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RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollé de una metodologia que permitiera encontrar residuos
fuera del sitio catalitico y que modificaran la selectividad Transglicosidacion/Hidrélisis (T/H)
sobre el enlace 1,4-a-glucosidico, aplicandolo en el caso de la familia de enzimas glicosido
hidrolasa GH13. Con este ultimo propdsito, seleccionamos estructuras del Protein Data
Bank (PDB), correspondientes a miembros de la familia GH13, con actividad
transglicosidica e hidrolitica. Ademas, usamos el programa CMView, al igual que un
programa escrito en R, y comparamos los contactos entre residuos de las hidrolasas contra
las transglicosidasas.

Ahora bien, este analisis nos llevé a identificar residuos diferencialmente enriquecidos en
los dos grupos, lo que nos permitié proponer sustituciones de residuos en una hidrolasa (la
a-amilasa de Thermotoga maritima AmyA, TmAmyA) y una transferasa (1,4-a-
glucanotransferasa de Thermotoga maritima, TmGTasa). Usando mutagénesis-sitio-
dirigida, construimos los vectores que contenian las variantes propuestas y evaluamos la
actividad transglicosidicia e hidrolitica tanto de las enzimas silvestres como de las variantes
sugeridas por nuestra metodologia. Con las mutaciones seleccionadas, logramos aumentar
la selectividad T/H en la hidrolasa TmAmyA y disminuirla en la transferasa TmGTasa. En el
caso de la variante TmGTasa M279N, logramos reducir la actividad transglicosidica y
medimos un incremento en la hidrélisis. A pesar de que, en la mayoria de las variantes
presentadas, el cambio de selectividad T/H se obtuvo por pérdida de la actividad principal
de cada enzima, mientras la actividad secundaria permaneci6 intacta o se redujo en menor
medida, en todos los casos, el cambio de T/H se obtuvo en la direccion deseada.

De esta suerte, concluimos que el analisis de contactos entre residuos basado en mapas
de contacto permite identificar sitios blanco de mutagénesis, fuera del sitio catalitico que
modulan la relacién T/H en miembros de la familia GH13, tanto en transferasas como en
hidrolasas. Asimismo, el analisis de los contactos entre residuos permitié clasificar a las
enzimas de la familia GH13, de acuerdo con su selectividad como hidrolasas o transferasas,
y definir un parametro que refleja las relaciones evolutivas de la familia GH13, permitiendo,
a su vez, identificar eventos de duplicacion y transferencia horizontal de genes, siendo estos
parametros mas sensibles que el analisis por secuencias, ademas de poder ser

automatizados.



1. INTRODUCCION

Las enzimas son proteinas que aceleran una infinidad de reacciones in vivo e in
vitro [1-4], cada una con muy alta especificidad de reaccion y de sustrato. Estas
maquinas moleculares tienen un grupo de residuos de aminoacidos dentro de su
secuencia, denominados residuos cataliticos, que reaccionan con el sustrato para
llevar a cabo la catalisis [5].

Los residuos cataliticos en la funcidn enzimatica son importantes: eliminarlos
mediante una sustitucion por otro aminoacido lleva a la pérdida parcial o completa
de la funcién enzimatica, y enzimas homodlogas catalizando la misma reaccion
posicionan y orientan sus residuos de la misma forma a pesar de diferencias en la
secuencia [6]. Esta evidencia sugiere que su adicion a cualquier otra estructura
proteica con el mismo posicionamiento y orientacién llevara a la misma funcién
enzimatica; sin embargo, parecen no ser el unico elemento estructural que permite
a las enzimas alcanzar sus altas tasas de conversion, ya que, para producir una
enzima que catalizara la eliminacion de Kemp (Kemp eliminasa) con actividad
similar a las enzimas naturales [7], no basté insertar los residuos catalitcos en un
molde proteico, fue necesario sustituir residuos fuera del sitio catalitico, lo que
cambid la posicion de los residuos cataliticos y la dinamica de la proteina. Otros
experimentos de evolucion dirigida han encontrado, en bancos producidos al azar,
sustituciones de residuos fuera del sitio catalitico que modifican su funcion [8,9].
Mas evidencia de que la informacién de la funcidn no esta contenida unicamente en
el sitio catalitico ha sido generada después de analizar los resultados de
secuenciar de forma masiva (deep sequencing) bancos de variantes producidas al
azar (cuya actividad puede aumentar hasta 30 veces) y relacionarla con la
funcionalidad de cada mutante para generar la estructura terciaria de diversas
enzimas al analizar el efecto de todas las mutaciones concurrentes[10,11]. Por otro
lado, para la proteina Ras se ha construido un banco de mutantes sencillas

sustituyendo, para todas las posiciones, el residuo original por los otros 19 en todas



las posiciones, observandose que hay posiciones fuera del sitio catalitico claves
para controlar la velocidad de hidrolisis del GTP [12].

Considerando lo anterior, es necesario desarrollar una metodologia que permita
explotar el efecto de los residuos fuera del sitio catalitico en el disefio y redisefio de
enzimas.

Una estrategia para recuperar la informacién funcional dispersa en la estructura de
las enzimas podria ser el analisis de contactos entre residuos. Una prueba de esto
es el algoritmo SCHEMA [13], que aumentd la tasa de éxito para crear quimeras
estables y funcionales de enzimas evolutivamente emparentadas al considerar los
contactos conservados en la familia de enzimas y realizar los cortes en sitios donde
se minimice la ruptura de contactos compartidos por ambas enzimas para formar
quimeras en las que los contactos de las enzimas donantes se mantienen.
También el analisis de la covariacion de residuos, direct coupling analysis (DCA),
en alineamientos multiples de secuencias (MSA) ha permitido identificar residuos
importantes para la funcion fuera del sitio activo de las enzimas. En estos
experimentos, el analisis de multiples secuencias de proteinas evolutivamente
relacionadas identifica posiciones en la secuencia primaria que cambian de forma
correlacionada, los cuales estan en contacto en la estructura tridimensional; este
método considera que cuando un residuo importante para la funcion muta, los
residuos en contacto también cambian para compensar la primera sustitucién y asi
mantener la funcion [14,15].

La relacion entre los residuos que coevolucionan y la especificidad de la proteina
se ha evaluado en la familia de las acuaporinas para encontrar los residuos
asociados con el transporte de agua o glicerol [16]. Ademas, se evaluaron residuos
cuya coevolucién esta asociada con la especificidad de la proteina en doce familias
de proteinas [17]. Adicionalmente, al sustitutuir, mediante mutagénesis a saturacion,
aminoacidos que covarian dentro de una familia de proteinas, se ha observado que
dichas sustituciones alteran la funcién enzimatica [18,19]. Sin embargo, en muchos
casos, la coevolucién de los residuos es dificil de detectar debido a (1) la presencia
de cambios en las mutaciones compensatorias de la red mas alla de la primera

esfera de contactos, (2) la dependencia significativa de las covariaciones con las



distancias evolutivas entre las secuencias usadas, (3) el numero de proteinas en un
MSA,(idealmente este numero debe asegurar que la probabilidad de encontrar un
aminoacido en cualquier posicion -no conservada- del alineamiento, sea la misma
que aquella de todo el universo de proteinas) y (4) la calidad del alineamiento en el
entorno de los residuos que coevolucionan [15].

Ademas de la covariacion de residuos, la importancia que tienen los contactos entre
residuos para la funcion, se ve reflejada en su aprovechamiento para predecir la
clasificacion funcional de enzimas. Esto ha sido posible al comparar los patrones de
empaquetamiento caracteristicos de una familia y usarlos para identificar enzimas
con la misma funcién [20,21].

Por otra parte, programas de disefio y prediccidén de estructura de proteinas se han
beneficiado al incluir en su algoritmo a los contactos entre residuos. Por ejemplo,
considerar los contactos entre residuos permitid mejorar los resultados del
programa de disefno de novo de proteinas Rosetta [22,23] y mas recientemente al
usar inteligencia artificial para analizar las redes de contactos entre residuos [24].
En este mismo sentido, el programa AlphaFold2 super6 al resto de programas de
prediccion de estructuras en el concurso CASP14 al incluir una inteligencia artificial
que analiza simultdneamente la informacion evolutiva y espacial, acoplando los
modelos tridimensionales al alineamiento de secuencias mediante un mapa de
contactos durante su proceso inductivo-deductivo, permitiendo mejorar su
modelado [25,26].

Un mapa de contactos es una representacion 2D de la estructura terciaria de una
proteina que permite visualizar los Sus contactos entre sus residuos; consisten en
una matriz de NxN, donde N corresponde al nUmero de aminoacidos que componen
la proteina, que registra, de forma binaria, si existen o no contactos entre ellos. Los
mapas de contactos registran la estructura secundaria de las proteinas, hélice o o
lamina B, en patrones caracteristicos. La informacién almacenada en estos mapas,
los ha hecho muy importantes para un gran nimero de metodologias de prediccién
de estructura de proteinas [27], en las que se da énfasis en la capacidad de
producirlos y alinearlos, para obtener los correspondientes a proteinas

desconocidas a partir de su estructura primaria [28,29]. El analisis y comparacion



de los mapas de contactos también han sido empleados en métodos para la
prediccion de contactos proteina-proteina [30]. Ademas, han encontrado aplicacion
para la clasificacion topoldgica y funcional de proteinas[21,31,32].

La familia de enzimas glicésido hidrolasas GH13 nos parecié de interés para la
busqueda de residuos importantes para la selectividad en la
transglicosidacion/hidrolisis (T/H) a través del analisis de mapas de contactos. Esta
es la familia de enzimas glicésido hidrolasas mejor caracterizada dentro de la base
de datos CAZy (base de datos de enzimas activas de carbohidratos) [33,34];
ademas, a pesar de que sus miembros comparten tres dominios [35] y su
maquinaria y mecanismos cataliticos [36], algunos de estos llevan a cabo la
reaccion de hidrodlisis de enlaces a-(1—4)-glucosidicos en polimeros y oligdmeros
de glucosa, mientras otros catalizan la reaccidn de transglicosidacién en las mismas
moléculas. Por estas razones, el analisis comparativo global de homdlogos que
incluyan ambas funciones podria llevar a la produccién de herramientas para la
glicosidacién de moléculas organicas, un area activa de investigacién [37—41]. Sin
embargo, su analisis usando unicamente sus secuencias se dificulta, ya que, existe
un muestreo discontinuo de su espacio de secuencias resultando en miembros de
esta familia sin homologos con identidad de secuencia >40%, a pesar de su similitud
estructural con otras proteinas dentro de la familia (lo que dificulta analizar el patrén
de coevolucién de los residuos de estas proteinas y; ademas a nivel secuencia solo
siete segmentos cortos de aminoacidos se conservan en todas las GH13, en los
cuales se ha visto un enriquecimiento diferencial de residuos de acuerdo a su
funcién [42,43]. Ademas, al igual que para otros grupos de enzimas la evolucion
dirigida ha revelado sitios fuera del sitio catalitico y de los segmentos de
aminoacidos conservados en la familia de enzimas glicésido hidrolasas GH13 que
cambian la actividad, por ejemplo: para la isozima 2 de a-amilasa de la cebada se
obtuvo una variante 1000 mas activa que la silvestre con 5 mutaciones, 2 de las
cuales estaban en el dominio de union a almidon [44]; para la a-amilasa de Bacillus
licheniformis, una mutacion en el dominio A mejoro la actividad de la enzima medida
en U/mg un 62 % [45]; la CGTasa de Bacillus sp. I-15 logré con 3 mutaciones, una

de ellas en el dominio de unién a almidén, reducir la actividad de ciclizaciéon 10
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veces, mientras aument6 su actividad hidrolitica 15 veces mas [46]; por mencionar
algunos [47].

Para modificar la proporcion de transglicosidacion/hidrélisis (T/H) de las enzimas
amiloliticas se han utilizado multiples estrategias [48—51]. Los factores considerados
en la seleccion de aminoacidos a modificar para este propdsito incluyen la ubicacion
de regiones flexibles asociadas con el transporte interno de agua [52,53], cambios
en la dinamica acido-base de residuos [53] y cambios conformacionales de cadena
lateral de residuos cerca del centro activo [53,54]. Otras investigaciones han
pretendido modificar la especificidad del sitio aceptor hacia diversas moléculas
organicas [48] y han logrado cambiar la relacion T/H; sin embargo, las estrategias
exploradas generalmente se han centrado en mutaciones puntuales cerca del sitio
activo, identificado por MSA de algunas glucosidasas, presumiblemente con alta
especificidad hacia reacciones hidroliticas o de transferencia [48,49,51,55,56].
Este trabajo analiza los mapas de contacto de miembros de la familia GH13 con
herramientas bioinformaticas, comparando enzimas de dos grupos de esta familia
con selectividad diferente (hidroliticas y transglicosidicas), para evaluar si a traves
del proceso evolutivo se han diferenciado residuos en contacto, enriqueciéndose
con amininoacidos de acuerdo a la selectividad de la enzima (hidroliticas o
transglicosidicas). Asimismo, estudiamos si la conservacion en sus contactos sigue
algun patréon evolutivo. Para valorar si el enriquecimiento de aminoacidos en los
contactos de ambos grupos puede ser usado para cambiar la selectividad T/H, con
el analisis anterior elegimos mutaciones en dos enzimas de Thermotoga maritima,
la a-amilasa TmAmyA (enzima hidrolitica) y la glucanotransferasa TmGTasa
(enzima transglicosidica) -que se cloné como parte del trabajo de esta tesis. En el
caso de la enzima TmGTasa, para ayudarnos a seleccionar el sitio a mutagenizar,
junto con el factor de enriquecimiento, usamos el parametro de centralidad de
intermediacion que ha sido reportado como una medida de la importancia de los
residuos de aminodacidos en la estructura y funcién de las proteinas [57]. Medimos
el efecto de estas mutaciones en la seletividad T/H después de construir las
variantes correspondientes e intentamos racionalizar sus efectos a través de una

simulacion de dinamica molecular.
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Encontramos patrones de conservacidon y enriquecimiento diferencial de
aminoacidos de los contactos entre residuos, los cuales nos permitieron clasificar
las enzimas de la familia GH13 de acuerdo a su funcion y su filogenia, ademas de
facilitarnos la elecciéon de mutaciones que aumentaron la selectividad T/H de la
amilasa TmAmyA y disminuyeron la de la glucanotransferasa TmGTasa a través de
mutaciones fuera del sitio catalitico. Aunque estos cambios se deben,
principalmente, a la pérdida de actividad hidrolitica en la hidrolasa y de la actividad
transglicosidica en la transferasa; de entre las variantes construidas para la
TmGTasa M279N, observamos la actividad transglucosidica disminuir a un cuarto
de la silvestre, y la actividad hidrolitica deseada aumentar en un 25%, resultando en
un incremento de cinco veces en la relacion H/T con respecto a la enzima silvestre.
La comprension de los determinantes moleculares de la especificidad de las
enzimas GH13 contribuira al desarrollo de enzimas para la glicosintesis y el disefio
de enzimas con mayor capacidad hidrolitica o transglucosidica. De igual manera, el
advenimiento de Alpha-Fold2 permitira el aumento de los modelos estructurales de
proteinas para las que solo tenemos la secuencia de aminoacidos como nunca
antes, con una confiabilidad similar a la obtenida por la difraccion de cristales con
rayos Xs, una vez que mejore sus predicciones de las cadenas laterales [58], este
hecho nos anima a explorar las estructuras de rayos X actualmente accesibles para
comparar e identificar la informacion que, posteriormente, podremos extraer con
Alpha-Fold2.

2. HIPOTESIS

Al analizar los contactos entre residuos en la familia de enzimas glicdsido hidrolasa
GH13, contrastando grupos con selectividad por la hidrolisis y la transglucosidacion,
se podran identificar contactos cuyos residuos han sido diferencialmente
seleccionados por la evolucion para realizar su funcidén en cada grupo analizado y

podremos usar esta informacion para modificar su selectividad T/H.
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3. OBJETIVOS

. Comparar los contactos entre residuos de enzimas de la familia GH13 con
las funciones hidrolitica y transglicosidica, para determinar si contactos equivalentes
son ocupados de forma preferencial y diferenciada entre los grupos.

. Analizar los patrones de conservacion de contactos entre residuos en los
miembros de la familia de las enzimas glicosido hidrolasas GH13.

. Proponer mutaciones encaminadas a cambiar la relacion T/H de los

miembros de la familia GH13, basadas en el analisis de enriquecimiento de

residuos.
. Construir los mutantes propuestos y caracterizarlos.
. Determinar si las mutaciones propuestas tienen efecto sobre la relacion de

actividades T/H de las enzimas GH13 investigadas.

4. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo tiene una etapa bioinformatica y otra experimental. Analizamos
con herramientas bioinformaticas los mapas de contactos, construidos a partir de
modelos estructurales (experimentales y por homologia), de enzimas de la familia
GH13 para identificar patrones de conservacion de los contactos entre residuos, asi
como preferencias de los aminoacidos para ocupar estos contactos de acuerdo a la
funcién de las enzimas, como resultado de la seleccién ejercida por la evolucion.
Usamos esta informacion para proponer mutaciones que modificaran la selectividad
Transglicosidacion/Hidrélisis (T/H), aumentandola en la hidrolasa TmAmyA y
disminuyéndola en la transferasa TmGTasa, clonada como parte de este trabajo
(para la que también se uso el parametro de centralidad de intermediacion para
reducir mas el numero de sitios a evaluar con el factor de enriquecimiento); se

construyeron las variantes con las mutantes propuestas para caracterizar
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experimentalmente su selectividad Transglicosidacion/Hidrdlisis (T/H). Finalmente,
realizamos una simulacién de dinamica molecular buscando racionalizar nuestros

resultados.

4.1. Analisis bioinformatico del enriquecimiento diferencial de
residuos entre miembros de la familia GH13 con funcién hidrolitica

y transglicosidica
4.1.1. Modelo de homologia de la enzima TmAmyA

El modelo de homologia de TmAmyA se construyo utilizando la estructura
cristalografica de la amilasa de Thermotoga petrophila (PDB ID 5M99, resolucion
1,96 A) como plantilla, con la que guarda 98,4 % de identidad. Para validar este
modelo se utilizé la herramienta “Evaluacién de estructuras” del servidor Swiss-
Model [59,60].

4.1.2. Calculo de factores de enriquecimiento por residuo

Con el programa CMView [61] creamos el mapa de contactos de 14 miembros de la
familia CAZy GH13, 10 hidrolasas y 4 transferasas (Conjunto de datos 1, Tabla S2),
cuyas estructuras tomamos del Protein Data Bank (PDB). Con el mismo programa
alineamos éstos con el mapa de contactos de la 1,4-a-glucanotransferasa de
Thermotoga maritima TmGTase (PDB: 1LWJ). Para este analisis, generamos los
mapas de contacto unicamente a partir de estructuras unidas al analogo del estado
de transicion acarbosa, ya que esto asegura una estructura mas parecida a la que
lleva a cabo la catélisis. Escribimos un programa en R para identificar los contactos
entre residuos compartidos por TmGTasa con el resto de las estructuras,
registrando los aminoacidos ocupando estas posiciones. Con esta informacion,
nuesto programa obtuvo la frecuencia con la que aparece cada aminoacido en los

contactos equivalentes de un grupo de enzimas (f..), ya sea hidrolasa, (f.2") o

14



transferasa, (;é‘T). A partir de dichas frecuencias, obtuvimos el factor de

enriquecimiento (Af,”) definido como:

ij _ giT ij,H
Afaa — Jaa T Jaa

4.1.3. Clasificacion funcional de enzimas

Usando un programa escrito en el lenguaje de programacion R para este fin
(disponible en https://github.com/rhodbacter/ContactMaps-Catalysis/), clasificamos
las 14 estructuras utilizadas en su obtencién y un conjunto adicional de 14 enzimas,
12 hidrolasas y 2 transferasas (Conjunto de datos 2, Tabla S2), como transferasas
o hidrolasas con estos factores de enriquecimiento, dependiendo del niumero de
contactos hidroliticos y transglicosidicos en cada enzima. Usamos el factor de

enriquecimiento para calificar los residuos en cada contacto de las enzimas bajo

analisis como hidrolitico (Af;é < 0) o transglicosidico (Af;é > 0), y con estos valores
calificamos al contacto considerando la puntuacion de ambos residuos en el
contacto.

Sin embargo, al aparecer un numero mayor de enzimas en las bases de datos, se
calcularon los factores de enriquecimiento para todos los contactos en el modelo de
homologia de la a-amilasa AmyA de Thermotoga maritima (TmAmyA). Se
obtuvieron los factores de enriquecimiento usando TmAmyA como referencia y 78
estructuras de enzimas GH13, 37 transferasas y 41 hidrolasas (Conjunto de datos

4, Tabla S4), que se clasificaron usando el procedimiento arriba descrito.
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4.2. Analisis bioinformatico de la conservacion de los contactos

entre residuos en la familia de enzimas glicésido hidrolasas GH13

4.2.1. Determinacién de la conservacion de los contactos en miembros de la

familia de enzimas glicésido hidrolasas GH13

Tomamos del Protein Data Bank (PDB) 40 enzimas GH13 (con 10-30% de identidad
entre si después de alinear con Clustal Omega), una enzima GH97 (PDB: 2ZQ0) y
una enzima GH31 (PDB: 3W37), todas actuando sobre enlaces a-(1,4)-
glucosidicos, ya sea como hidrolasa o transferasa (Conjunto de datos 3, Tabla S3),
después, con el programa CMView [61], obtuvimos los mapas de contacto de estas
estructuras y los alineamos entre si. Posteriormente, escribimos un programa en R
para identificar los contactos entre cada par de estructuras, una vez comparadas
todas las estructuras entre si, comparamos cada enzima con el resto y calculamos,
para cada contacto, la fraccion de enzimas en las que pudimos identificar el contacto

a través de los alineamientos, este calculo se hizo a través de la siguiente formula:

Numero de enzimas compartiendo
fraccion de enzimas el contacto k con enzima i
conservando el =
contacto k

Numero total de enzimas

4.2.2. Clasificacion evolutiva de enzimas mediante la conservacion de sus

contactos

Después de calcular para cada enzima la fraccion de enzimas que conservaban los
contactos en su estructura, nuestro programa en lenguaje R, uso estos datos para
calcular un coeficiente de conservacion. Con este fin, en el par de enzimas i y j, el
programa identifico los contactos que se encontraban tanto en i como en j; para esta
coleccion de contactos, C, con contactos individuales cx, hizo la siguiente operacion:

grafico la fraccion de enzimas compartiendo ck con i/, contra este mismo valor para
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ck en j. Esto resulté en un gréafico de correlacion para los contactos en C, donde un
eje correspondia a la fraccion de enzimas que compartian con i a ck, y el otro a la
fraccidn de enzimas que compartian con j a ck. Al coeficiente de correlacion del
grafico lo denominamos coeficiente de conservacion porque de ser idénticas las
enzimas, los contactos en sus estructuras de i y j también lo serian, y C
corresponderia a todos los contactos de ambas enzimas en el par y el coeficiente
de correlacion seria uno, pero al divergir las enzimas en su patron de contactos, por
efecto de la evolucion, al tamafio de C disminuye porque es mas dificil identificarlos
como equivalentes tanto entre i y j, como entre cada enzima del par con las otras
en el grupo. Comparamos la sensibilidad del coeficiente de conservacién para
distinguir la relacion filogenética entre enzimas con la alineacion de secuencias

multiples con ClustalW [62] y estructuras con DALI [63].

4.3. Investigacion del efecto de cambiar residuos en miembros de
la familia GH13 con base en los factores de enriquecimiento de los
aminoacidos por medio de estudios bioinformaticos y

experimentales

4.3.1 Analisis bioinformatico

4.3.1.1 Selecciodn de los sitios de mutacion

Para evaluar si los factores de enriquecimiento permitirian seleccionar sustituciones
de aminoacidos que cambiaran la selectividad en el sentido deseado elegimos dos
sistemas de estudio: una hidrolasa (TmAmyA) y una transferasa (TmGTasa), en los
cuales se buscé cambiar su selectividad T/H.

Para la enzima TmAmyA encontramos posiciones para sustituir y producir variantes
con relacion T/H aumentada con base en los resultados de calcular los factores de
enriquecimiento por residuo. Los sitios de mutacidn se seleccionaron en funcién de
su puntuacion de conservacion (210/14), factor de enriquecimiento (sustitucién por

un aminoacido con factor de enriquecimiento <0 por otro con un factor de
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enriquecimiento = 0,2) y su distancia desde el sitio catalitico (se prefirieron los
residuos que no estaban en contacto con el analogo del estado de transicion).
Para la enzima TmGTasa elegimos posiciones para sustituir y producir variantes
con relacién T/H disminuida con base en los resultados de calcular los factores de
enriquecimiento por pares de residuos. Los sitios de mutacion se seleccionaron en
funcién de la relacion de enzimas que contiene un contacto y las totales, que definio
lapuntuacién de conservacion (=210/14); el factor de enriquecimiento (contactos
ocupados por pares de residuos con factor de enriquecimiento en el 1% mas
negativo, preferentes en hidrolasas, y el 1% mas positivo, preferentes en
transferasas) y su puntuacién de centralidad por intermediacion (20 % superior).
Para calcular el valor de centralidad por intermediacién (“betweeness centrality”,
BC) transformamos el mapa de contactos de TmGTasa en una red tridimensional
(V) en la que los nodos ocupaban la posicion de los carbonos o de los residuos en
su estructura y los bordes correspondian a los contactos entre residuos; a partir de
esta red calculamos BC para cada nodo, representando un residuo, con la ecuacion
siguiente:

_ \'N Tu,v(x)
B Cx - 4LuveV e
uv

donde oy, representa el numero de caminos que conectan los nodos u 'y v, es decir,
las colecciones de nodos en contacto que hay que recorrer para ir del nodo u al v;
ouv (X) es el numero de estos caminos que pasan por el nodo x, cuya BC se esta

calculando [64].

4.3.2. Estudio experimental para evaluar las mutaciones seleccionadas con

los factores de enriquecimiento

4.3.2.1. Construccion del vector del gen TmGTasa (KEGG ID: Tm0364)

Con la finalidad de modificar una enzima transglicosidica de la familia GH13,
construimos un vector de expresion conteniendo el gen Tm0364 (KEGG ID) se
amplificé a partir de una biblioteca de ADNc de T. maritima mediante una reaccion
de PCR usando ADN polimerasa pfu, utilizando un par de oligonucleotidos que se
unen en los extremos 5’y 3°del gen, y adicionaban los sitios de corte Ndel y Xho |
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al gen. El producto de PCR se purifico mediante electroforesis en gel de agarosa y
el kit de purificacion de PCR de Roche (Roche Diagnostics GmbH, Alemania). El
vector pET22a y el producto de PCR fueron digeridos usando las enzimas de
restriccion Ndel y Xho |. Posteriormente, los fragmentos para la construccion fueron
purificados mediante electroforesis en gel de agarosa y el kit de purificacion Roche
PCR (Roche Diagnostics GmbH, Alemania), y finalmente ligados usando ADN
ligasa T4 (ThermoFisher, EE. UU.). El producto de ligacibn se usé para
transformarse en células electro competentes de Escherichia coli MC1061. Al
insertar el gen Tm0364 en el vector pET22a adicionamos un segmento de DNA que
codifica para un conector y seis histidinas en el extremo carboxilo terminal para la

posterior purificacion de la proteina en el extremo carboxilo terminal de esta.

4.3.2.2. Construccion de variantes de TmAmyA y TmGTase

Las mutaciones se construyeron a través del método Mega Primer (usando la DNA
polimerasa PfuS6) [65] o Quick Change [66] (con Dpnl y la enzima de alta fidelidad
ThermoFisher Scientific phusion) usando oligonucleétidos (Tabla S5) comprados a
la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia,
UNAM.

4.3.2.3. Expresién de variantes de TmAmyA y TmGTase

Todos los plasmidos pET22a que contenian los genes se transformaron en células
E. coli K12 ER2738 competentes en calcio. La induccién se realizé con IPTG 0.5
mM (variantes de TmAmyA) o IPTG 0.1 mM (variantes de TmGTasa) cuando se
alcanz6 una ODeoo de 0.4-0.5. Los cultivos se centrifugaron por 10 minutos a 1500
g después de que superaron ODsoo de 1. Todas las muestras se purificaron en dos
pasos después de la lisis celular por sonicacién: (1) calentamiento a 70 °C durante
1 h seguido de centrifugacion a 1500 g por 20 minutos vy filtracion a través de una
membrana Merck de tamafio de poro de 0.2 um y (2) cromatografia de afinidad del

filtrado con columna de agarosa Ni-NTA (ThermoFisher Scientific, EE. UU.).
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4.3.2.4. Caracterizacion de las variantes TmAmyA

Uno de los objetivos para aumentar la actividad transglucosidica en las glucésido
hidrolasas es crear biocatalizadores glucosintéticos. Ademas de su impacto en la
sintesis de alquil-glucdsidos, la reaccion de alcohdlisis (es decir, la reaccion de un
azucar con un alcohol para producir un alquil-glucésido) puede utilizarse como
indicador de la reaccion de transferencia a otros azucares [49,67]. Se utilizd esta
aproximacion porque los productos de transglicosidacion de TmAmyA no se
acumulan significativamente debido a que la reaccion de hidrélisis es la
predominante [49,68] y a que la diferenciacion de los productos de hidrolisis y
transquicosidacion requiere el uso de azucares marcados con el isétopo radioactivo
14C [68].

La reaccion de alcohdlisis se inici6 mediante la adicion de 20 U de enzima a 1 mL
de 100 mg/mL de almidén en butanol al 10 %, Tris 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 2
mM, pH 7,0, y se midié después de 12 h de reaccion a 85 °C. Los productos de
hidrdlisis y transglicosidaciéon se midieron como azucares reductores mediante el
reactivo DNS y como la formacion de glucosido de butilo mediante HPLC después
de la digestién con glucoamilasa (Sigma-Aldrich, EE. UU.), respectivamente. El
analisis HPLC se realizd en un sistema HPLC Waters-Millipore 510 equipado con
un muestreador automatico (modelo 717 Plus, Waters Corp., EE. UU.), un detector
de indice de refraccion (Waters 410, Waters Corp., EE. UU.) y una columna de
HPLC de aminoacidos Hypersil GOLD ™(Thermo Scientific, Reino Unido) que utiliza

acetonitrilo:agua (80:20) como fase mévil a un flujo de 1,0 ml/min.

4.3.2.5 Caracterizacion de las variantes TmGTase

La actividad de transglicosidacion se midio en las reacciones iniciadas por la adicion
de 12 pyg de enzima a 1 mL de 5 mg/mL de maltoheptosa en Tris 50 mM, NaCl 150
mM, CaCl2 2 mM pH 7,0 y mantenidas a 70 °C. Finalmente, la cuantificacion del
complejo de azucar con reactivo de yodo [69-71] después de 1, 2, 5, 10, 15, 30, 60
y 90 min se midi6 a 580 nm y se expres6 como equivalentes de almidén producidos.
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En otro experimento independiente, las reacciones hidroliticas se iniciaron mediante
la adicion de 60 yg de enzima a 1 ml de 10 mg/ml de almidon en Tris 50 mM, NaCl
150 mM, CaCl2 2 mM, pH 7,0. La hidrdlisis a 70 °C, se midié por los azucares
reductores producidos después de 6, 12, 18 y 24 h, usando el reactivo DNS [72].

4.3.2.6 Sobre los reactivos y enzimas usadas en esta tesis
La mayoria de los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich, con excepciones que
se indicaron en el texto. Las enzimas de New England Biolabs, salvo las

excepciones indicadas.

4.3.3. Simulaciones dinamicas moleculares

Para explicar los resultados experimentales cuya metodologia se describe en
secciones subsecuentes, realizamos simulaciones de dinamica molecular de las
enzimas silvestres TmAmyA y TmGTasa y sus variantes.

La simulacién y el andlisis de la dinamica molecular (MD) se realizaron con
GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulation) versiéon 2020.4 con
ligeras modificaciones [73] [74]. Las coordenadas de las proteinas se obtuvieron del
Protein Data Bank. Todas las modificaciones o visualizaciones de archivos PDB [75]
se realizaron con UCSF Chimera [76] o Pymol (Schrddinger, Inc., EE. UU.). Las
estructuras incompletas se completaron con Modeller [77]. La hidratacion fue con
un "Simple Point Charge Extended" (SPCE), en una caja cubica con un espacio de
1 nm medido desde los bordes de la enzima en las direcciones x, y, z. El campo de
fuerza fue OPLS-AA/L (potenciales optimizados para simulaciones de liquidos). El
sistema se neutralizé con iones Na* y Cl. Posteriormente, se realizaron pasos de
minimizaciéon hasta que la energia disminuyé a menos de 1000 kJ/mol/nm. Se
realizaron equilibrios a N, V, P y T constantes durante 1000 ps con un paso de
50000. Finalmente, las simulaciones se realizaron para 500 ns. El analisis de los
resultados se realizé con herramientas de GROMACS vy la visualizacién con
Xmgrace [78]. El pKa de los acidos aspartico y glutamico se calcul6 con PROPKA
3.4.0 [79].
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5. RESULTADOS

5.1 Modelo de homologia de TmAmyA

Decidimos utilizar la a-amilasa AmyA (TmAmyA) de Thermotoga maritima como
modelo de hidrolasa debido a su parecido con la 1,4-a-glucanotransferasa de T.
maritima, una enzima transglicosidica. Esto hace a esta enzima un buen candidato
para transicionar a una enzima mas transglicosidica, Ademas, esta enzima ofrece
como ventajas una alta estabilidad térmica, con una temperatura 6ptima por encima
de los 80 °C, y un eficiente patron de hidrélisis sacarificante del almidén, asociado
a una considerable actividad de transglicosidacion [49,68], sin embargo, al no existir
un modelo estructural basado en datos experimentales, decidimos construir su
modelo por homologia.

Al construir el modelo por homologia de TmAmyA utilizamos la estructura
cristalografica de la amilasa de Thermotoga petrophila (PDB ID 5M99, resolucion
1,96 A) como plantilla. Se excluyeron treinta residuos adicionales en el extremo N-
terminal de TmAmyA que no estan presentes en la amilasa cristalizada de
Thermotoga petrophila y que no pertenecen a los dominios centrales de las enzimas
GH13. Los 504 residuos restantes tienen una identidad de secuencia del 98,4 %
con solo seis sustituciones. Al validar este modelo (Figura 1) con la herramienta
“Evaluacion de estructuras” del servidor Swiss-Model [80], el valor QMEAN fue 1,06;
se obtuvo un valor similar para la estructura utilizada como plantilla; el MolProbity
Score tuvo un valor de 2,96 y 96,63% de los residuos tenian una configuracion
favorable en el grafico de Ramachandran (Ramachandran Favored).
Adicionalmente, la validacién con ProSA-web (Z-Score de -9.95) tuvo un valor
similar a otras proteinas de tamano similar. VERIFY3D sugiere que el modelo tiene
una calidad adecuada para el estudio presentado en este trabajo (el 99,21 % de los

residuos tenian una puntuacion media 3D-1D 20,2).
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Figura 1. Modelo por homologia de TmAmyA.a) estructura tridimensional, b) mapa topologico. Los sitios
que se mutaron en el presente trabajo aparecen en violeta (K98/D99) y rojo (H222).Los residuos
cataliticos (D218, E258, D310) estan marcados en azul. En la estructura, el sitio catalitico esta marcado
con el analogo del estado de transicion acarbosa (en azul cielo), en el diagrama con un évalo morado.
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5.2 Calculo de factores de enriquecimiento por residuo

Al analizar los mapas de contactos entre residuos en 14 estructuras en el Conjunto
de datos 1 (con 4 transglucosidasas y 10 hidrolasas de la familia GH13)
consideramos solo los mondmeros y descartamos las interacciones en la interfase
oligomérica porque, de acuerdo con la informacion disponible, todas las proteinas
son monomeéricas en solucion. Por ejemplo, la TmGTasa, cuya estructura cristalina
sugiere una proteina dimérica, en solucién se encuentra en un equilibrio donde 90
% de la proteina estda como mondémero y 10 % como oligdbmero [57]. Ademas, ya
que nuestra metodologia identifica contactos entre residuos comunes a todos los
miembros de la familia de enzimas GH13, se espera que los efectos de las
mutaciones que identificadas, sean también generales y no dependan del estado

oligomérico de la enzima.

Los valores del factor de enriquecimiento (Af;é) de los aminoacidos no fueron
homogéneos para los residuos de todos los contactos y se alejaron de cero siendo
en algunos casos positivos (indicando mayor frecuencia del aminoacido en las
enzimas transglicosidicas que en las hidroliticas) y negativos (indicando que el
aminoacido es mas comun encontrarlo en las enzimas hidroliticas que en las
transglicosidicas), lo que coincide con la nocion de que durante la evolucion tiende
a aumentar la frecuencia de los contactos entre residuos importantes para para

mantener la estructura y la funcion enzimatica.

5.3 Clasificacidon de proteinas como transglucosidasas o hidrolasas

Al calificar los contactos de las enzimas como hidroliticas (si Af,2<0) o

transglicosidicas (si Af;é>0) con los factores de enriquecimiento obtenidos y
graficar la relacion de contactos transglucosidicos/hidroliticos (Figura 2), agrupamos
las enzimas de acuerdo a su funcién, tanto en el Conjunto de datos 1, usado para
calcular los valores de A al{l (Figura 1a) como en el Conjunto de datos 2, que se

mantuvieron fuera del calculo de los valores de Af,), (Figura 2b), sin embargo,
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algunos residuos del Conjunto de datos 2 quedaron sin calificar, sefalando un
muestreo incompleto del espacio de la secuencia con el Conjunto de datos 1. Lo

anterior sugiere que los valores de los factores de enriquecimiento (Afaii) obtenidos
reflejan la seleccién de los residuos para cumplir la funcion como enzimas
hidroliticas o transglicosidicas.

En la Figura 2b observamos subgrupos de enzimas cuya actividad
transglucosidica/hidrolitica seria interesante caracterizar en estudios futuros para
ver si la actividad observadael cociente de sus actividades
transglicosidacion/hidrolisis se corresponde a la clasificacioncon la relacion de
contactos T/H encontrados.

También pudimos discriminar la funcidon con los factores de enriquecimiento en el
Conjunto de datos 4 (Figura 2c), que contenia un mayor numero de enzimas (que
se acumularon durante la realizacién de este estudio). A pesar del éxito para
distinguir entre enzimas transglicosidicas e hidroliticas, notamos que el origen de
las enzimas empleadas para obtener el factor de enriquecimiento influye en los
valores obtenidos. Por ejemplo, para el Conjunto de datos 4 la hidrolasa con el
mayor numero de contactos transglicosidicos correspondié a una a-amilasa del
grupo Firmicutes (PDB ID:1QHO), mismo grupo al que pertenecen la mayoria de las
enzimas transglicosidicas de ese Conjunto de datos (Tabla S4), lo que parece haber
generado un sesgo en los aminoacidos considerados transglicosidicos, ya que
también tienen un componente Firmicutes. Por tanto, los factores de
enriquecimiento nos permiten hacer la clasificacion funcional de las enzimas, pero
reflejan no solo la especificidad, sino también el origen filogenético de las enzimas
empleadas para obtenerlos, sugiriendo que se requiere obtener una muestra que
incluya enzimas provenientes de una mayor diversidad de organismos para

observar, preferentemente, el sesgo generado en los aminoacidos por la funcién.
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Figura 2 Clasificacion de las enzimas de la familia GH13 por funciones de acuerdo a la relacién de residuos
hidroliticos y transglicosidicos que contienen. (a) Conjunto de datos 1 (enzimas del grupo interno o de
entrenamiento). (b) Conjunto de datos 2 (enzimas del grupo externo o de validacién). (c) Conjunto de datos 4
(conjunto de enzimas caracterizadas en el PDB). En los tres casos, las enzimas definidas como

transglucosidicas o hidroliticas se muestran con puntos verdes o rojos, respectivamente.

54 Determinacion de la conservaciéon de los contactos en miembros de la

familia de enzimas glicésido hidrolasas GH13

Cada contacto entre residuos en una enzima puede identificarse como equivalente
en otras enzimas y la fraccibn de enzimas que lo comparten da unvalor de
conservacion para dicho contacto, al graficar estos valores de conservacion para un
par de enzimas, produjo un grafico de dispersion donde cada enzima ocupa uno de
los ejes (Figura 3). Los datos se comportan como una recta en la que los contactos
con valores de conservacion similar estdn mas cerca de la diagonal y los residuos
mas conservado tienen valores de conservacidn cercanos a uno. Una mayor
similitud evolutiva, resulta en un graico con coeficiente de correlacion mas cercano
a uno porque en ambas enzimas se podra identificar los valores de conservacion de
sus contactos seran mas parecidos, debido a que la probabilidad de identificar el

contacto como equivalente en otras enzimas es similar en las dos bajo comparacion.
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5.5 Clasificacion evolutiva de enzimas mediante la conservacion de sus

contactos

Al considerar todas las graficas producidas, notamos que el coeficiente de
correlacion del grafico, que varia entre cero y uno, adquiria valores mas cercanos a
uno cuando las dos enzimas comparadas eran mas cercanas evolutivamente y mas
cercano a cero cuando las enzimas eran mas distantes, decidimos denominar a este
coeficiente como coeficiente de similitud. La Figura 3 muestra la correlacion entre
todas las proteinas del Conjunto de datos 3 (39 enzimas pertenecientes a la familia
GH13, una a la familia GH97 y una perteneciente a la GH31) cuando se le compard
con TmAmyA. Las correlaciones mas bajas corresponden a las enzimas
identificadas con el PDB ID: 2ZQ0 (familia GH97) y 3W37 (familia GH31), resultado
esperado ya que estas enzimas no pertenecen a la familia GH13. Por lo tanto, este
valor de correlacion podria usarse como un coeficiente de similitud de contactos
para discriminar entre miembros de diferentes familias de glucdsidos hidrolasas.
Esto puede adjudicarse a un cambio mas lento en los contactos entre residuos que

en la naturaleza de los residuos que lo forman.
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Correlacion de la conservacién de contactos entre AmyA y otras enzimas
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Figura 3 Correlacién de la conservacion del contacto residuo-residuo entre todas las enzimas y las de TmAmya,

una de
represe

las enzimas modificadas en este estudio. La conservacion de cada contacto en una proteina se

nta frente a su conservacion en TmAmyA.

El coeficiente de similitud de contacto se correlacion6 con el parametro estructural

DALI

carbo

Z-value, que corresponde a la suma de las diferencias de distancias entre

nos alfa identificados como equivalentes entre dos estructuras después de
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una optimizacién conformacional (Figura 4a) y mostré una relacion con la identidad
de secuencia [81]. Al comparar el coeficiente de similitud con la identidad de
secuencias, su resolucién para identificar diferencias entre proteinas fue mayor que
la de la distancia de secuencia por pares, para la cual los valores son muy similares
para las proteinas bajo consideracion (Figura 4b), demostrandose que el coeficiente
de similitud de contacto mostr6 mas sensibilidad para diferenciar enzimas que los
parametros de similitud de secuencia, para los que, dos enzimas con igual similitud
(por debajo del 30%) no pueden diferenciarse sin la presencia de enzimas con

similitud intermedia.

JOvy

Dali Z-score

Distancia entre secuencias de Clustal

Coeficiente de similitud Coeficiente de similitud

(a) (b)

Figura 4 Parametros de distancia de similitud entre las enzimas evaluadas y TmAmyA en funcién de su
correlacion entre la conservaciéon de contacto (R-cuadrado) y (a) estructura (Dali) y (b) alineamientos de

secuencia (Clustal).

Mientras TmAmyA y TmGTasa no parecen similares cuando se comparan sus
secuencias (26.1% de identidad, 41.7% de similitud), al comparar mapas de
contactos encontramos que son similares; esta similitud también se observa en la
comparaciéon estructural del modelo cristalografico 1LWJ (TmGTasa) y el modelo

por homologia de TmAmyA. Esta similitud de los contactos y estructuras de ambas
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proteinas, pero con una funcién y secuencia diferenciadas sugiere surgieron de un
evento de duplicacién. La comparacion de contactos y estructuras de las enzimas
de la familia GH13 también sugiere un parentesco cercano entre algunas enzimas
firmicutes y TmAmyA que no revela la comparacion de secuencias (identidad
<28%). A pesar de la diferencia estructural y de secuencia entre TmAmyA 'y el resto
de las enzimas, el coeficiente de similitud de contacto pudo identificar a la GTase
de Thermotoga maritima (TmGTase, PDBID: 1LWJ) como su estructura mas
cercana. El coeficiente de similitud de contacto también agrup6 a algunos miembros
de la subfamilia GH13 (subfamilia 2: 4JCL, 2CXG, 1UKQ; subfamilia 13: 2YOC,
2FHF; subfamilia 8: 3AMK, 3AML) e identificé extrafios (GH97: 22Q0, GH31: 3W37).
La semejanza entre las enzimas Firmicutes (de mayor a menor similitud 1QHO,
4E20, 1TWZL, 4JCL, 2CXG, 1UKQ, ...) y las Thermotogales. Esto aboga por una
transferencia horizontal entre los dos grupos —la subfamilia 36 (donde se encuentra
AmyA) y la subfamilia 2 (donde se encuentran las enzimas de origen Firmicutes).
Evidencia adicional de esto puede encontrarse al comparar los dominios B de la
estructura TmGTase con los de otras enzimas del grupo Firmicutes; no obstante
que el dominio B varia mas entre los tres dominios principales de la familia GH13;
los residuos 148-161 en 1LWJ podrian alinearse facilmente con 180-191 de
Geobacillus thermoleovorans CCB_US3 UF5 Gtase (PDB ID: 4E20), rasgo
compartido con otras enzimas del grupo. Aunque extravio estructuras, como 3K8M,
que deberian haber estado cerca de TmAmyA, esto podria deberse a que 3K8M se
comparé incluyendo dominios adicionales, que no estan presentes en la familia
GH13 [82,83]. Como la comparacién del conjunto de datos con una sola estructura
produjo tales identificaciones, las comparaciones entre el conjunto de datos
completo pueden proporcionar una herramienta para realizar la clasificacion
automatizada de enzimas al realizar el analisis de dominios.

Los resultados anteriores sugieren que el coeficiente de similitud podria usarse

como un parametro para el analisis filogenético.
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5.6 Seleccion de los sitios de mutacion.

Para el caso de la enzima hidrolitica TmAmyA buscamos introducir mutaciones
encaminadas a aumentar su relacién Transglicosidacion/Hidrolisis (T/H) para hacer

esta enzima mas parecida a una transglicosidasa.

Para evaluar si los factores de enriquecimiento (Af,.) pueden usarse como una
guia para identificar sitios de mutagénesis y sustituciones de aminoacidos que
produzcan el cambio de selectividad deseado, elegimos construir la doble mutante

KO98P/D99A. Dicha mutacion fue elegida porque el Afa"{; de los aminoacidos
originales es de cero mientras los aminoacidos que los sustituiria tienen un valor
positivo; K98 (Af2 = 0) por P98 (AfY = 0.45) y D99 (Af2 = 0.00) por A99 (Af =
0.4) (Figura 4a), siendo estos unos de los valores de enriquecimiento encontrado
(10 % mas alto). Ademas, las mutaciones seleccionadas estan fuera del sitio
catalitico, y proponen un cambio drastico en las propiedades fisicoquimicas de las
posiciones a sustituir.

Ademas, los residuos K98/D99 estan ubicados en un bucle que une la hebra 2 y
la hélice-2 en el barril TIM (ver Figura 1), que no forma parte de ninguna de las
regiones altamente conservadas de la familia GH13.

Las sustituciones K98P/D99A representan un cambio drastico de las propiedades
fisicoquimicas, sin embargo, la prolina elegida para sustituir el residuo K98 favorece

el giro observado en el modelo estructural en la posicidon a mutar, y su sustitucion

esta indicada por un valor positivo de Af;é, lo cual indica la presencia mas frecuente
de este residuo en las transglicosidasas que en las hidrolasas.

Estas mutaciones han sido evaluadas en el fondo silvestre y en combinacion con la
mutacion H222Q, la cual esta localizada en el sitio catalitico y aumentaron la
relacion transglicosidacién/hidrolisis [48,49]. Esta mutacién se eligié para comparar
el efecto de una mutacioén en el sitio activo con las de aquellas fuera del sitio activo,
ademas de ver si existen interacciones entre las mutaciones en el sitio catalitico y
las de la periferia.

Para complementar la evaluaciéon de nuestro algoritmo investigamos si el factor de

enriquecimiento podria usarse para cambiar la selectividad en la otra direccion:
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convertir una enzima transferasa en una hidrolasa. Para ello, seleccionamos la
GTasa de T. maritima (TmGTasa).

En este caso, analizamos pares de residuos en lugar de residuos individuales dentro
de un par de contactos, ya que, la relacion de contactos transglicosidicos/hidroliticos
permitio clasificar las enzimas GH13 segun su funcion (Figura 2), adicionalmente,
buscamos aumentar la posibilidad de seleccionar mutaciones que disminuyeran la
selectividad T/H considerando otro parametro, la centralidad de intermediacion, que
ha sido reportada como una medida de la importancia de los residuos de
aminoacidos en la estructura y funcion de las proteinas [57] y como medida del
papel de un nodo en la transferencia de informacion dentro de una red [64]. Este
parametro de centralidad se calcula como la suma de la fraccion de los caminos
entre todos los pares de nodos iy j (definidos los caminos como los nodos contiguos
que debe recorrerse para ir del nodo i al j) que contienen el nodo v, distinto de iy j
[84].

Para los residuos con el valor de centralidad de intermediacion en el 10 % mas alto,
identificamos contactos agrupados en clusters ocupados por residuos con factores
de enriquecimiento positivo. Nos enfocamos en los clusters de residuos alrededor
de los residuos F72 y F273 para los que nuestro algoritmo proponia sustituciones
con factores de enriquecimiento negativos, y por tanto enriquecidos en las
hidrolasas. Del cluster alrededor del residuo F72 tomamos la pareja de residuos
F72-\V86 ((Figura 5b), y la parejaT274-M279 del cluster alrededor del residuo F273

como blancos de mutagénesis.
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Figura 5 Representacion esquematica de sustituciones en glicosidasas basadas en factores de
enriquecimiento. (a) K98P/D99A en TmAmyA (b) F72L/V86l para TmGTasa. Los residuos encontrados con
mayor frecuencia en hidrolasas y transglicosidasas se muestran en la parte inferior de la figura para cada par

en rojo y verde, respectivamente.

En tanto el cluster de residuos alrededor de F72 se encuentra alejado del sitio activo
la posicion 279 del cluster alrededor del residuo F273 forma parte de las regiones

altamente conservada en la secuencia de las proteinas en la familia GH13.

5.7 Caracterizacion de las variantes de TmAmyA

La caracterizacion de las variantes de TmAmyA se muestran en la Tabla 1. Para
una mejor visulalizacion del efecto de las mutaciones en el contexto de nuestro
método, normalizamos los valores de la Tabla 1, usando como referencia a la
enzima silvestre, y graficamos los valores de transglicosidacion contra los de

hidrdlisis (Figura 6).
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Tabla 1 Produccion de variantes de TmAmyA después de 12 h de reaccion

Hidrélisis i i i
(mE Transglicosidacion  Transglicosidacion/Hidroélisis
m
Variante d (mEq Butil Glucésido/ug (T/H) Relacion
Dextrosal/ug i
Proteina x 1074) x 1072
Proteina x 1072)
Silvestre 28+0.2 71 25+0.6
K98A/D99P 1.93+£0.09 54+0.5 2804
H222Q 22+0.3 79+0.8 36104
H222Q/K98A/D99P 1.8+0.1 102 5604
Mutaciones _ }2925[%%99 A - {i?fw D#9A/H222Q Figura 6  Relacion
: transglicosilacion/hidrélis
2.0 is (T/H) de la a-amilasa

TmAmyA y sus
variantes. Los valores de
transglucosidacion e
hidrdlisis se
normalizaron para cada
enzima silvestre, que
tiene las coordenadas

T (1,1). Las lineas
10 % : discontinuas indican
relaciones T/H
% : equivalentes. La
diagonal central
! corresponde a la enzima
0.5 silvestre. Las enzimas
| con una mejor relacion
T/H estan sobre la linea
i diagonal central y las
0.0 enzimas con una mejor
a : relacion  H/T  estan
: debajo de la linea

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 diagonal central.

Transglicosidacion

Hidrolisis

En el grafico de la Figura 6, el cociente correspondiente a la selectividad
Transglicosidaciéon/Hidrdlisis (T/H) se representa como una diagonal, donde todos
los puntos en la diagonal tienen el mismo valor T/H y todos los puntos arriba de una
diagonal tienen un mayor valor de transglicosidacion y por tanto mayor T/H, mientras

los puntos por debajo de esta corresponderan a valores de hidrdlisis mayores y por
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tanto, menor T/H. Nuestro objetivo para la a-amilasa TmAmyA con las sustituciones
de aminoacidos para esta enzima hidrolitica era hacerla mas parecida a las enzimas
transglicosidicas y estas variantes apareceran por arriba de la diagonal que pasa
por la enzima silvestre.

La mutante doble K98P/D99A logré aumentar la relacion T/H en un factor de 1,17
(Tabla 1) al decrementar la hidrolisis en mayor proporcién a la transglicosidacion.
Aunque todas las mutaciones redujeron la produccién hidrolitica con respecto a la
enzima silvestre, esta reduccion fue mayor en las variantes que contenian la
mutacion propuesta por los factores de enriquecimiento K98P/D99A, con una
reduccion de aproximadamente un 25% (Tabla 1). Por otro lado, la mutacion redujo
el rendimiento de alcohdlisis un 17 % cuando fue introducida a la enzima silvestre,
mientras que la aumentd cerca del 10 % en la variante H222Q.

Al comparar los resultados de las mutaciones K98P/D99A con los de la mutacion
H222Q, vemos que son semejantes, a pesar de que H222Q esta en el sitio activo
mientras que K98P/D99A estan a 15 A de este sitio (Figura 7).

Q:H: Figura 7 Distancias en Angstroms
!. _-..fh\_;_ﬁ g .z
* 3 ‘@ entre los sitios de mutacioén (verde y
T - cian) y los residuos cataliticos
4 T L , _ ,
T ,qku_zss (rojorosa  mexicanorojo) en las
.
g % variantes de TmAmyA. El centro
& ‘rﬁ-z;a
A15s activo esta delimitado por el
inhibidor ~ competitivo  acarbosa
(amatrillo). En rosa se muestra el
Wi residuo D310 que actua como
=l estabilizador  del estado de

transicion.
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5.8 Caracterizacion de las variantes de TmGTasa

Investigamos el papel de las sustituciones individuales y combinadas F72L, V86,
T274V, M279N en las reacciones de transglicosidacion e hidrdlisis (Figura 8).
Aunque observamos una disminucion en la actividad hidrolitica para muchos
mutantes probados en TmGTasa, las mutaciones produjeron una mayor reducciéon
de la actividad transglucosidica en todas las variantes, eliminando casi por completo
su actividad en algunas de ellas (Tabla 2). Como resultado, se logré el objetivo de
aumentar la relacion H/T en una enzima transglicosidica, esto es, todas las enzimas
con las mutaciones propuestas por nuestro método se encuentran por debajo de la
diagonal que pasa por el punto correspondiente a la enzima silvestre (1,1). De
particular interés es la variante M279N, que, ademas de disminuir la actividad
transglucosidica a un cuarto de la original, aumento la actividad hidrolitica deseada
en un 25%, lo que produjo un incremento de cinco veces en la relacion H/T. Vale la
pena mencionar que, durante la caracterizacién de las variantes, detectamos una
variante con una actividad general mas alta que, ademas de las mutaciones
disefadas F72L/T274V, contenia dos modificaciones no deseadas: E77G/E226K.
Esta variante no cambia la relacion H/T porque ambas reacciones se vieron
favorecidas por las sustituciones adicionales, sin embargo, muestra un aumento de
alrededor del 40 % de la actividad general en relacién con la proteina silvestre
(Figura 8).

Es importante resaltar que el aumento de selectividad H/T en las variantes de
TmGTasa es producto de mutaciones fuera del sitio catalitico, siendo M279N la
sustitucion mas cercana, donde M297N no esta en contacto directo con el sustrato
(Figura 8b); en tanto el resto de las mutaciones estan en el extremo mas alejado del

sitio catalitico de una de las hebras 3 del barril (Ba)s (Figura 9).
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Tabla 2 Actividad especifica de las variantes TmGTasa

Actividad Actividad
hidrolitica transglicosidica Hidrélisis/Transglicosidacion
Variante (x10~° mg (x1073 mg (H/T) Ratio
Almidén/ug almidén/ug (x1072)
Proteina/min) Proteina/min)
Silvestre 51+0.3 4.0+0.8 1.3£0.3
V86l 29+0.3 1.31£0.2 22+0.6
M279N 6.3+0.8 1.01 £0.03 611
V861/M279N 42+0.2 ND NA
T274VIM279N 42+0.3 ND NA
F72L/V861/T274V 44+0.2 0.51 £ 0.07 912
F72L/V861/T274V/IM297N 41+05 0.65 + 0.03 6+1
F72L/E77G/E226K/T274V 7.0+0.9 51 14+£0.5
F72L/T274V 49105 1.7+0.2 29+0.6
ND: no detectada; NA: no disponible.
- F72L/ I-'_?ZG ,.f E226K [ T274V T274V | M279N Figura 8 Relacion
Mutaciones . I]:;%E :rf 3%23:‘: T274V . ggg} / M279N transglicosilaciontransgli
~ F72L/V8al/T274V /M279N - WT cosidaciontransglicosilac
- M279N ion/hidrélisis (T/H) de la
20 glucatransferasa
- TmGTasa y sus
variantes. Los valores de
transglucosidacion e
5. hidrélisis se
'O 1.5 normalizaron  con la
v } i enzima silvestre, que
) S tiene las coordenadas
3 (1,1).  Las lineas
wlo discontinuas indican
o relaciones TH
E equivalentes. La
o diagonal central
=05 corresponde a la enzima
silvestre. Las enzimas
———d con una mejor relacion
= T/H estan sobre la linea
0.0 - diagonal central y las
enzimas con una mejor
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 relacion H/T estan
e e debajo de la linea
Hidrolisis
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b)

Figura 9 a) Distancias en Angstroms entre los sitios de mutacién (verde y cian) y los residuos cataliticos (rosa
mexicanorojo) de la TmGTasa. El centro activo esta delimitado por el inhibidor competitivo acarbosa (amarillo).
En rosa se muestra el residuo D-278 que actua como estabilizador del estado de transicion. b) Vecindad del

residuo M279 en el sitio catalitico.

El papel de la dindmica de proteinas en la catalisis enzimatica es bien reconocido
[64,65]. Por lo tanto, llevamos a cabo simulaciones de dinamica molecular para
algunas variantes de proteinas para explicar en términos estructurales, el efecto de
las mutaciones sobre las actividades de las enzimas en términos estructurales.

La simulacion de TmAmyA muestra que la triple sustitucion K98P/D99A/H222Q
aumento la flexibilidad de la enzima exclusivamente en la hélice a4 (dominio

catalitico), a la que pertenece el residuo 247, sefalado en la Figura 9a, marcado por
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una diferencia de fluctuacién cuadratica media (RMSF) positiva entre la triple
mutante y la enzima silvestre (Figura 10a). Esta hélice esta cerca de los bucles que
contienen el aspartato catalitico (nucledfilo) y el glutamato (acido-base). Por el
contrario, en el mutante K98P/D99A/H222Q se rigidizaron los bucles y hélices que
contienen los residuos 325, 387 y 415. El aumento de movilidad de los residuos
cataliticos podria ser la causa de la pérdida de la actividad en las variantes de
TmAmyA, teniendo un mayor impacto en la funcion hidrolitica que en la
transglicosidica, funcion para la cual la hélice a4 podria rigidizarse un poco por las

interacciones con el aceptor.

'.”‘\! ‘ .\LYS 107

1ys-121{ J %

|

3 pHE-325

"’5::“?,;' MORY

(@)

Figura 10 Diferencia en flexibilidad entre las enzimas silvestres TmAmyA y TmGTasa y sus variantes.
Diferenciade RMSF (en nanémetros) a lo largo de la estructura de (a) la hidrolasa TmAmyA y su variante la
mutante triple K98P/D99A/H222Q (menos hidrolitica que la enzima silvestre). (b)de la transglicosidasa
TmGTasa silvestre frente a T274V/M279N (menos transglicosidica). Las regiones donde el RMSF no se
modificaron en las variantes aparecen en blanco, mientras aquellas con incrementos o decrementos de RMSF

estan coloreadas en rojo y verde, respectivamente. El centro activo esta delimitado por la acarbosa (en amarillo).

Los cambios en la flexibilidad también se estudiaron para las variantes de la enzima

TmGTasa, para la cual comparamos el efecto de la sustitucién simple M279N vy
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doble T274V/M279N con la TmGTasa silvestre. Fue evidente un aumento en los
valores de RMSF del doble mutante T274V/M279N en comparacién con los de la
TmGTasa silvestre, alrededor de los residuos 100, 107, 121 (dominio B), 131
(subsitio +2, dominio B), 210 (bucle a4B5), 222 (hélice a5), 264 (hélice a6) y 325
(bucle a4B5, cerca del subsitio —3; Figura 10b). Si bien las fluctuaciones de RMS
para el mutante sencillo M279N fueron similares al mutante doble alrededor de los
residuos 100, 107, 121 y 131, aumentaron en relacién con las otras proteinas cerca
del residuo 222. Por lo tanto, el dominio B, que es importante para la especificidad
del sustrato en otras enzimas GH13, es mas mdvil en ambos mutantes [57], esto
podria dificultar la interaccion con la molécula aceptora necesaria para la reaccion
de transglicosidacion.

Se analizaron los angulos diedros (x1-3) del residuo acido-base catalitico para
evaluar su movilidad tanto en la enzima silvestre como en los mutantes de TmAmyA
y TmGTase (datos no mostrados), como en otros reportes. Observamos una
distribucion mas difusa en las variantes mas hidroliticas de ambas enzimas (en
TmAmyA silvestre vs. K98P/D99A/H222Q, y en M279N vs.TmGTase silvestre ). Lo
anterior, se contrapone con la movilidad mostrada para el residuo acido-base
catalitico mostrado por David et al., que también emple6 el angulo x3 como indicador
de actividad transglicosidica [85] y lo descrito por Kong et al., quien definié un nuevo
angulo para medir esta movilidad [86], en cuyos trabajos atribuyen una mayor
movilidad del residuo acido base catalitico a una mayor activida transglicosidica.
Estas diferencias podrian justificarse considerando que a pesar de la menor
movilidad local del residuo acido-base catalitico (medido con x1-3), la estructura
secundaria que lo contiene tiene mayor movilidad en las mutantes aqui reportadas.
Adicionalmente, debe considerarse que los resultados en este aspecto no son
definitivos, al no evaluar el intermediario covalente.

Las mutaciones introducidas produjeron cambios en la dinamica estructural que
modifican el pKa de E216 en TmGTasa. Los calculos de PROPKA [79] de este
residuo se realizaron en las estructuras correspondientes a tres momentos
diferentes en la simulacion: 200, 300 y 400 ns, cuando los valores de RMSD ya se
habian estabilizado. El pKa del residuo acido-base catalitico fue mayor para ambas
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variantes que para la TmGTasa silvestre. Para este parametro, el promedio fue de
3,0 £ 0,97 para la enzima silvestre y 6,1 + 0,54 y 4,8 + 0,43 para T274V/M279N vy
M279N, respectivamente. Estos resultados concuerdan con la nociéon de que la
hidrdlisis requiere un residuo mas basico que la transglicosidacion [87]. Aunque los
valores de pKa obtenidos no reflejan directamente el pKa del E216 durante la
reaccion de hidrolisis o transglicosidacion (la enzima aun no ha formado el
intermediario azucar-enzima unido covalentemente y el sitio catalitico esta vacio),
estos resultados indican un desplazamiento del pKa de este residuo catalitico por
las mutaciones en la direccion que favorece la catalisis de la reaccion deseada.
Estos cambios de pKa reflejan el cambio en la distancia promedio entre D278 y
E216, que fue 1 A mas cercana en ambos mutantes que en la enzima TmGTasa
silvestre, aumentando el pKa de uno de los aminoacidos participantes, para evitar
la repulsion electrostatica. En el caso del residuo equivalente en TmAmyA, E258, el
triple mutante K98P/D99A/H222Q tiene un valor de pKa similar al de la enzima
silvestre para su residuo acido-base catalitico (alrededor de 4,8 para ambos). Este
resultado sugiere un mecanismo diferente para el cambio en la especificidad de la
reaccion, que afecta principalmente a la reaccion de hidrdlisis.

Otro aspecto a resaltar es el enlace de hidrégeno formado entre el residuo D278,
que funciona como estabilizador del estado de transicion, y el residuo K324, que
interacciona con el glucésido en el subsitio catalitico +2 (donde se une el aceptor).
Esta interaccion solo se observa en la variante TmGTase T274V/M279N y podria
generar diferencias de actividad de la enzima en la reaccion de hidrdlisis y la
transglicosidacion porque debe romperse al unirse un azucar en el subsitio +2. En
TmAmyA, el residuo equivalente a K324 es una glicina, un residuo menos apto para

formar un enlace de hidrégeno con el aspartato catalitico correspondiente.
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6. DISCUSION

Implementamos una metodologia para identificar sitios blanco de mutagénesis para
modular la relacién transglicosidacion/hidrélisis (T/H) en dos miembros de la familia
GH13. Esta metodologia selecciond residuos a mutagenizar lejos del sitio activo
(entre 11.1 y 22.2 A de distancia) (Figura 7 y Figuara 9), que modificaron la
especificidad de la reaccion. Fue interesante notar que también podria seleccionar
residuos cercanos al sitio catalitico, como el residuo 279 de TmCGTase, que esta
al lado del residuo catalitico D278 (2,7 A; Figura 9). Esta modulacién de la
especificidad de la reaccidn parecia funcionar en ambas direcciones; sin embargo,
la contribucion mas significativa fue la reduccion de la reaccion no deseada vy, en
menor medida, el aumento de la reaccion deseada, en la mayoria de los casos.

Al implementar nuestra metodologia, generamos dos parametros, el factor de
enriquecimiento y el coeficiente de similitud (de los contactos entre enzimas); el
primero nos permitid separar a las enzimas GH13 segun su especificidad, después
de calificar con este los contactos como hidroliticos o transglicosidicos, (Figura 2) y
el segundo, agruparlas en subfamilias (Figura 3).

Nuestro coeficiente de similitud muestra resultados consistentes con trabajos
previos en los que se han utilizado patrones de contactos para distinguir familias de
proteinas [26] y se suman a su uso en la clasificacion funcional y evolutiva de
subfamilias, detectando eventos de duplicacion de genes (TmGTasey TmAmyA) y
de transferencia horizontal entre los dos grupos —la subfamilia 36 (donde se
encuentra AmyA) y la subfamilia 2 (donde se encuentran las enzimas de origen
Firmicutes. Estos resultados recomiendan un uso mas extendido de contactos de
residuos en la clasificacién de enzimas, complementarios al analisis de secuencias
y estructuras, ya que su analisis es mas sensible que el analisis de secuencias y
puede automatizarse.

A pesar de que nuestro trabajo no logré con todas las mutaciones incrementar la
actividad transglicosidica en TmAmyA vy la actividad hidrolitica en TmGTasa, con
todas las mutaciones el cambio de la selectividad T/H deseado a través de

42



decrementos de la funcion hidrolitica en la amilasa TmAmyA y de la transglicosidica
en la glucanotransferasa TmGTasa. Ademas, nuestra metodologia propone
explorar los residuos fuera del sitio catalitico para modificar su especificidad o
funcién a través del analisis de contactos, pudiendo ser estos una guia en la
seleccién de blancos de mutagénesis que extienda los residuos estudiados hasta
ahora.

Nuestra metodologia encuentra paralelo en algunas metodologias de analisis de
coevolucion que han sido reportadas [88,89]. Aun asi, requiri6 menos datos para
identificar sitios para modificar la funcion, ya que, los contactos pueden ser
observados directamente en la estructura mientras el analisis de secuencias solo
permite inferirlos después de analizar los patrones de coevolucién de distintas
posiciones en un alineamiento multiple de secuencias (que requieren de
correcciones para evitar la prediccion de contactos inexistentes), ademas, ya que la
estructura se conserva mas que la secuencia, es posible considerar enzimas cuya
similitud de secuencia es baja por lo que se puede lograr una mejor exploracién del
especio de secuencias con un menor numero de enzimas muestreadas. Ambas
perspectivas destacan la importancia de analizar los contactos de los residuos
cuando se estudia una funcion, incluso lejos del sitio catalitico. Trabajos anteriores
destinados a clasificar enzimas de funcién desconocida y predecir y verificar
modelos 3D también han sugerido la importancia de los contactos de residuos [21],
donde la prediccion del mapa de contactos ha jugado un papel importante.

El método presentado en este trabajo esta limitado por la disponibilidad de
estructuras 3D, que suelen ser menos abundantes que las secuencias empleadas
en estudios coevolutivos. Esta limitacion podria superarse con el uso de inteligencia
artificial, como Alpha-Fold2, en la prediccién de estructuras, sin embargo, este
aumento de estructuras debe ir acompanada de un incremento de las enzimas
caracterizadas experimentalmente, ya que, contar con enzimas caracterizadas y
con estructura conocida es un requisito indispensable para poder determinar los
factores de enriquecimiento y usarla como herramienta para clasificacién funcional.
Por ejemplo, para la familia GH13 se contaba solo con 31 enzimas transglicosidicas
caracterizadas segun lo informado en la base de datos CAZy.
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Otra limitaciéon de nuestra metodologia para el caso de la familia GH13 es que a
pesar que sus miembros realizan hidrolisis y transglicosidacion en diferentes
grados, su caracterizacion esta generalmente centrada en la reaccion que realiza
cada enzima en mayor proporciéon. Una caracterizacion de ambas reacciones,
facilitaria el analisis de la informacion que proporcionan las caracterizaciones
experimentales con vistas a hacer disefio de enzimas. Esta caracterizacion también
determinaria si existe un significado funcional para la agrupacion de enzimas GH13
en funcién de sus contactos hidroliticos o transglucosidicos (Figura 2).

Nuestra metodologia tuvo como objetivo crear un parametro para guiar la elecciéon
de mutantes que permitieran la modulacibn de Ila especificidad
transglucosidacion/hidrolisis. Como senalaron Hleap y Blouin [90] en su estudio
sobre la estabilidad de la evoluciéon de la familia GH13, una prediccién cuantitativa
de la especificidad requiere informacion catalitica con un sélo sustrato para todos
los miembros de la familia bajo analisis. Por el contrario, la familia GH13 se ha
caracterizado por una gran variedad de sustratos tanto para la actividad hidrolitica
como para la transglucosidica y, en muchos casos, solo por su actividad mas
destacada. Incluso cuando se ha utilizado el sustrato mas comun, el almidén, las
variaciones en la ramificacion 1,6 podrian impedir esta caracterizacion. Superamos
este obstaculo contrastando enzimas con una especificidad distinta, creando asi un
parametro (el factor de enriquecimiento) que ofrece una guia cualitativa para
transformar la especificidad de la reaccion, que tal vez podria requerir mas datos
experimentales y el uso de inteligencia artificial para volverse cuantitativa. Sin
embargo, esta guia podria reducir el espacio de secuencia que se necesita explorar
para lograr un cambio de especificidad, tanto en estudios de disefo racional como
de evolucién dirigida.

Un resultado valioso de este enfoque fue la identificacion de dianas para la
mutagénesis mas alla del sitio catalitico, cuya relevancia en términos de su
especificidad y actividad ha sido demostrada por la evolucién dirigida ; éstas
corresponden a residuos formando contactos altamente conservados en la familia
de proteinas, que son ocupados preferencialmente por un aminoacido, de acuerdo

a la funcion de la enzima[91]. La exploracion de dichos sitios esta limitada por la
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disponibilidad de métodos de seleccion o de deteccion de alto rendimiento; por lo
tanto, restringir el espacio de secuencia que se va a evaluar se vuelve primordial.

En este trabajo identificamos la presencia de clusters conformados por residuos en
contacto cuyos aminoacidos fueron enriquecidos tanto en el grupo de enzimas
hidroliticas como en las transglicosidicas de la familia GH13, ademas logramos
clasificar funcionalmente a las enzimas al calificar todos sus contactos como
hidroliticos y transglicosidicos. Ambos resultados sugieren que nuestro método
podria tener un mayor éxito con la propuesta de un mayor numero de mutaciones
simultaneas. La evaluacion para su seleccidon se beneficiara con el uso de
inteligencia artificial, la cual ya ha sido empleada para proponer enzimas de novo
con actividad similar a las naturales, al aplicar estrategias empleadas en el analisis
de lenguaje y considerar las secuencias de residuos de las enzimas como un

enunciado que sigue reglas gramaticales y de semantica [92].

7. CONCLUSIONES

Propusimos y validamos un método basado en mapas de contacto para identificar
sitios blanco de mutagénesis que modulen la relacién transglicosidacion/hidrélisis
(T/H) en miembros de la familia GH13, tanto en transferasas como hidrolasas. Con
este método logramos modificar la selectividad T/H de dos enzimas, la hidrolasa
TmAmyA y la transferasa TmGTasa, para aumentarla en la primera enzima vy
disminuirla en la segunda. Para la variante TmGTasa M279N, redujimos la actividad
transglicosidica, que se deseaba eliminar, y medimos un incremento de la hidrolisis,
que se buscaba aumentar. Aunque en la mayoria de las variantes presentadas el
cambio de selectividad T/H se obtuvo con la pérdida de la actividad principal de
cada enzima, mientras la actividad secundaria permaneci6 intacta o se redujo en
menor medida.

El algoritmo propuesto en este trabajo permitié el cambio de selectividad a través

de sustituciones de residuos fuera del sitio catalitico que no se eligieron al azar. Sin
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embargo, esta limitado por la cantidad de estructuras disponibles de un grupo de
enzimas.

Igualmente, al analizar los contactos entre residuos generamos parametros no solo
para elegir sitios de mutagénesis que cambien la selectividad de una enzima,
también definimos parametros para agrupar las estructuras de las enzimas de la
familia GH13 segun su especificidad y subfamilias, identificando con ello eventos de
duplicacion y transferencia horizontal de genes; estos parametros son mas

sensibles que el analisis por secuencias y son susceptibles de automatizacion.

8. PERSPECTIVAS

Para hacer mas eficiente el método se requieren mas estructuras, lo cual puede
subsanarse a través del uso de inteligencia artificial, la cual puede ser usada para
predecir estructuras tridimensionales de secuencias, expandiendo las proteinas a
las que se puede aplicar nuestra metodologia. Asimismo, el uso de esta herramienta
también podria incrementar el poder predictivo, permitiendo el desarrollo de un
método que haga predicciones cuantitativas en el efecto que las mutaciones
introducidas tendran en la funcién.

Asimismo, nuestros resultados sugieren que podria lograrse un cambio mayor en la
selectividad T/H al considerar un mayor numero de mutaciones. Entre estos
resultados podemos mencionar la presencia de clusters con residuos con factores
de enriquecimiento altos y nuestra capacidad de clasificar proteinas al calificar todos
los residuos como hidroliticos o transglicosidicos

La comparacion de contactos de residuos entre grupos podria encontrar
aplicaciones fuera de la funcion, como sugiere un trabajo en el que la estabilidad de
una enzima GH13 se modific6 mediante mutagénesis en puntos criticos
identificados por analisis de acoplamiento directo [93], creando y eliminando
enlaces de hidrégeno entre residuos. También podria identificar sitios donde se

pueden insertar sondas fluorescentes mientras se minimiza el deterioro funcional.
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La presencia de clusters con factores de enriquecimiento alto, asi como la
capacidad de clasificar funcionalmente a las enzimas de la familia GH13 a través
del analisis conjunto de varios residuos de forma simultanea y nuestros resultados
experimentales con una cantidad limitada de mutaciones, indican que una mayor
cantidad de residuos debe ser incluidos como blanco de mutagénesis para lograr el
cambio de funcion. La evaluacion para su seleccién se beneficiara con el uso de
inteligencia artificial, como lo ha hecho en la prediccion de estructuras.

El andlisis de contactos usando la relaciéon Funcidén1/Funcion2 y el coeficiente de
similitud encontrados en este trabajo pueden automatizarse para analizar bancos

de proteinas y clasificarlas de acuerdo a su funcion y relaciones evolutivas.
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Anexo |. Estructuras empleadas en este trabajo

Tabla S1. Conjunto de datos 1. Grupo Interno: Grupo de estructuras del PDB

empleadas para calcular el factor de enriquecimiento

PDB Resolucion Actividad Actividad Sub- Organismo
ID (A) reportada sobre familia
enlaces a- CAZy
(1-4)- gluco-
sidicos
1A47 2.56 CGTasa Transferasa GHI13 2 Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes
(Clostridium
thermosulfurogenes
1UKQ 2.00 CGTasa Transferasa GH13_2 Bacillus sp. 1011
2CXG 2.50 CGTasa Transferasa GH13_2 Niallia circulans 251
2VR5 2.80 Enzima  Transferasa GH13 11 Saccharolobus
desrami- solfataricus P2
ficante
1IMXG 1.60 o-Amilasa Hidrolasa GH13_7 Pyrococcus woesei
1HXO0 1.38 o-Amilasa Hidrolasa =~ GH13_24 Sus scrofa
1RPK 2.00 o-Amilasa Hidrolasa = GH13_6 Hordeum vulgare
1UH3 2.60 o-Amilasa Hidrolasa  GH13_21 Thermoactinomyces
vulgaris R-47
1WPC 1.90 o-Amilasa Hidrolasa = GHI13_5 Bacillus sp. 707
2CPU 2.00 o-Amilasa Hidrolasa  GHI13_24 Homo sapiens
2WC7 2.37 Enzima Hidrolasa  GH13_20 Nostoc punctiforme PCC
desrami- 73102
ficante
3BC9 1.35 o-Amilasa Hidrolasa GH13_5 Halothermothrix orenii
H 168
3K8M 2.50 o-Amilasa Hidrolasa GH13_36 Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-
5482
7TAA 1.98 o-Amilasa Hidrolasa GH13_1 Aspergillus oryzae

DSM63303
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Table S2. Conjunto de datos 2. Grupo externo: conjunto de estructuras 3D usadas
para evaluar la capacidad de los factores de enriquecimiento para clasificar

enzimas de la famila GH13 por funcion.

PDBID Resolucion Actividad  Actividad Sub- Organismo
(A) reportada sobre familia
enlaces a- CAZy
(1-4)-
gluco-
sidicos
1CGT 2.00 Glucano- Transferasa GH13_ Niallia circulans 8
Transferasa 2
4JCL 1.70 Glucano- Transferasa GHI13_  Paenibacillus
Transferasa 2 macerans
IAM1243/ IB7 /
IFO 3490 (NRRL
B-388) / JFB05-01
(CCTCC
M203062)
1BLI 1.90 o-Amilasa Hidrolasa GH13_  Bacillus
5 licheniformis 584 /
ATCC 27811
1GCY 1.60 a-Amilasa Hidrolasa  NA Pseudomonas
productora stutzeri MO-19
de
maltotetra-
sacaridos
1WZL 2.00 Neo- Hidrolasa ~ GHI13_  Thermoactinomyce
pulunasa 20 s vulgaris R-47
Ciclomalto
dextrinasa
AmyA  Homology o-Amilasa Hidrolasa  GHI13_  Thermotoga
model 36 maritima MSB8
3BC9 1.35 a-Amilasa Hidrolasa GH13_ Halothermothrix
5 orenii H 168
3DHU 2.00 o-Amilasa Hidrolasa  NA Lacticaseibacillus
plantarum WCFS1
3EDF 1.65 Ciclomalto Hidrolasa  NA Flavobacterium sp.
dextrinasa 92
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Tabla S2. Conjunto de datos 2. Grupo externo (Continuacion)

PDBID Resolucion Actividad Actividad Sub- Organismo
(A) reportada sobre familia
enlaces a- CAZy
(1-4)-
gluco-
sidicos
3VM7 2.25 a-Amilasa Hidrolasa GH13_  Malbranchea
1 cinnamomen
4AEE 2.28 a-Amilasa Hidrolasa ~ GH13_  Staphylothermus
malto- 20 marinus F1
génica
Ciclomalto
dextrinasa
4AEF 2.34 a-Amilasa Hidrolasa ~ GH13_  Pyrococcus
Ciclomalto 20 furiosus DSM
dextrinasa 3638
4GKL 2.40 a-Amilasa Hidrolasa  NA Thermotoga
malto- neapolitana DSM
génica 4359
4UZU 1.90 a-Amilasa Hidrolasa GH13_  Geobacillus
5 stearothermophilus
DY5 / PHI300/
NZ-3
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Tabla S3. Conjunto de datos 3. Enzimas empleadas para analizar la conservacion de

contactos y su relacion con la historia evolutiva

PDB Resolucion  Familia  Subfamilia Organismo
1D (A) CAZy CAZy
3VM7 2.25 GH13 1 Malbranchea
cinnamomen
7TAA 1.98 GH13 1 Aspergillus oryzae
DSM63303
1A47 256 GH13 2 Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes
EM1
1CGT 2.00 GH13 2 Niallia circulans 8
1QHO 1.70 GH13 2 Geobacillus
stearothermophilus
C599
2CXG 2.50 GH13 2 Niallia circulans 251
1UKQ 2.00 GH13 2 Bacillus sp. 1011
4JCL 1.70 GH13 2 Paenibacillus macerans
[IAM1243/ IB7 / IFO
3490 (NRRL B-388) /
JFB05-01 (CCTCC
M203062)
3ZSS 1.80 GH13 3 Streptomyces coelicolor
A3(2)
1WPC 1.90 GH13 5 Bacillus sp. 707
1BLI 1.90 GHI13 5 Bacillus licheniformis
584/ ATCC 27811
3BC9 1.35 GH13 5 Halothermothrix orenii
H 168
4UZU 1.90 GH13 5 Geobacillus
stearothermophilus
DY5 / PHI300/ NZ-3
1RPK 2.00 GH13 6 Hordeum vulgare
1IMXG 1.60 GHI13 7 Pyrococcus woesei
3AMK 1.90 GH13 8 Oryza sativa Japonica
Group
3AML 1.70 GH13 8 Oryza sativa Japonica
Group
4BZY 2.75 GH13 8 Homo sapiens
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Tabla S3. Conjunto de datos 3 (Continuacion)

PDB Resolucion Familia  Subfamilia Organismo
1D (A) CAZy CAZy

2VR5 2.80 GH13 11 Saccharolobus
solfataricus P2

1WZL 2.00 GHI13 20 Thermoactinomyces
vulgaris R-47

2YAO 1.85 GH13 12 Streptococcus
pneumoniae TIGR4

3FAW 2.10 GH13 12 Streptococcus agalactiae
COH1

2YOC 2.88 GH13 13 Raoultella
ornithinolytica 10-5246

2FHF 1.65 GH13 13 Klebsiella pneumoniae
UNF5023

2WC7 2.37 GHI13 20 Nostoc punctiforme
PCC 73102

4AEE 2.28 GHI13 20 Staphylothermus
marinus F1

4AFEF 2.34 GHI13 20 Pyrococcus furiosus
DSM 3638

1UH3 2.60 GHI13 21 Thermoactinomyces
vulgaris R-47

1HX0 1.38 GHI13 24 Sus scrofa

2CPU 2.00 GH13 24 Homo sapiens

1UA7 2.21 GH13 28 Bacillus subtilis 2633

1G9H 1.80 GH13 32 Pseudoalteromonas
haloplanktis TAB23 /
A23

3K8M 2.00 GH13 36 Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-
5482

AmyA GH13 36 Thermotoga maritima
MSBS

1GCY 1.60 GH13 NA Pseudomonas stutzeri

MO-19
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Tabla S3. Conjunto de datos 3 (Continuacion)

PDB Resolucion Familia  Subfamilia Organismo
1D (A) CAZy CAZy

1LW] 2.50 GH13 NA Thermotoga maritima
MSB8

3DHU 2.00 GH13 NA Lacticaseibacillus
plantarum WCFS1

3EDF 1.65 GH13 NA Flavobacterium sp. 92

4E20 2.10 GH13 NA Geobacillus
thermoleovorans
CCB_US3_UF5

4GKL 2.40 GH13 NA Thermotoga neapolitana
DSM 4359

27Q0 1.60 GH97 NA Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-
5482

3W37 1.70 GH31 NA Beta vulgaris
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Tabla S4. Conjunto de datos 4. Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy: Enzimas que
cuya funcion (hidrolitica o transglicosidica) se ha reportado como caracterizada en
la base de datos CAZy (2019). Para las transferasas todas las secuencias fueron
consideradas y modeladas usando Swiss model cuando fue necesario. Para las
hidrolasas solo se tomaron enzimas con estructura tridimensional conocida. Para las
estructuras tomadas del PDB, reportamos su PDB ID como identificador, mientras
para las secuencias modeladas con Swiss model reportamos la clave de Uniprot o
GenBank ID, seguida de la PDB ID de la estructura empleada como molde En la
columna Resolucion registramos el valor de Q-mean para las estructuras producidas
por modelado por homologia, las cuales usamos después de minimizar su energia
con Rosetta.

Identificador Resolucion  Actividad reportada  Actividad sobre
(especie) enlaces a-(1-4)-
glucosidicos
1CDG 2.00 B-Ciclodextrin Transferasa
glucanotransferasa
(Niallia circulans 251)
1CGT 2.00 B-Ciclodextrin Transferasa
glucanotransferasa
(Niallia circulans 8)
1CYG 2.50 a/B-Ciclodextrin Transferasa
glucanotransferasa
(Geobacillus
stearothermophilus)
1GJU 2.40 4-a-Glucanotransferasa Transferasa

/ maltosiltransferasa
(Thermotoga maritima)
1LW] 2.50 4-a-Glucanotransferasa Transferasa
(Thermotoga maritima)
1V3M 2.00 Ciclodextrin Transferasa
glicosidotransferasa
(Bacillus sp. 1011)
2VR5 2.80 Isoamilase / 4-a- Transferasa

glucanotransferasa

(Saccharolobus
solfataricus P2)
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Tabla S4. Conjunto de datos 4. Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy

(Continuacién)
Identificador Resolucion Actividad reportada Actividad
(especie) sobre enlaces
o-(1-4)-gluco-
sidicos
3BMV 1.60 a/B-Ciclodextrin Transferasa
glicdsido transferasa
(Thermoanerobacterium
thermosulfurigenes EM1)
4JCL 1.70 a-Ciclodextrin Transferasa
glucanotransferasa
(Paenibacillus macerans
[AM1243)
4]CM 1.65 v-Ciclodextrin Transferasa
glucanotransferasa
(Evansella clarkii)
A2QTS4_1cgt OMEAN 4-a-glucanotransferasa Transferasa
-2.64 de pared celular
(Aspergillus niger CBS
513.88)
A2QYT9 2aaa OMEAN 4-x-Glucanotransferasa Transferasa
-2.48 (Aspergillus niger CBS
513.88)
P26827 1uks OMEAN Ciclodextrin Transferasa
(1a47) -1.85 glucanotransferasa
(Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes)
A0A077D499 3bmv  QMEAN Ciclodextrin glicosido- Transferasa
-0.30 transferasa
(uncultured
Carboxydocella)
A0AO0C4WMI OMEAN Ciclodextrin Transferasa
5_Iciu 0.72 glicdsidotransferasa
(Thermoanaerobacter sp.
P4)
B2D1U4_1ukt OMEAN Ciclodextrin Transferasa
0.33 glucanotransferasa

(Paenibacillus sp. JB-13)
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy
(Continuacién)

Identificador Resolucion  Actividad reportada  Actividad sobre
(especie) enlaces a-(1-4)
gluco-sidicos
B2XY82_4jcl QMEAN Ciclodextrin glicosido Transferasa
-0.05 transferasa
(Paenibacillus graminis
MC22.13)
CO9WB02_1cgt OMEAN $3-Ciclodextrin Transferasa
-0.01 glicdsidotransferasa
(Paenibacillus illinoisensis
ZY-08/ ZY-8)
B1VC16_6cgt QMEAN B-Ciclodextrin Transferasa
0.07 glicdsidotransferasa
(Paenibacillus pabuli
US132)
082984 _1ukq QMEAN B-Ciclodextrin Transferasa
-0.77 glicdsidotransferasa
(Bacillus sp. A2-5A)
086956_1lwh OMEAN 4-a-glucanotransferasa Transferasa
-0.70 (Thermotoga neapolitana)
086959_1jt6 OMEAN Ciclomaltodextrinasa Transferasa
-2.52 glucanotransferasa
(Thermotoga neapolitana)
P08704_4jcm QMEAN a-Ciclodextrin Transferasa
-3.00 glucanotransferasa
(Klebsiella pneumoniae
Mbal)
P17692_1cdg QMEAN B-cyclomaltodextrin Transferasa
0.19 glucanotransferasa
(Bacillus sp. B1018)
P31746_1pj9 QMEAN B-Ciclodextrin Transferasa
-0.59 glucanotransferasa
(Bacillus sp. 1-1)
P31747_6cgt QMEAN Ciclodextrin Transferasa
0.04 glucanotransferasa

(Bacillus sp. 6.3.3)




Tabla S4. Conjunto de datos Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy (Continuacion)

Identificador Resolucion  Actividad reportada  Actividad sobre
(especie) enlaces a-(1-4)
gluco-sidicos
P31835_6aij OMEAN a-Ciclodextrin Transferasa
-0.30 glucanotransferasa
(Paenibacillus macerans)
Q3HUR?2_6aij OMEAN B-Ciclodextrin Transferasa
-3.55 glucanotransferasa
(Pyrococcus furiosus
DSM 3638)
Q8X268_1uks OMEAN B-Ciclodextrin Transferasa
-1.82 glucanotransferasa
(Thermococcus
kodakarensis KOD1)
QI9UWNZ2_1gho OMEAN a-Ciclodextrin Transferasa
-1.51 glucanotransferasa
(Thermococcus sp. B1001)
Q9ZAQ0_3bmv OMEAN B-Ciclodextrin Transferasa
-0.63 glucanotransferasa
(Geobacillus
stearothermophilus ET1)
Q25CB6_4jcm OMEAN v-ciclomaltdextrin Transferasa
-0.45 glucanotransferasa
(Bacillus sp. G-825-6)
Q53175_1ukq OMEAN a-ciclomaltodextrin Transferasa
-0.07 glucanotransferasa
(Haloferax mediterranei)
1AVA 1.9 a-Amilasa Hidrolasa
(Hordeum vulgare)
1EA9 3.20 Ciclomaltodextrinasa Hidrolasa
(Bacillus sp.)
1G9%4 1.74 a-Amilasa Hidrolasa
(Pseudoalteromonas
haloplanktis)
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Tabla S4. Conjunto de datos Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy (Continuacion)

Identificador Resolucion  Actividad reportada  Actividad sobre
(especie) enlaces a-(1-4)
gluco-sidicos
1GCY 1.60 Amilasa formadora de Hidrolasa
maltotetraosa
(Pseudomonas stutzeri)
1HT6 1.50 a -Amilasa Hidrolasa
(Hordeum vulgare)
1HXO0 1.38 a -Amilasa Hidrolasa
(Sus scrofa)
1JOH 1.90 Ciclomaltodextrinasa / Hidrolasa
neopululanasa
(Geobacillus
stearothermophilus
TRS40)
1JAE 1.65 a-Amilasa Hidrolasa
(Tenebrio molitor)
111 1.60 a-Amilasa Hidrolasa
(Thermoactinomyces
vulgaris R-47)
IMWO 2.20 a-Amilasa Hidrolasa
(Pyrococcus woeset)
1QHO 1.70 a-amilase maltogénica Hidrolasa
(Geobacillus
stearothermophilus C599)
1SMA 2.80 a-amilase maltogénica Hidrolasa
(Thermus sp. IM6501)
1SMD 1.60 a-Amilasa Hidrolasa
(Homo sapiens, salivary)
1UA7 2.21 a -Amilasa Hidrolasa
(Bacillus subtilis 2633)
1UD2 2.13 a-Amilasa Hidrolasa
(Bacillus sp. KSM-K38)
1V]JS 1.70 a-Amilasa Hidrolasa
(Bacillus licheniformis
584)
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy

(Continuacién)
Identificador Resolucion  Actividad reportada  Actividad sobre
(especie) enlaces a-(1-4)
gluco-sidicos
1WPC 1.90 Maltohexaose-forming Hidrolasa
Amilasa
(Bacillus sp. 707)
1WZA 1.60 a-Amilasa Hidrolasa
(Halothermothrix orenii H
168)
2D20 2.10 Ciclomaltodextrinasa / Hidrolasa
neopululanasa
(Thermoactinomyces
vulgaris R-47)
2DIE 2.10 a-Amilasa Hidrolasa
(Bacillus sp. KSM-1378)
2GJP 1.90 a-Amilasa Hidrolasa
(Sutcliffiella halmapala)
2YAQ 1.85 Enzima degradadora de Hidrolasa
glucogeno
(Streptococcus
pneumoniae TIGR4)
27ZE0 2.00 a-Glucosidasa Hidrolasa
(Geobacillus sp. HTA-
462)
3BC9 1.35 a-Amilasa Hidrolasa
(Halothermothrix orenii H
168)
3BH4 1.40 a-Amilasa Hidrolasa
(Bacillus
amyloliguefaciens)
3DCO0 2.78 a-Amilasa Hidrolasa
(Bacillus sp. KR8104)
3EDJ 1.69 Ciclomaltodextrinasa Hidrolasa

(Flavobacterium sp. 92)
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy

(Continuacion)

Identificador

Resolucion

Actividad reportada
(especie)

Actividad
sobre enlaces
o-(1-4) gluco-
sidicos

3VGF

2.30

a-Amilasa /
Maltooligosiltrehalose
(Saccharolobus solfataricus
KM1)

Hidrolasa

3WN6

2.16

a-Amilasa
(Oryza sativa Japonica
Group)

Hidrolasa

3WY2

1.47

a-Glucosidasa
(Halomonas sp. H11)

Hidrolasa

4AEE

2.28

a-Amilasa maltogénica /
Ciclomaltodextrinasa
(Staphylothermus marinus
F1)

Hidrolasa

4AEF

2.34

a-Amilasa maltogénica/
Ciclomaltodextrinasa
(Pyrococcus furiosus DSM
3638)

Hidrolasa

4E20

2.10

a-Amilasa

(Geobacillus
thermoleovorans
CCB_US3_UF5)

Hidrolasa

4GKL

2.40

a-Amilasa maltogénica
(Thermotoga neapolitana
DSM 4359)

Hidrolasa

4UZU

1.90

a-Amilasa
(Geobacillus
stearothermophilus DY5)

Hidrolasa

5A2B

1.85

a-Amilasa (Anoxybacillus
sp. SK3-4)

Hidrolasa

5H06

1.95

a-Amilasa (bacteria no
cultivable)

Hidrolasa
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Tabla S4. Conjunto de datos 4 Enzimas GH13 caracterizadas en CAZy
(Continuacién)

Identificador Resolucion Actividad reportada  Actividad sobre
(especie) enlaces a-(1-4)-
gluco-sidicos

6A0] 1.60 Ciclo maltosil- Hidrolasa
maltose Hidrolasa
(Arthrobacter
globiformis M6)

6BS6 2.17 a-Amilasa / Hidrolasa
neopululanasa
(Bacteroides
thetaiotaomicron VPI-
5482)

7TAA 1.98 a-Amilasa Hidrolasa
(Aspergillus oryzae
DSM63303)
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Anexo Il Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Tabla S5. Cebadores empleados para introducir las mutaciones en este estudio

Enzima mutada Mutacion Secuencia (5"-3")

AmyA K98P/D99A  ACAGACTACTACAACGTCGAGC
CGGCGTACGGCACCATGGAAGATCTC

glucanotransferasa F72L CGATCATCTCTTTCAACTCTCTC
TCACTACC

glucanotransferasa V86l GGGAAGGTCAAGAACGATTTTT
ATTCCGC

glucanotransferasa T274V CCCGGTGAATTTTGTTTCGAA
TCACG

glucanotransferasa M279N CGAATCACGACAACTCGAGGC

TTGCAAGC
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Anexo lll. Resultados de simulaciones de dinamica molecular

Seccion 1. TmAmyA y sus variantes
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Figura S 1. RMSF para una simulaion de Dinamica Molecular (MD) de 500 ns para TmAmyA silvestre (linea roja) y la
variante K98P/D99A/H222Q (linea negra). La numeracion de los residuos esta desfasada —29 con respecto a la de
Liebl et al. [36].
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Figura S 2 Analisis coformacional de los angulos diedro y del residuo dacido base (Glu258) de TmAmyA para la enzima

silvestre (linea continua) y la variante K9SP/D99A/H222Q (linea punteadas). (a) angulos diedraless y3 (b) angulos
diedrales y2 (c) angulos diedrales y1.
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Figura S 3 Cambio en la distancia D310 -E258 de TmAmyA durante la simulacion MD para la enzima silvestre (linea

azul) y la variante D9SP/D99A/H222Q (linea roja).
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Figura S 4 RMSF para una simulaion de Dinamica Molecular (MD) de 500 ns para TmGTasa silvestre (linea roja), la

variante M279N (linea negra) y la variante T274V/M279N (linea azul).
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Figura S 5 Analisis coformacional de los angulos diedro y del residuo dcido base (Glu216) de TmGTase para la enzima

silvestre (linea continua), la variante M279N (linea discontinua)), y la variante T274V/M279N (linea punteada). (a)
angulos diedraless y3 (b) angulos diedrales y2 (c) angulos diedrales y1
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Figura S 6 Cambio en la distancia D278-E216 de TmGTasa durante la simulacion MD para la enzima silvestre (linea
azul) y la variante M279N (linea roja) y la variante T274V/M279N (linea gris)
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