 se quedd solamente en la actividad. Por consiguiente, no podemos
saber si las mutantes truncas de R. rhodochrous J1 se pliegan correctamente,
aunque es muy probable.

La creacion de mutantes truncas eliminé algunas de las interacciones que
estabilizan las superficies de interaccion. Como consecuencia, el estado
oligomérico de las mutantes se alterd. Las mutantes NitAtCA16 y NitAtCA29 son
activas, aunque tienen tendencia agregarse y la actividad esta mermada. Las
mutantes de RsV51BNit son inactivas dado que han perdido su estructura. La
eliminacion del C-terminal puede controlar el estado oligomércio, pero conlleva
efectos severos en la estructura y la actividad.

Conclusiones

e Las mutantes NitCRspA74, NitCRspA73, NitCRspA66 y NitCRspA64 son
inactivas debido a que han perdido su estructura.

e El limite de residuos que se pueden eliminar del C-terminal de RsV51BNit y
generar una mutante activa es 49 residuos.

e La eliminacion de la seccion del C-terminal que estabiliza la superficie C de
NitAt4 disminuyen la capacidad de formar filamentos, aunque son propensas
a agregarse.

e La eliminacion de hasta 29 residuos del C-terminal permite generar
mutantes activas.

e La distancia D.s a lo largo de la dinamica molecular parece ser un predictor
robusto de la actividad.
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Perspectivas

La eliminacion de las regiones que ayudan a estabilizar las superficies de
interaccion de AtNit4 y RsV51BNit tiene efectos severos sobre la actividad y la
estabilidad. Hacer mutaciones en las superficies de interaccion y en el C-terminal
podria modificar el estado oligomérico sin tener un efecto severo sobre la actividad
y la estabilidad. En especial, la creacion de mutantes quiméricas puede ser una
opcion interesante.
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