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1 Resumen

La ingenieria de proteinas estudia la relacién entre la estructura y la funcidn en las proteinas, con la
intencion de desarrollar las herramientas que nos permitan obtener proteinas con nuevas funciones.
Una de las herramientas mas prometedoras en la ingenieria de proteinas es el disefio in silico de
enzimas. A pesar de que ha habido grandes avances en esta herramienta, aln se encuentra en fases
tempranas de su desarrollo y todavia tiene una baja tasa de éxito. Para mejorar la actividad de los
resultados del disefio por computadora es comun utilizar estrategias experimentales complementarias.
Normalmente se usa evolucién dirigida, pero cuando no se cuenta con un sistema de selecciéon o un
sistema de tamizaje de actividad eficiente, usarla presenta algunas limitaciones. Propusimos que
podiamos usar la ingenieria de consensos como herramienta complementaria para los resultados del
disefio in silico; la estrategia normalmente se ha usado para aumentar la estabilidad térmica de
proteinas, pero algunas observaciones apuntan a que podria usarse para aumentar la actividad con

otros sustratos.

Una modificacion frecuente en la ingenieria de proteinas es el intercambio de la especificidad por el
cofactor en enzimas que utilizan NADP+, para que ahora utilicen NAD+, porque es mas abundante y
estable. El shikimato es un metabolito de interés industrial, por ser precursor en la sintesis quimica del
oseltamivir-fosfato. Obtener una enzima shikimato deshidrogenasa que prefiera NAD+, en lugar de

NADP+, podria beneficiar la produccion del shikimato.

Usamos la aplicaciéon de disefio de enzimas Rosetta Enzyme Design para modificar a la enzima shikimato
deshidrogenasa de Escherichia coli para que ahora prefiera NAD+ en lugar de NADP+; posteriormente
probamos el efecto de introducir las mutaciones consenso sobre el disefio. Usando Rosetta Enzyme
Design, identificamos una mutacién puntual que nos permitié disminuir la actividad de la enzima usando
NADP+, pero encontramos solo un ligero aumento en la actividad con NAD+. Al juntar el disefio in silico
con las mutaciones consenso logramos aumentar la actividad de nuestro disefio. Las mutaciones
consenso cercanas al sito de unidn 2’ del cofactor son suficientes para el aumento que observamos en
la actividad. Al final construimos una variante que pierde mas de mil veces la actividad con NADP+y
aumenta un orden de magnitud su actividad con NAD+, comparada con la enzima silvestre. Tal vez
necesitemos mejorar todavia mas la actividad con NAD+ de la variante que obtuvimos, antes de usarla

en estudios para intentar mejorar produccidn de shikimato.



Proponemos a la ingenieria de consenso como una herramienta auxiliar para mejorar la actividad con
otros sustratos. Entre las ventajas de la ingenieria de consensos estdn que aprovecha la informacién de

secuencia disponible en las bases de datos.
Summary

Protein engineering studies the relationship between structure and function in proteins, and develops
tools for constructing proteins with new functions. One of the most promising tools in protein
engineering is in silico enzyme design. This tool has shown significant advances, but still is in an early
stage of development presenting a low success rate. A common practice to enhance in silico enzyme
design results is to employ complementary tools. The most common and successful tool is directed
evolution, however if there is not an efficient selection system for the desired function, then the
implementation of directed evolution becomes burdensome. We proposed we could use consensus
engineering as a complementary tool for the results of in silico enzyme design; consensus engineering
has been previously employed to increase the thermostability in some proteins, but some observations

suggest it also could be used to increase the enzymatic activity with different substrates.

We employed the Rosetta Enzyme Design application to design a cofactor specificity switch in the
Shikimate dehydrogenase enzyme from Escherichia coli; then we tested the effect of introducing the
mutations proposed by consensus engineering on top of the in silico design results. We identified a point
mutation using Rosetta Enzyme Design that lead to a decreased enzyme activity using NADP+ and a
slight increase using NAD+. When we added the mutations proposed by consensus engineering, we
increased the enzyme activity. We found that the consensus mutations closest to the 2’ adenine moiety

produced the activity increase.

The enzyme activity using NADP+ in our final variant decreased over a thousand fold, meanwhile

enzyme activity using NAD+ increased a tenfold. Our findings suggest consensus engineering could also
be used as a complementary tool for increasing or modifying enzyme activity during design. Consensus
engineering is straightforward to implement and now days we rely on huge sequence databases which

aid to implement this technique.



2 Introduccion

La secuencia de aminodcidos de cada proteina determina sus caracteristicas estructurales y funcionales
(Anfinsen, 1972). Lo anterior significa que podemos modificar la funcidn de las proteinas, si realizamos
cambios en su secuencia primaria. Gran parte del esfuerzo de la Ingenieria de proteinas se ha enfocado
en estudiar cdmo redisefiar enzimas naturales, para que utilicen sustratos distintos. Muchas pistas para
redisenar interacciones con otros sustratos, se han obtenido a través de estudios estructurales de la

unién entre una enzima y su sustrato (W. Yang & Lai, 2017).

Las enzimas pueden acelerar reacciones quimicas varios 6rdenes de magnitud al estabilizar los estados
de transicién y reducir la energia de activacidn. Esto permite que las reacciones quimicas ocurran en
escalas de tiempo que permitan la vida. Los residuos cataliticos deben estar colocados alrededor de los
sustratos en la orientacion correcta para estabilizar los estados de transicion (Tyzack, Furnham, Sillitoe,
Orengo, & Thornton, 2017). Dentro de los factores principales que dominan la interaccion de una
enzima con el sustrato encontramos: las preferencias de los angulos diedro, las interacciones
hidrofdbicas, los puentes de hidrégeno, las interacciones de van der Waals, las interacciones
electrostaticas, y la interaccion con el solvente. Las cadenas laterales y la cadena principal se encuentran
orientados de forma precisa para unir sus sustratos, existen ciertos angulos diedro que se prefieren
dependiendo del aminoacido del que se trate. Segun la naturaleza del sustrato que una la enzima,
podremos observar interacciones con puentes de hidrégeno o interacciones hidrofébicas. Los atomos en
un complejo proteina-sustrato se encuentran empacados de forma ajustada, esto resalta la importancia
de las interacciones de van der Wals. Algunos aminoacidos poseen carga, con la que pueden atraer o
repeler a otras moléculas. Un sustrato pasa de interactuar con las moléculas del solvente hacia un
ambiente distinto cuando se une a la enzima, pudiendo a su vez desplazar moléculas del solvente del
sitio activo de la enzima (Dill & MacCallum, 2012). La mecanica molecular ha usado campos de fuerza
(modelos moleculares de energias potenciales) para tratar de describir estas fuerzas fisicas, que a su vez
usamos para realizar simulaciones por computadora. Sin embargo hasta la fecha las simulaciones por
computadora alin no modelan con precision la estabilidad de las proteinas, sus propiedades

termodinamicas, o las interacciones y afinidades de unidn con otras moléculas (Dill & MacCallum, 2012).
2.1 Disefio in silico de enzimas

Con los avances en los modelos moleculares, la bioinformatica estructural y la capacidad de cémputo, la

ingenieria de proteinas ha desarrollado herramientas que nos permiten redisefar enzimas para que



usen otros sustratos. Entre las herramientas mas prometedoras encontramos al redisefio de enzimas
por computadora basado en la estructura. El objetivo de estas herramientas es regresar secuencias que
adopten una estructura definida, la cual pudiera unir al sustrato deseado en la orientacion correcta para
catalizar una reaccién. Para ello el algoritmo busca las secuencias que minimicen una funcion de energia
y que cumplan con los criterios establecidos (Gainza, Nisonoff, & Donald, 2016; Liu & Chen, 2016; W.
Yang & Lai, 2017). Una estrategia eficiente para el disefio de enzimas es usar como punto de partida
estructuras de enzimas que ocurren naturalmente, aprovechar la actividad original de la enzima y solo

modelar los residuos que interactian con el sustrato deseado(W. Yang & Lai, 2017).

La funcién de energia toma algunos de sus términos de los campos de fuerza de la mecanica molecular.
Aunque también contiene términos basados en estadistica, que derivan de datos de secuenciay
estructura de proteinas naturales, por ejemplo la distribucién de los angulos de Ramachandran, la
distribucién de rotdmeros, o la exposicidn al solvente; estos términos basados en estadistica son
relevantes porque capturan informacion que todavia no se puede capturar con los modelos fisicos (Liu &

Chen, 2016).

El disefio por computadora aln se encuentra en etapas tempranas del desarrollo. Existen algunos casos
exitosos, sin embargo la tasa de éxito alin es muy baja; asi como también es baja la actividad en los
disefios que si funcionan (Jiang et al., 2008; Rothlisberger et al., 2008; Siegel et al., 2010). El éxito de los
programas de disefio depende de dos aspectos, el primero es modelo biofisico para representar los
eventos que ocurren en la naturaleza y el segundo es un algoritmo que construya la mejor secuencia de
acuerdo al modelo (Gainza et al., 2016). Los retos que hay que enfrentar son muchos. Del lado del
modelo biofisico podemos mencionar algunos ejemplos: un sustrato puede tomar diferentes
conformaciones, pero durante el disefio la interaccion enzima-sustrato se predefine, lo que limita la
busqueda; tampoco se considera la dindmica intrinseca de la proteina y sus cambios conformacionales;
también, los residuos remotos pueden alterar las propiedades en la unién pero normalmente solo se
modelan los residuos de la primera capa de unidn; el solvente se trata implicitamente, lo que impide
modelar con precisidn el efecto de las interacciones polares del soluto y el efecto de la desolvatacién;
finalmente, los modelos de la energia de unién proteina-ligando no tienen la suficiente precisién para
distinguir las interacciones éptimas, los ligandos son muy sensibles a la precisién de los modelos de la
energia de unién debido a pequefio tamafio (Gainza et al., 2016; W. Yang & Lai, 2017). Del lado del

algoritmo de busqueda: mientras mas preciso se convierte un modelo, mayor es la complejidad



computacional de la busqueda de la mejor secuencia, y la capacidad de computacion se vuelve una

limitante (Gainza et al., 2016).

Mientras los algoritmos en el disefio por computadora se siguen desarrollando y mejorando, una
alternativa a nuestro alcance es emplear estrategias experimentales alternas para mejorar la actividad
sobre los disefios construidos (Giger et al., 2013). Usualmente la estrategia empleada es la evolucion
dirigida, la cual consiste en generar nuevas variantes de la proteina insertando cambios al azar en la
secuencia. Posteriormente se buscan aquellas que cumplan con nuestros criterios, usando un método
de seleccién que permita revisar el mayor nimero posible de variantes en poco tiempo (Kuchner &
Arnold, 1997). Sin embargo, aplicar la evolucién dirigida resulta poco practica si no se cuenta con
sistema de seleccién eficiente, por ello nos interesa explorar estrategias alternativas para complementar

los resultados de los disefios por computadora.
2.2 Estrategias alternas que explotan el andlisis de secuencias: Ingenieria de consensos

El andlisis de secuencias en enzimas homaélogas nos permite obtener informacién valiosa acerca de la
proteina, que podemos aprovechar en la ingenieria de proteinas. La ingenieria de consensos es un claro
ejemplo ya que ha permitido generar proteinas con mayor estabilidad térmica (cuadro 1).
Observaciones previas sugieren que las secuencias consenso podrian ser usadas también para aumentar
la actividad con sustratos distintos (Aerts, Verhaeghe, Joosten, Vriend, & Soetaert, 2013; Loening, Fenn,
Wu, & Gambhir, 2006); por eso, nos preguntamos si podiamos usar la ingenieria de consensos como
herramienta auxiliar, para complementar los resultados del disefio racional y ampliar nuestra caja de

herramientas en la ingenieria de proteinas.



Cuadro 1. Ingenieria de consensos. La ingenieria de consensos es una técnica que se ha empleado para
aumentar la estabilidad térmica de algunas proteinas (M Lehmann, Pasamontes, Lassen, & Wyss, 2000;
Martin Lehmann, Pasamontes, Lassen, & Wyss, 2000; Steipe, Schiller, Pluckthun, & Steinbacher, 1994;
Vazquez-Figueroa, Chapparro-Riggers, & Bommarius, 2007). La técnica consiste en introducir
mutaciones en una secuencia usando el aminoacido mds frecuente en un alineamiento de secuencias de
proteinas homdlogas. Para construir una secuencia consenso comenzamos con una secuencia de
referencia. Después buscamos secuencias homaélogas (pueden ser tan pocas como tres secuencias en
total) y realizamos un alineamiento multiple. Para cada sitio del alineamiento seleccionamos el residuo
gue se observa con mayor frecuencia. Cuando no se puede establecer claramente cudl es el residuo mas
frecuente normalmente se deja el mismo residuo que en la secuencia de referencia. Al final terminamos
con una nueva secuencia a la que denominamos secuencia consenso. Una parte esencial de la técnica es
iniciar con un buen alineamiento, es decir, estar seguro de que exista una correspondencia entre los
residuos alineados. Normalmente esta parte es subjetiva por lo que se prefiere contar con secuencias
con porcentaje de identidad altos para asegurar un buen alineamiento, pero también con suficiente
divergencia entre ellas para evitar sesgos filogenéticos (Jackel, Bloom, Kast, Arnold, & Hilvert, 2010;
Martin Lehmann, Kostrewa, et al., 2000; Martin Lehmann, Pasamontes, et al., 2000; Martin Lehmann &

Wyss, 2001).

2.3 Inversidn en la especificidad de la enzima Shikimato deshidrogenasa de Escherichia coli

Dentro de los temas mas aplicables en el redisefio de enzimas encontramos el intercambio en la
especificidad por la coenzima en enzimas que normalmente usan NADP+, para que ahora utilicen NAD+.
Este intercambio ha mostrado ser de importancia biotecnoldgica para la produccion de algunos
compuestos de interés, ademas del interés intrinseco que representa para estudiar el reconocimiento
molecular (Khoury et al., 2009; Scrutton, Berry, & Perham, 1990). En nuestro proyecto propusimos
redisefiar al dominio Rossmann de la enzima Shikimato deshidrogenasa de Escherichia coli (EcoSDH)

para que ahora prefiera NAD+ en lugar de NADP+.

El shikimato es un compuesto con un anillo de seis carbonos altamente funcionalizado con tres centros
anoméricos. El shikimato es un precursor para la produccion de compuestos con aplicaciones
farmacéuticas como antipiréticos, antioxidantes, anticoagulantes, antitrombdticas, antiinflamatorias, y

analgésicas (Martinez, Bolivar, & Escalante, 2015; Rodriguez et al., 2014). Especificamente el shikimato



es relevante en la industria farmacéutica por ser el precursor en la sintesis quimica del oseltamivir
fosfato, cuya demanda ha ido en aumento debido a brotes recientes de influenza (Rawat, Tripathi,
Jahan, & Saxena, 2013). El oseltamivir fosfato se utiliza como antiviral contra algunos virus estacionales
de influenza, los cuales representan un grave riesgo para la poblacion en caso de una pandemia

(Martinez et al., 2015).

La ingenieria de vias metabdlicas en microrganismos recombinantes es una de las alternativas mas
llamativas para producir shikimato. Entre las razones estan la alta productividad y rendimiento, la
amabilidad con el ambiente, los bajos costos de la materia prima y la selectividad de los productos.
Escherichia coli es uno de los microorganismos mas estudiados en la produccidn de shikimato (Ghosh,
Chisti, & Banerjee, 2012; Kramer et al., 2003; Martinez et al., 2015; Rawat et al., 2013). La enzima
EcoSDH participa en la via de sintesis de shikimato y ulitiza NADP+ como cofactor favorito (Michel et al.,
2003). Proponemos que una enzima SDH que prefiera NAD+ podria enriquecer los estudios para mejorar
la produccidn de shikimato. En las siguientes secciones de la introduccidn presentamos la funcidny la
estructura de la enzima EcoSDH; detallamos por qué nos interesa obtener una variante de la EcoSDH
gue ahora prefiera usar NAD+; y describimos nuestra propuesta para emplear a la ingenieria de

consensos como estrategia complementaria en el disefio de enzimas.
2.3.1 La enzima EcoSDH: estructura, funcion y familia

La enzima EcoSDH cataliza la reaccién reversible desde 3-dehidroshikimato hacia shikimato usando una
molécula de NADPH y produciendo NADP+ (Figura 1). El shikimato es un intermediario en la via comun
de sintesis de aminoacidos aromaticos (Chaudhuri & Coggins, 1985). Se ha reportado que la enzima
EcoSDH sélo puede usar NADP+ como cofactor y shikimato como sustrato, mientras que no tiene

actividad con NAD+ y ni siquiera lo reconoce (Michel et al., 2003).

NADPH 3-dehidroshikimato NADP+ shikimato

Figura 1. Reaccidn catalizada por la enzima EcoSDH (Michel et al., 2003). Construimos las figuras con el programa

ACD/ChemSketch(Freeware version)2016 (Advanced Chemistry Development Inc.)
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Cuadro 2. NAD y NADP. Las moléculas NAD y NADP estan formadas por los nucleétidos adenina y
nicotinamida unidos con un enlace difosfato por los extremos 5’; la Unica diferencia entre ellas es que el
grupo 2’ de la adenosina es un hidroxilo en NAD y un fosfato en NADP. La forma reducida de estas
moléculas es NADH y NADPH, la forma oxidada de las moléculas es NAD+ y NADP+ (Figura cuadro 2);
cuando participa como cofactor en reacciones éxido-reduccién, la fraccidn de nicotinamida es la que
dona o recibe el anién de hidrégeno (Pollak, Dolle, & Ziegler, 2007). EI NAD esta normalmente asociado
al catabolismo, y el NADP esta asociado al anabolismo. La forma reducida de estas moléculas muestra
un maximo a 340 nm en su espectro de absorbancia, en contraste con la forma oxidada que a esa
longitud de onda su espectro de absorbancia es plano, lo que permite seguir la velocidad de la reaccién

(McComb, Bond, Burnett, Keech, & Bowers, 1976).
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Figura cuadro 2. Los esquemas de arriba muestran la estructura quimica de los cofactores NAD y NADP en sus
formas reducida y oxidada. A) NADH, B) NAD+, C) NADPH, y D) NADP+. Del lado izquierdo de cada figura se observa
la fraccidon de adenosina y del lado derecho, la fraccidn de nicotinamida. En rojo se sefiala el grupo fosfato 2’ en
NADP. En azul se resalta si la molécula se encuentra en estado reducido u oxidado. Dibujamos las figuras con el

programa ACD/ChemSketch(Freeware version)2016 (Advanced Chemistry Development Inc.)

La enzima EcoSDH es un mondmero en solucién (Maclean et al., 2000).Tiene dos dominios estructurales:
el primer dominio es conocido como dominio catalitico y une al shikimato; el segundo dominio es

conocido como dominio Rossmann y este une a la molécula de NADP+. En la secuencia de aminodcidos



el dominio Rossmann se encuentra insertado dentro del dominio catalitico, pero en la estructura

tridimensional forman dos dominios separados (Figura 2) (Michel et al., 2003).

C R C

Nter7T gy Ba Ba Ba Ba BB | a Ba Ba Ba Ba PBa B aa | Ot

Figura 2. Dominios de la enzima EcoSDH. La enzima EcoSDH esta formada por dos dominios, el extremo amino de
la proteina comienza con el dominio catalitico (blanco), luego, antes de que el domino catalitico quede completo,
estd insertado el dominio Rossmann (amarillo claro). Después del dominio Rossmann un par de hélices alfa en el
extremo carboxilo (gris) completan al dominio catalitico. En palillos se muestra la estructura del NADP+ unido al
dominio Rossmann. La imagen esta elaborada a partir de la cadena A de la estructura 1INYT del PDB (Michel et al.,

2003).

El mecanismo catalitico en EcoSDH no ha sido descrito con profundidad. Se sabe que la transferencia del
anion de hidrégeno ocurre desde la cara A de la fraccion de nicotinamida del cofactor (Haslam & Turner,
1971). La catalisis depende del pH, teniendo un pH dptimo entre 5y 7 en la direccién de sintesis de
shikimato y entre 8 y 10 en la direccidn contraria (Michel et al., 2003). Se propone que la reaccién que
cataliza EcoSDH tiene un mecanismo secuencial, como también ocurre en otras deshidrogenasas. En las
enzimas SDH de Mycobacterium tuberculosis y Pisum sativum se observa un mecanismo secuencial
ordenado; pero en la enzima de M. tuberculosis se une primero el dehidroshikimato, mientras que en la
de P. sativum se une primero el NADPH (Balinsky & Dennis, 1971; Fonseca et al., 2007). También se

propone que una vez unidos los sustratos, ocurre un cambio conformacional en la enzima: el linker que



une a los dominios actla como bisagra y los dominios giran ligeramente uno respecto al otro para

acercar al sustrato con el cofactor (Michel et al., 2003).

Cuadro 3. £/ dominio Rossmann. El plegamiento Rossmann estd formado por una lamina beta paralela
con orden 3-2-1-4-5-6, conectadas por hélices alfa, la [dmina beta queda en forma de emparedado en
medio de las hélices alfa. La zona donde se lleva a cabo la funcién se encuentra siempre sobre el
extremo carboxilo de la lamina beta central (Figura cuadro 2) (Rao & Rossmann, 1973). El dominio
Rossmann estd presente gran variedad proteinas con diversas propiedades y esta principalmente
representado en proteinas que unen dinucleétidos (como NAD+, NADP+ o FAD) para reacciones de

oxido-reduccion (Ojha, Meng, & Babbitt, 2007).

Figura cuadro 3. Esquema de la topologia del dominio Rossmann. El esquema de arriba muestra la topologia del
dominio Rossmann. Los triangulos representan lineas beta y los dvalos hélices alfa, las lineas representan las asas.
El dominio Rossmann candnico estad formado por una lamina beta central de lineas paralelas con orden 3-2-1-4-5-6
y conectadas por hélices alfa (Rao & Rossmann, 1973). En rojo se muestra el asa de glicinas conservado

caracteristico en los dominios Rossmann que unen dinucleétidos (Bellamacina, 1996).

La enzima EcoSDH pertenece a la familia de proteinas quinato/shikimato deshidrogenasa (Q/SDH). La
familia posee cinco grupos caracterizados de enzimas —AroE, YdiB, SdhL, Rifl, Ael1- que poseen

estructuras similares, pero tienen diferentes funciones como: la sintesis de aminoacidos, el uso de
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quinato o la produccion de metabolitos secundarios (Peek, Garcia, Lee, & Christendat, 2013; Singh,
Stavrinides, Christendat, & Guttman, 2008). Dentro la familia hay variantes que prefieren NAD+ como
cofactor. Desafortunadamente ninguna de ellas es especifica por shikimato, ya que todas ellas también

usan quinato como sustrato, ademas tienen poca actividad con shikimato (Peek & Christendat, 2015).
2.3.2 Nuestro interés por intercambiar la actividad con NADP por NAD en EcoSDH.

La produccidn de shikimato en condiciones limitantes de oxigeno muestra un bajo consumo de glucosa y
una produccién alta de acidos organicos como acetato y succinato (Kogure, Kubota, Suda, Hiraga, & Inui,
2016). Este evento se atribuye a que el NADH generado en la glicdlisis, no puede ser oxidado de vuelta a
NAD+ durante la sintesis de shikimato (Hasegawa et al., 2012). Por cada molécula de fosfoenol piruvato
(PEP) generada a partir de glucosa se produce una molécula de NADH, mientras que por cada molécula
producida de shikimato se consume una de NADPH, lo que genera un desbalance; si contaramos con
una enzima SDH que prefiera NAD en lugar de NADP podriamos utilizar el NADH generado durante la
glicolisis para la produccidn de shikimato. Existen enzimas en la naturaleza que prefieren NAD sobre
NADP, pero todas prefieren como sustrato al quinato, lo que puede desviar el flujo de carbono en la
produccién de shikimato (Martinez et al., 2015). Por ello planteamos intercambiar la afinidad de NADP
hacia NAD del dominio Rossmann en la enzima EcoSDH para obtener una enzima SDH que prefiera NAD

como cofactor y use exclusivamente shikimato como sustrato (Figura 3).

Quinato

HOIIII-
E4P _
I—' DAHP —> DHQ —> HO
PEP
DHS Shikimato
NADH NAD+
PEP < 'J % Glucosa
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Figura 3. Esquema produccion de shikimato. El shikimato se sintetiza en cuatro pasos partiendo de los precursores
fosfoenol piruvato (PEP) y eritrosa 4-fosfato (E4P). La enzima SDH cataliza el cuarto paso de la via y usa NADPH
para producir NADP+ (flecha naranja). En la glicdlisis por cada molécula de PEP se genera una de NADH (flecha
gris). Proponemos cambiar la preferencia de NADP hacia NAD en la enzima SDH para usar el NADH producido en la
glicdlisis y regenerar NAD+ (flecha azul). Las enzimas homdlogas conocidas que prefieren NAD también prefieren al
quinato como sustrato, lo que puede desviar el flujo de carbono en la produccién de (Martinez et al., 2015;

Rodriguez et al., 2014).
2.3.3 Propuesta experimental para intercambio de especificidad por el cofactor.

Para que la enzima EcoSDH pueda usar NAD en lugar de NADP planeamos emplear la aplicacién de
Rosetta Enzyme Design, esta herramienta ha mostrado ser exitosa para disefar nuevas actividades y
modificar proteinas para unir ligandos distintos(Jiang et al., 2008; Rothlisberger et al., 2008; Siegel et al.,
2010). Rosetta permite identificar secuencias compatibles con un plegamiento, ha mostrado tener éxito
en problemas como: el redisefo de plegamientos existentes (Dantas, Kuhlman, Callender, Wong, &
Baker, 2003), el disefio de nuevos plegamientos (Kuhlman et al., 2003), y el disefio de nuevas actividades
enzimaticas (Bjelic et al., 2013; Jiang et al., 2012; Réthlisberger et al., 2008; Siegel et al., 2010). Las
principales caracteristicas del programa son: una funcidn de energia que evalula las secuencias
propuestas y un método de busqueda eficiente para buscar en el espacio de posibles secuencias. La
funcién de energia es dominada por interacciones entre atomos (usando un potencial de Lennard-
Jones), puentes de hidrégenos y un modelo de solvatacidn implicito. El método de busqueda usa
algoritmos de optimizacidn para reducir el espacio de busqueda y encontrar las secuencias con mejor
energia (Dantas et al., 2003). Para realizar disefio de enzimas la aplicacidon Rosetta Enzyme Design recibe
la estructura de la proteina donde va a realizar cambios junto con el ligando deseado, entonces
comienza a realizar mutaciones en los sitios se le indique; después acepta o rechaza los cambios
siguiendo un criterio Metropolis (cuando una mutacién produce una mejor energia entonces acepta la
mutacion, cuando la mutacidn empeora la energia hay una baja probabilidad de aceptarla y una alta
probabilidad de rechazarla). Al final regresa una nueva secuencia que, de acuerdo a la funcién de

energia de Rosetta, podria reconocer con afinidad al ligando deseado(Réthlisberger et al., 2008).

Las actividades obtenidas por disefio con Rosetta suelen ser bajas, debido a que los modelos empleados
por el programa requieren simplificaciones que aceleran los célculos realizados (por ejemplo en las
posibles conformaciones que pueden tomar los 4tomos en el sistema o en la energia de interaccion

entre la proteina y el sustrato). Sin dichas simplificaciones, el tiempo de computo aumentaria tanto que
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haria extremadamente lenta una busqueda amplia del espacio de posibles secuencias. Los disefios
generados generalmente se complementan con ensayos de evolucién dirigida, para aumentar su
actividad (Rothlisberger et al., 2008). El éxito de la evolucidn dirigida esta estrechamente relacionado
con la cantidad de variantes probadas, sin embargo, no contamos con un sistema eficiente para
seleccionar variantes con mejor actividad sobre NAD+. Normalmente los sistemas que han usado en
otros reportes de inversidon de especificidad son de tamizaje de actividad, que consumen muchos
recursos, lo que dificulta probar muchas variantes (Liang, Zhang, & Lin, 2007). Por esta razén, nos
preguntamos si podriamos usar una estrategia complementaria diferente, para aumentar la actividad
sobre el resultado del disefio in silico. Como estrategia complementaria propusimos la Ingenieria de
consensos, ya que se ha observado que las secuencias consenso aumentan la actividad con otros
sustratos, pero todos los estudios de ingenieria de consensos se han enfocado en aumentar la

estabilidad térmica de las proteinas (Aerts et al., 2013; Loening et al., 2006).

Planteamos primero usar el disefio in silico para disefiar un cambio en la especificidad por el cofactor,
después nos preguntamos si podiamos complementar al disefio in silico usando la ingenieria de
consensos. Elegimos la herramienta Rosetta Enzyme Design para intercambiar la actividad del cofactor y
qgue ahora use NAD+ en lugar de NADP+. Las mutaciones propuestas por el disefio in silico las probamos
en el fondo de un dominio Rossmann consenso, y vimos el efecto que tiene la ingenieria de consensos

sobre la actividad de NAD+.
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3 Antecedentes

3.1 Dominio Rossmann consenso de la enzima SDH de E. coli

En nuestro grupo usamos a la enzima EcoSDH como modelo de estudio. Iris Bravo, integrante de nuestro
laboratorio, aplicé la ingenieria de consensos sobre el dominio Rossmann de EcoSDH. Con este trabajo
tenia en la mira conseguir un dominio Rossmann con mayor estabilidad térmica, y eventualmente poder
intercambiarlo con el domino Rossmann de otras enzimas de la familia SDH. La enzima que construyé —
a la que llamaremos conSDH de aqui en adelante— aumentd su estabilidad térmica y mantuvo su

actividad original (Bravo, 2015).

Para construir la enzima consenso se comenzd con una blsqueda de secuencias homologas a la enzima
EcoSDH usando BlastX en la base de datos nr (Pruitt, Tatusova, & Maglott, 2007). Se recuperaron las
secuencias con un e-value inferior a 1 x 10, y para prevenir un sesgo filogenético se eliminaron aquellas
con un porcentaje de identidad superior al 80% entre cualquiera de los posibles pares de secuencias.
Después se procedio a realizar un arbol filogenético con las secuencias restantes (aproximadamente
1200 secuencias); de este arbol se selecciond un grupo de las 47 secuencias mas cercanas a EcoSDH, la
mayor parte de éstas pertenecientes al orden de las enterobacterias (Bravo, 2015). A continuacién, se
construyd un alineamiento del dominio Rossmann; el porcentaje de identidad entre cualquiera de las
posibles parejas de secuencias se encuentra entre el 40% y el 80%. Con este alineamiento se construyo
la secuencia consenso del dominio Rossmann. Un residuo se consideraba consenso si era el mas
frecuente en la posicidn del alineamiento, y su frecuencia era superior al 30%; cuando en una posicidn
no se podia encontrar un residuo consenso entonces se mantuvo la secuencia de la enzima silvestre

EcoSDH (Bravo, 2015).

El dominio Rossmann consenso de la enzima SDH presenté quince mutaciones respecto a la secuencia
EcoSDH silvestre: V1041, R117K, L120D, S131A, L135l, L141Y, D142G, V145I, V152F, E156Q, D195E,
1208T, K219L, S231A y A243G (figura 4A). La mitad de las mutaciones son conservativas, mientras que la
otra mitad cambian el tipo de aminoacido. Las mutaciones estan distribuidas en todo el dominio
Rossmann: podemos observar mutaciones tanto en la superficie, como en el interior de la proteina, en

hélices alfa, laminas beta y asas (Bravo, 2015).

La secuencia nucleotidica del domino Rossmann consenso se envid a sintetizar comercialmente.
Después se clond junto con el dominio catalitico de la enzima EcoSDH silvestre para producir una enzima

guimérica, a la que llamamos conSDH. Esta construccién esta formada por el dominio catalitico silvestre
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de EcoSDH y el dominio Rossmann consenso descrito arriba. La enzima conSDH presenta una estructura
secundaria similar a EcoSDH (figura 4B), y también mantiene una actividad comparable usando
shikimato y NADP+. Al medir la estabilidad térmica de la enzima se encontré un ligero aumento de 2° C
en la Tm_app, ademas se observd la aparicién de un intermediario en la desnaturalizacidn térmica, que
posiblemente se deba a que el domino Rossmann se desnaturaliza después del dominio catalitico

(Bravo, 2015).

Un hallazgo adicional en conSDH captd nuestra atencién: la enzima también tiene algo de actividad con
NAD+ como cofactor; esto contrasta con la falta de actividad con NAD+ en EcoSDH de acuerdo a lo
reportado (Michel et al., 2003). Por esta razdn, verificamos que la enzima EcoSDH fuera inactiva con
NAD+, pero encontramos que no es asi, EsoSDH si tiene actividad con NAD+. La actividad de conSDH
usando NAD+ es mayor que la actividad de EcoSDH, es decir, las mutaciones consenso aumentan la

actividad con NAD+ (Tabla 1 seccidn Resultados) (Garcia-Guevara et al, 2017).
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Figura 4. Estructura primaria y secundaria de la enzima conSDH. A) El esquema muestra la secuencia y la estructura
secundaria de la enzima conSDH y la secuencia de EcoSDH. Los residuos que no presentaron mutaciones estan
coloreados con rojo, las mutaciones conservativas con amarillo y las mutaciones no conservativas en blanco; acc
representa la accesibilidad al solvente, en azul oscuro se indican los residuos expuestos al solvente, en azul cian los
residuos medianamente expuestos y en blanco los residuos enterrados; hyd indica la hidrofobicidad, en rosa se
sefialan los residuos hidrofébicos y en azul cian los residuos hidrofilicos. Esta figura fue construida con el servidor
ENDscript (Robert & Gouet, 2014). B) La figura muestra el espectro de dicroismo circular de la enzima conSDH
(circulos vacios) y la EcoSDH (circulos negros), el espectro muestra la presencia de estructura alfa y beta muy

similares en ambas enzimas. (Garcia-Guevara et al., 2017).
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4 Hipotesis

Las mutaciones consenso del dominio Rossmann aumentan la actividad con NAD+ cuando las agregamos

al disefio in silico.
5 Objetivos

Intercambiar la especificidad por el cofactor de la enzima EcoSDH, de NADP+ hacia NAD+.

Objetivos particulares

- Realizar disefio in silico sobre EcoSDH con la aplicacién Rosetta Enzyme Design para
intercambiar la afinidad por el cofactor de NADP+ hacia NAD+.

- Construir las mutaciones propuestas por el disefio in silico y medir actividad con NAD+y

NADP+

- Introducir mutaciones consenso sobre proteina redisefiada con Rosetta y medir actividad

con NAD+y NADP+
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6 Materiales y Métodos

6.1 Disefio in silico con Rosetta Enzyme Design para intercambiar la actividad de NADP+ hacia NAD+

Usamos la aplicacién Rosetta Enzyme Design de Rosetta 3 para el redisefio in silico de la enzima EcoSDH,
para que ahora prefiera NAD+ sobre NADP+. Primero modelamos los cofactores NAD+y NADP+ en el
formato requerido para usar con la aplicacion de Rosetta. Para NADP+ usamos la misma conformacion
del cofactor de la cadena A de la estructura cristalografica 1INYT. Para la conformacién de NAD+ solo
reemplazamos el grupo fosfato 2’ de la adenosina en NADP+ por un grupo hidroxilo, usando Pymol (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger). Después, usando la aplicacién Ligprep con
parametros default del programa MAESTRO (Schrédinger Release 2012: Maestro, version 9.3; LLC, New
York, NY, 2012) afiadimos los hidrégenos correspondientes sobre cada molécula a pH 7. Por ultimo
calculamos las cargas parciales de cada 4tomo usando el programa MOPAC (MOPAC_2012™ J.J.P.
Stewart, Stewaart Computational Chemistry; Colorado Springs, CO, USA) y el modelo PM6 (Stewart,
2007).

Los residuos del dominio Rossmann que seleccionamos para que Rosetta modificara fueron aquellos
dentro de un radio de 10 Angstroms alrededor del grupo fosfato 2’ de NADP+. Realizamos dos series de
disefios pidiendo al programa 1000 disefios en cada serie: en la primera serie usamos el cofactor
deseado, NAD+; en la segunda usamos el cofactor original, NADP+, como control. De cada serie
seleccionamos los disefios con mejor puntuacion (menor energia total de Rosetta, menor energia de
interaccion con el cofactor y menor nimero de residuos polares enterrados no satisfechos),
recuperamos la secuencia de los disefios seleccionados y la alineamos contra los respectivos controles.
Comparamos los disefios que propuso Rosetta usando NADP+ contra los disefios que usaron NAD+, para
buscar diferencias especificas. Seleccionamos las mutaciones que propusiera Rosetta usando NAD+ que

no se encontraran cuando usamos NADP+.
6.2 Pldsmidos y genes

Usamos un par de construcciones para expresar ECoSDH y conSDH en E. coli. Las construcciones

contienen el gen que codifica para EcoSDH o conSDH, respectivamente, junto a una fusién traduccional
en el extremo 3’, que codifica para una cola de polihistidinas; el plasmido pT4 es el vector de expresion
gue contiene el promotor Ptcr que produce la expresidon constitutiva. El vector pT4 contiene un gen que

confiere resistencia a kanamicina y un origien de replicacion ColE1 (Osuna & Pe, 2002).
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6.3 Construccion de las mutaciones puntuales

Usamos el kit Quick Change Mutagenesis Multisite Lightning, segun las especificaciones de fabricante,
para introducir las mutaciones puntuales sobre el dominio Rossmann de EcoSDH o conSDH (Agilent
Technologies, Inc. 2012; California; USA). Cada reacciéon contenia 2.5 ulL de buffer de reaccién, 80 ng de
DNA de doble cadena como templado, 100 ng del primer mutagénico, 1 uL de dNTP mix, 1 uL de la
mezcla de enzimas y agua tetradestilada para un volumen final de 25 L. Las reacciones en el
termociclador comienzan con 2 minutos a 95° C; luego 30 ciclos de 20 segundos a 95° C, 30 segundos a
55 °C y 90 segundos a 65° C; y una extension final de 5 minutos a 65° C. Después digerimos los 25 plL de
la reaccion con 1 pL de la enzima de restriccién Dpnl durante 5 minutos a 37° C para eliminar el
templado de DNA. Electroporamos 1.5 pL de la reaccion en la cepa XL10 Gold de E. coli. Confirmamos la
presencia de las mutaciones mediante la secuenciacion del plasmido. Los archivos con las secuencias de

cada variante construida se incluyen en el material suplementario.

A continuacién mostramos la lista de primers mutagénicos empleados:

Eco_N149D 5" GCGGTGACAATAACTGATCGGACGGTATCCCGCGC 3’
Cons_N149D 5" CATTACCAACCGTACCTTTAGCCGTGCG 3’
Eco_N149D V152F 5" CTGATCGGACGTTCTCCCGCGCGGAAG 3’
Eco_S131A 5 GCTGGTGGAGCAGCTCGCGGCGTACTAC 3’
Eco_S131A/L135A 5" CTCGCGGCGTAGCACTGCCACTCCTTTC 3’
Eco_D195E 5 GGCATCAGTGGTGAGATTCCGGCGATCC 3’
Eco_A243G 5 GAATGCTGGTGGGACAGGCGGCTCATG 3’

6.4 Expresion y purificacion de proteina

Para expresar y purificar la proteina primero inoculamos 3 mL de medio LB con 25 pg/mL de kanamicina
a 200 rpm y 36°C toda la noche con células JIM101 de E. coli transformadas con el vector de expresion,
luego tomamos de ahi 10 pL para inocular 50 mL de LB 25 ug/mL de kanamicina a 200 rpm y 36°C toda la
noche. A partir de aqui mantuvimos las muestras a 4°C, recuperamos las células centrifugando los 50 mL
del cultivo usando 4000 x g durante 5 minutos. Después re-suspendimos las células en 6 mL de buffer de
lisis (buffer fosfatos 50 mM pH8, imidazol 20 mM y NaCl 300 mM) y aifladimos fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidor de proteasas a una concentracién final de 0.5 mM. Luego

lisamos las células por sonicacion durante cuatro minutos, usando pulsos de 10 segundos y dejando 15
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segundos de descanso entre cada pulso, con una amplitud del 80% en un equipo Ultrasonic Processor
Model GEX 130 (Sonics and Materials; Newton, CT, USA). Centrifugamos las muestras por 20 minutos a

10 000 x g y separamos la fraccion soluble.

Realizamos un solo paso de purificacién usando una columna de cromatografia por afinidad a niquel His-
Trap de 5 mL (GE Healthcare; Uppsala, Suecia), segun las instrucciones del proveedor. Para la
purificacién usamos buffer fosfatos 50 mM pH8, NaCl 300 mM con las siguientes concentraciones de
imidazol: buffer de unién, 15mM; buffer de lavado, 35mM; y buffer de elucidn, 250mM. Después de
purificar, dializamos las proteinas contra buffer Tris-HCl 100 mM pH9 para medir actividad. En el anexo
al final del documento mostramos los geles PAGE-SDS que muestran las variantes purificadas (Figura

anexo 1).
6.5 Medicion de actividad y determinacion de los pardmetros cinéticos aparentes Kcar app ¥ Km_app

Para medir la actividad enzimatica usamos shikimato como reactivo, y el respectivo cofactor (NAD+ o
NADP+). Seguimos la produccion de NAD(P)H mediante el incremento de absorcidn a 340 nm
(coeficiente de extincidn molar 6220 M *cm™) usando un espectrofotdometro Beckman Coulter DU730
(Beckman Coulter; Brea, CA, USA) y una celda de cuarzo con una ventana de luz de 10 mm (Hellma;
Mullheim, Alemania). Comenzamos la reaccion agregando 10 plL de la enzima purificada y seguimos la
reaccion por dos minutos. La reaccién fue realizada en buffer Tris-HCl 100 mM pH9 a temperatura

ambiente en un volumen final de 100 pL. Realizamos las mediciones por triplicado.

Para estimar la Kwuapp_shikimate Y Kcatapp_shikimate €N las variantes EcoSDH y conSDH medimos la velocidad
inicial (moléculas de NADPH producido por cada molécula de enzima cada minuto) a diferentes
concentraciones de shikimato (0.04, 0.1, 0.4, 1 y 4 mM) y una concentracién a saturacion (4 mM) de
NADP+. Para estimar la Kmapp_naoe+ Y Kcatape_napp+ €N las variantes EcoSDH y conSDH medimos la velocidad
inicial a distintas concentraciones de NADP+ (0.04, 0.1, 0.4, 1 y 4mM) y una concentracién a saturacion
de shikimato (4 mM). La concentracién final de proteina empleada para EcoSDH fue de 3.52x10° M y

para conSDH de 8.1x10° M (Tabla anexo 1).

Realizamos mediciones de velocidad inicial usando NAD+ como cofactor a diferentes concentraciones (1,
4, 8,12y 20 mM) y shikimato a 4 mM. La concentracién final de proteina fue: EcoSDH, 1.84 x 107 M;
conSDH 2.84 x 10”7 M; EcoSDHyi49p, 1.27 x 10”7 M; conSDHnz149p, 1.53 x 10 M; EcoSDHna149p_visar, 1.69 x
108 M; EcoSDHs131a_n149p_v1s2r, 1.34 X 108 M; ECOSDHn149p_vis2r_p1ose, 5.49 X108 M; ECOSDHn149p_visar a2436,
5.63 x 10 M; ECOSDHs131a_1135a_N149D_v152F, 1.12 X 108 M.
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Para verificar si el shikimato estaba a saturacion realizamos otra serie de mediciones de velocidad inicial
pero con una concentracion fija de shikimato de 9 mM en las variantes conSDH, EcoSDH y

EcoSDHs131a 11354 N149D_vis2F (Figu ra anexo 2)-

Realizamos mediciones de velocidad inicial usando NADP+ como cofactor a diferentes concentraciones
(1, 4,8,12 y 20 mM) en todas las variantes excepto EcoSH y conSDH, usando una concentracion fija de
shikimato (4 mM). La concentracidn final de proteina fue: EcoSDHn149p, 1.27 x 107 M; conSDHn14sp, 1.53
x 10® M; EcOSDHn1asp_vis2r, 3.38 x 107 M; ECOSDHs131a_n14sp_visar, 6.7 X 108 M, ECOSDHn149p_vis2r_piose, 2.2 X
107 M; EcoSDHn149p_visar a2436, 4.5 X 107 M; ECOSDHs1314_1135A_N149D_vis2r, 5.6 X 108 M.

Para estimar los pardmetros cinéticos aparentes, ajustamos un modelo simple de Michaelis-Menten
sobre los valores de velocidad inicial usando el método de minimos cuadrados. Cuando los valores
estimados de Kn_app €ran superiores a 1 mM ajustamos también una linea recta sobre los valores de
velocidad inicial de concentraciones menores o igual a 8mM de cofactor usando el método de minimos

cuadrados, a la pendiente de la recta la usamos como el valor aparente de (kcat/Km)app (Tabla anexo 2).
6.6 Complementacion del crecimiento en medio minimo

Transformamos una cepa derivada de E. coli BW2511 (derivado de la coleccién Keio, sensible a
kanamicina y AaroE) con el vector pT4:EcoSDH, una segunda con el vector pT4: EcoSDHna49p; Y Otra con
el vector pT4: EcOSDHs131a_L135a_N149D_vis2r. COmo control negativo usamos la cepa con el plasmido pT4
vacio. Crecimos las variantes en 3 mL de LB con kanamicina (25ug/mL) por 10 horas a 37°Cy 250 rpm.
Centrifugamos las células y lavamos el pellet 3 veces en 1 mL de sales M9 (6g/L NaHPO,, 0.5 g/L NaCl, 3
g/L KH2PO4, 1 g/L NH4CI), suspendimos las células en 1 mL de sales M9 e inoculamos 20 uL en 2 mL de
medio minimo M9 (sales M9, glucosa al 0.4%) con kanamicina (25ug/mL) y suplementado con tiamina
(10pg/mL). Incubamos los cultivos a 37° C a 250 r.p.m., monitoreamos el crecimiento siguiendo la

densidad dptica a 600 nm.
6.7 Modelos estructurales de las variantes construidas

Usamos el servidor I-TASSER (J. Yang et al., 2015; J. Yang & Zhang, 2015; Y. Zhang, 2008) para generar los
modelos estructurales de las variantes construidas y de conSDH. Manualmente introdujimos las
mutaciones en la secuencia de aminoacidos de la enzima EcoSDH. Después le pedimos al servidor
generar un modelo usando como templado la estructura del archivo 1NYT del PDB. El servidor I-TASSER
regresa un archivo con extensién PDB. Usamos el programa PyMOL para generar las imagenes que

presentamos.
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7 Resultados

Encontramos que la enzima EcoSDH silvestre es naturalmente activa usando NAD+ como cofactor,
contrario a un reporte anterior donde no detectan actividad (Michel et al., 2003). Es posible que ellos
no detectaron actividad porque la concentracion de proteina que usaron para medir actividad fue baja
(0.017 nm), suficiente para detectar actividad con NADP+ pero no para detectarla con NAD+. Nosotros
empleamos concentraciones mds altas de proteina con los que pudimos detectar actividad y medir los
parametros cinéticos aparentes; la enzima presenta cerca de tres érdenes de magnitud menor actividad

con NAD+ que con NADP+ (Tabla 1y Figura 14, al final de la seccidn de resultados).
7.1 Redisefio del domino Rossmann usando la aplicacion Rosetta Enzyme Design

Para intercambiar la actividad de NADP+ hacia NAD+ en el domino Rossmann de EcoSDH, propusimos
realizar una serie de disefios usando NAD+ como cofactor. Posteriormente, comparar las secuencias
resultantes contra otra serie de disefios donde usamos NADP+ como cofactor, para asi proponer
cambios especificos para NAD+. El proceso que seguimos consistio de los siguientes pasos: la seleccion
de residuos para rediseiar, el modelado de los cofactores, la construccion y seleccién de los disefios in
silico, y por ultimo, la comparacion de las secuencias entre los disefios con NAD+ contra los disefios con

NADP+ (Figura 5).

M(()jd(lelo Sitios para Disefio in S(Iecuenc.las de COI‘]SEFU.IF y

e o o 0s mejores caracterizar
redisefiar silico me) )

sustrato disefios experimentalmente

Figura 5. Esquema de pasos para el disefio in silico con Rosetta Enzyme Design. Comenzamos construyendo el
modelo de los sustratos, en este caso los cofactores NAD+ y NAD+, luego seleccionamos una lista de residuos los
cuales permitimos sean modificados por el programa. Iniciamos el disefio in silico, una serie de disefios usando
NAD+ como cofactor y una segunda serie usando NADP+. Seleccionamos los disefios mejor calificados y
comparamos las secuencias cuando usamos NAD+ contra las secuencias cuando usamos NADP+. Seleccionamos los

residuos propuestos solo en los disefios con NAD+ para caracterizar experimentalmente.
7.1.1 Modelado de los cofactores

En el primer paso del disefio in silico modelamos los cofactores NAD+ y NADP+. Para elegir la

conformacién de NAD+ comparamos la estructura del cofactor en enzimas de la familia Q/SDH que usan
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NAD+ contra las que usan NADP+. Observamos una conformacién muy parecida entre NAD+y NADP+, la
desviacion cuadrada media (Figura 6) entre todos los cofactores es menor que 1 Angstrom — por debajo
de la resolucion de las estructuras cristalograficas— lo que nos sugiere que la conformacién es la misma
para ambos cofactores, entonces para modelar NAD+ tomamos la conformacidn de NADP+ de la
estructura cristalografica de EcoSDH (1NYT) y reemplazamos el fosfato 2’ por un hidroxilo. La
conformacion de NADP+ fue la misma que en la estructura cristalografica. Por ultimo representamos los
hidrégenos y calculamos las cargas parciales de cada atomo usando el programa MOPAC (MOPAC2009,

James J. P. Stewart, Stewart Computational Chemistry, Colorado Springs, CO, USA).

RMSD 3phi 2ev9 109b 3jyq 3tde 4k28

A

1nyt 0524 0352 044 0894 0415 0.804
3phi 0415 0398 0.628 0389  0.615
2ev9 0362 0762 0274  0.758
109b 0.665 0.209  0.816
3iyq 0.751  0.324
3tde 0.792

Figura 6. Desviacion cuadrada de la estructura entre cofactores de la familia Q/SDH. La figura de la izquierda
muestra las estructuras cristalograficas alineadas de los cofactores en miembros de la familia Q/SDH. En color azul
se muestra la estructura del cofactor NADP+ proveniente de la enzima SDH de E. coli, en color azul claro la
estructura de NADP+ de las enzima SDH de Thermus thermophilus y Helicobacter pylori. En color amarillo claro la
estructura del cofactor NAD+ proveniente de las enzimas QSDH de E. coli, Corynebacterium glutamicum,
Salmonella enterica y Pseudomonas putida. La tabla de la derecha muestra la desviacién cuadrada media entre las
posibles parejas de estructuras de cofactores en la famila QSDH. Alineamos los cofactores usando el comando
align del programa pyMol. 1nyt, SDH de E. coli; 3phi, SDH de H. pylory; 2ev9, SDH de T. termophilus; 109b, QSDH
de E. coli; 3jyg, Q/SDH de C. glutamicum; 3t4e, Q/SDH de S. entérica; 4k28, Q/SDH de P. putida.

7.1.2 Seleccion de los residuos para redisefiar

Luego elegimos los residuos donde permitimos a la aplicacidon de Rosetta realizar modificaciones para
mejorar la interaccidn con el cofactor deseado. Rosetta Enzime Design toma un andamio sobre el cual

construir el disefio y una lista de residuos que le indica cudles residuos se van a modificar, cuales se van
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a mantener fijos, y cudles van a rotar para lograr un buen empacamiento de los residuos modificados
durante el disefio. Elegimos como andamio la cadena A de la estructura 1nyt. Decidimos modificar los
residuos dentro de un radio de 10 A alrededor del grupo fosfato 2 del cofactor. Ademas mantuvimos sin
cambios al dominio catalitico (residuo 1-100 y 245- 271) y los residuos en contacto directo con la
fraccidn de nicotinamida o el enlace difosfato del cofactor (102, 125-131, 187-189, 212-214, 237, 238,

240y 241); y permitimos el re-empaquetamiento del resto de los residuos (Figura 7).

Figura 7. Residuos dentro de un radio de 10 Angstroms del grupo fosfato 2’ de NADP+. La figura muestra la cadena
principal de de residuos (147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 172, 173, 190, 195, 196, 197, 198) que
permitimos variar en el dominio Rossmann durante el disefio in silico con Rosetta Enzyme Design, mantuvimos sin
cambios los residuos en el asa betal-alfal del dominio Rossmann, por estar conservados entre Aroe y YdiB en
contacto directo con el puente difosfato y la fraccién de nicotinamida. En blanco se muestra el domino catalitico,
en amarillo claro se muestra el dominio Rossmann, en azul mostamos los sitios que permitimos variar, el cofactor

NADP+ se muestra en palillos blancos y con rojo marcamos el sitio 2’ de la adenosina. Estructura 1nyt del PDB.

7.1.3 Seleccion de los mejores disefios

En el siguiente paso recuperamos las secuencias de los disefios donde usamos NAD+ como cofactor, y
las comparamos con la secuencias de los disefios donde usamos NADP+, para identificar las mutaciones
introducidas Unicamente en los disefios con NAD+. Construimos 1000 disefios con NAD+ y otros 1000
disefios con NADP+ usando la aplicacion. Seleccionamos los mejores disefios, usando los criterios

recomendados en el manual de la aplicacidn: energia total, energia de unién a ligando, estadistica de
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empaqguetamiento y residuos polares enterrados no satisfechos. Obtuvimos la secuencia de los disefios
gue cumplieron con los criterios de seleccidén y alineamos los residuos que permitimos variar durante el
disefio (Figura 8). Sugerimos introducir un residuo de aspartato en lugar de asparagina (N149D) después
de comparar los disenos donde usamos NAD+ como cofactor contra los disefios donde usamos NADP+.
Una gran parte de los sitios en los disefios conservan el residuo silvestre, a pesar de que se le permitié
elegir entre cualquier residuo. En otros sitios los disefios sugieren mutaciones similares usando
cualquiera de los cofactores, por ejemplo en la posicién 151 los disefios sugieren introducir un residuo
de aspartato con NAD+ y también con NADP+. La mutacién N149D es la Unica que aparece mas de una

vez en los disefios con NAD+, pero ninguna vez en los disefios con NADP+.

Diseiflos modificando los residuos dentro de
un radio de 10 A del grupo 2’ de la adenina
del cofactor

4
ITNRTVSRAESMSDIP
e 1) L
....DR....D...W.
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Figura 8. Alineamiento de los mejores disefios obtenidos con Rosetta Enzime Design. Aqui mostramos el
alineamiento de los disefios (con mejor puntaje) usando NAD+ comparados contra los disefios con NADP+.
Sombreados con naranja mostramos la los disefios donde usamos NAD+ como cofactor, y con azul los disefios con
NADP+. El alineamiento solo muestra las posiciones que permitimos variar durante el disefio in silico: los sitios
dentro de un radio de 10 A del grupo 2’ de la adenina del cofactor. Con flechas rojas marcamos los sitios donde
observamos que un residuo se sugiere mas de una vez en los disefios con NAD+ y que no se sugiere en los disefios
con NADP+. Las posiciones en donde el disefio con Rosetta regresa el mismo residuo que el de la secuencia

silvestre son marcadas con un punto. La secuencia en la parte superior corresponde a EcoSDH.
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7.1.4 Construccion de la mutante N149D

La mutacion N149D aumenta ligeramente (1.5 veces) la kcarapp Usando NAD+, sin cambios en la Kmvapp,
mientras que la Kmapp Usando NADP+ aumenta dos drdenes de magnitud y 1a kcarapp disminuye un orden
de magnitud; la enzima EcoSDHn149p prefiere NAD+ cinco veces sobre NADP+ (Tabla 1y Figura 14). La
posicién 149 esta al final de la segunda lamina beta del dominio Rossmann, la carga negativa del

aspartato repele al fosfato 2’ de NADP+ y puede formar puentes de hidrégeno con los hidroxilos 2" y 3’

de NAD+ (Figura 9).

Figura 9. Modelo de la estructura EcoSDHnzasp. El panel de la izquerda muestra el residuo N149 en la enzima
silvestre EcoSDH, la asparagina forma puentes de hidrégeno con el grupo fosfato 2’ y el hidroxilo 3’ de la fraccidon
de adenina de NADP+. En el panel de la derecha mostramos la mutacion N149D: el nuevo residuo introduce una
carga negativa, lo que repele al fosfato 2’ y disminuye la actividad con NADP+; al mismo tiempo podria formar

puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo 2’ y 3’ de la fraccién adenina de NAD+.
7.2 Mutacion N149D en el fondo del dominio Rossmann consenso

Nos preguntamos si podiamos aprovechar las mutaciones consenso para mejorar la actividad en nuestro
disefio. Para responder probamos la mutacion propuesta por nuestro disefio in silico (N149D) en el
contexto de un domino Rossmann consenso. La enzima conSDH tiene 15 mutaciones respecto a la
enzima silvestre EcoSDH y es tan activa como la enzima silvestre usando NADP+ y shikimato; cuando
medimos la actividad con NAD+ encontramos que la enzima consenso es casi el doble de activa que
EcoSDH silvestre usando NAD+ (Tabla 1). Probamos la mutacion N149D sobre el fondo conSDH, y la
variante conSDHnu49p prefiere NAD+ sobre NADP+, con una actividad cinco veces mayor usando NAD+

que EcoSDHn149p (Tabla 1y Figura 10).
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Figura 10. Mutaciones consenso con mutacion N149D. La figura de la izquierda muestra el modelo de la estructura
de la enzima conSDH y sefiala las 15 mutaciones introducidas respecto a la enzima silvestre de E. coli: V104,
R117K, L120D, S131A, L135I, L141Y, D142G, V145I, V152F, E156Q, D195E, 1208T, K219L, S231A y A243G, en color
azul mostramos el dominio Rossmann y el cofactor NADP+. La figura de la derecha muestra el modelo de la enzima
consenso con la mutacion N149D (conSDHn149p) que obtuvimos del disefio con Rosetta, en color amarillo

mostramos el dominio Rossmann y el cofactor NAD+.

Nuestro siguiente paso fue encontrar cuales son las mutaciones consenso que aumentan la actividad
con NAD+. Propusimos que las mutaciones mas cercanas al cofactor son las responsables del aumento
de actividad. Como primer candidato elegimos la mutacién V152F debido a que es la mas cercana al sitio
de unidn 2"del cofactor. La mutante EcoSDHn1asp_vis2F aumenta la actividad usando NAD+, pero no
recupera la actividad de consSDHna49p. Seleccionamos como siguientes candidatos las mutaciones mas
cercanas al cofactor: S131A, D195E y A243G. Construimos las variantes ECOSDHN14gp visar s131a,
EcoSDHni1agp _visar_piose Y ECOSDHn1agp visar_aza36 (Figura 11). Los cambios en las posiciones 195y 243 no
tienen efecto sobre la actividad (Figura anexo 3), mientras que la mutacion en la posicion 131 aumenta
actividad por arriba de la variante consSDHn149p (Tabla 1y Figura 14). Las mutaciones consenso
responsables del aumento en la actividad con NAD+ son V152F y S131A, que también son las mas

cercanas al sitio de unién 2’ de la adenosina en NAD+ (Figura 11).
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Figura 11. Busqueda de mutaciones responsables del aumento en la actividad con NAD+ en la enzima consenso. La
figura muestra los modelos de las mutaciones construidas para encontrar los residuos responsables del aumento
de la actividad en la enzima consenso. Elegimos como candidatos las mutaciones-consenso mas cercanas al sitio de
unién al cofactor: A) EcoSDHnz149p_vis2r, B) ECOSDHN1490_visar s131a, C) ECOSDHn1490 vis2F pisse, D)
EcoSDHNn149p_vis2r_a2436. En caricatura color amarillo mostramos al dominio Rossmann y en blanco al dominio

catalitico; en palillos amarillos mostramos los residuos introducidos y el cofactor NAD+.

7.2.1 La mutacion consenso S131A nos ayuda a proponer otra mutacion para aumentar la actividad con

NAD+

Anteriormente se habia observado que en enzimas que prefieren NAD+, la cadena lateral de los residuos
en la primera hélice alfa del dominio Rossmann, y que apuntan contra la lamina beta central, son mas
cortas que en las enzimas que prefieren NADP+ (Bellamacina, 1996; Rao & Rossmann, 1973). La

mutacion S131A cumple con esa observacién. Por ello propusimos que la mutacion L135A, que cumple
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con esta descripcion, podria aumentar la actividad con NAD+ (Figura 12). Construimos la mutante
cuddruple EcoSDHsi31a_1135a_N149p_vis2F Y @aumentd un poco la actividad; ésta es diez veces mds activa que

la enzima silvestre EcoSDH usando NAD+ y prefiere NAD+ sobre NADP+ cinco veces (Tabla 1 y Figura 14).

V15\F /

N4

N149D

Figura 12. Modelo de la mutacion L135A. La figura muestra el modelo de la mutante EcoSDHs131a_L135A N149D_vis2F. El
residuo L135 estd sobre la primera hélice alfa del dominio Rossmann en EcoSDH y apunta contra la ldmina beta
central del dominio (color naranja), la mutacion L135A reduce la longitud de la cadena lateral y aumenta la

actividad con NAD+.

7.3 Complementacion del crecimiento en medio minimo de una variante de una cepa de E. coli

carente del gen que codifica para la enzima SDH

Medimos la actividad in vitro de las enzimas en la direccién contraria a la que ocurre en la sintesis de
shikimato, ademas encontramos valores muy altos en la Kmapp_nao+, por lo gue nos preguntamos si
nuestras variantes eran activas in vivo. Realizamos ensayos de complementacidon en medio minimo.
Usamos una variante de la cepa BW2511 de la coleccion Keio (Baba et al., 2006) que tiene deletado el
gen que codifica para EcoSDH (y sin el marcador de resistencia a kanamicina). Para realizar los ensayos
de complementacién elegimos las variantes EcoSDHn149p (€l disefio con Rosetta) y

EcoSDHsi31a 1135a_N149D_vis2e (la variante con mayor actividad con NAD+). Las variantes probadas

complementan el crecimiento, aunque la fase de retraso en la cepa que expresaba la variante
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EcoSDHsi31a 1135a_N149D_vis2e S€ extiende por algunas horas mas, comparada con la EcoSDH silvestre

(Figura 13) (Garcia-Guevara et al., 2017).
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Figura 13. Complementacion de crecimiento en medio minimo con glucosa como fuente de carbono. La gréfica de
arriba muestra la cinética de crecimiento en medio minimo de la cepa de E. coli BW2511 carente del gen silvestre
que codifica para la enzima SDH; la cepa es auxdtorofa para aminoacidos aromaticos. En circulos se muestra la
cepa transformada con el vector pT4 que contiene el gen para EcoSDH silvestre; en cuadrados se muestra la cepa
transformada con el vector que lleva la variante EcoSDHn149p; €n tridngulos hacia arriba se muestra la cepa
transformada con el vector que lleva la variante ECOSDHsi131a_L135A_N149p_vis2f; €n tridngulos hacia abajo se muestra la

cepa transformada con el vector pT4 vacio. (Garcia-Guevara et al., 2017).
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Tabla 1. Parametros cinéticos aparentes estimados para las variantes presentadas (Garcia-Guevara et

al., 2017).
Kntapp (MM) Kcatapp (1/min)
EcoSDH NAD+ 10+1.18 1463 + 79.7
NADP+ 5.8 £+ 0.69 x107 11170 £ 200
EcoSDHnz1asp NAD+ 7.8+0.82 1613 +70.5
NADP+ 10.2+4.8 346+ 78
EcoSDHna149p_vis2r NAD+ 13.8+2.69 5226 £534
NADP+ 29.6+6.2 958 + 137
EcoSDHN149p_vi1s2F_s131a NAD+ 11+1.34 13212 +773
NADP+ 11.6+1.7 2450 + 177
EcoSDHN149p_vis2F_s131a_1135a  NAD+ 12+1.62 19038 + 1281
NADP+ 10319 3261 + 286
conSDH NAD+ 10.5+1.07 3178 £+ 154
NADP+ 1.05 + 0.1 x107 10510 + 101
conSDHn1a49p NAD+ 8.6+0.94 6978 + 331
NADP+ 12.7+23 1290 + 122
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Figura 14 a. Peffil de actividad con NAD+ de las variantes reportadas. La figura de la izquierda muestra la velocidad
inicial de las variantes purificadas a diferentes concentraciones de NAD+ (1, 4, 8, 12, y 20 mM), con una
concentracion fija de shikimato de 4mM. EcoSDH, letras x; EcoSDHnz149p, signos de mas; ECOSDHnz149p_v1s2F,
triangulos hacia arriba; ECOSDHn149p_vis2F_s131a, circulos; ECOSDHn149p_visar s131a_L135a, cuadrados; conSDH, diamantes;
conSDHnu149p, tridngulos hacia abajo. Las barras de error muestran el intervalo de confianza del 95% de la media
para cada punto. Las curvas grises muestran el ajuste de un modelo simple de Michaelis-Menten. La imagen de la

izquierda muestra un acercamiento en la escala del eje Y para mayor claridad (Garcia-Guevara et al., 2017).
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Figura 14 b. Peffil de actividad con NADP+ de las variantes reportadas. La figura de la izquierda muestra la
velocidad inicial de las variantes purificadas, a diferentes concentraciones de NADP+ (1, 4, 8, 12, y 20 mM) con una
concentracion fija de shikimato de 4mM. EcoSDH, letras x; ECoOSDHnz149p, signos de mas; EcoSDHnz149p_v1s2F,
triangulos hacia arriba; ECOSDHn149p_vis2F_s131a, circulos; ECOSDHn149p_visar s131a_L135a, cuadrados; conSDH, diamantes;
conSDHnu149p, tridngulos hacia abajo. Las concentraciones para medir velocidad inicial en las enzimas EcoSDH y
conSDH fueron: 0.04, 0.1, 0.4, 1, y 4mM. Las barras de error muestran el intervalo de confianza del 95% de la
media para cada punto. Las curvas grises muestran el ajuste de un modelo simple de Michaelis-Menten. La imagen

de la izquierda muestra un acercamiento en la escala del eje Y para mayor claridad (Garcia-Guevara et al., 2017).
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8 Discusion

Utilizando la aplicacién Rosetta Enzyme Design propusimos la mutacion N149D en el dominio Rossmann
de la enzima EcoSDH. La mutacién N149D intercambia la especificidad por el cofactor, casi
exclusivamente por la disminucion de la actividad con el cofactor original (NADP+). Usamos la misma
mutacion en la enzima conSDH y encontramos mayor actividad con NAD+ que en la enzima EcoSDHn149p.
Después identificamos que las mutaciones consenso mas cercanas al sitio de unién 2’ de la ribosa de la
adenina causan este aumento de actividad. Por ultimo probamos que nuestra variante tiene actividad in
vivo, a pesar de que no pudimos disminuir la Kmapp_nap+. Proponemos a la ingenieria de consensos como

una estrategia complementaria en el disefo de enzimas.
8.1 Disefio in silico con Rosetta

Nuestro disefio in silico con Rosetta propuso la mutacién N149D. En la naturaleza los motivos Rossmann
gue prefieren NAD+ suelen tener un residuo cargado negativamente en la misma posicién, y es
interesante ver que recuperamos dicha informacion sin usar secuencias homélogas (Bellamacina, 1996).
La mutacién N149D introduce una carga negativa que repele al grupo fosfato 2’ del cofactor NADP+,
disminuye drasticamente la actividad con NADP+, y mantiene la actividad con NAD+ casi sin cambios. En
otros estudios para intercambiar la actividad del cofactor con frecuencia se usa una mutacion
equivalente, pero el efecto es caso especifico: a veces aumenta la actividad con NAD+ y a veces la
disminuye (Rane & Calvo, 1997; Rosell et al., 2003). Los efectos reales de las mutaciones aun estan fuera

de nuestro alcance predictivo.

El disefio in silico de enzimas es una técnica llamativa, porque permite probar variantes en una
computadora y elegir solo los cambios que permitan a la enzima blanco realizar la funcién deseada; sin
embargo todavia se encuentra en sus primeras etapas de desarrollo y presenta muchas deficiencias. Los
programas que usan modelos mds precisos requieren una capacidad de computo excesiva, mientras que
los programas que usan modelos mas fdciles de calcular comprometen la veracidad de las predicciones.
Rosetta es un programa que posee un modelo rapido de calcular, por ello compromete la veracidad de
sus predicciones. Entre las limitaciones de Rosetta observamos que durante el proceso del disefio la
cadena principal de la enzima se mantiene rigida, lo cual no es la mejor aproximacién a la realidad y
puede perder mucho al realizar esta simplificacion. En reportes recientes han tratado de incorporar
movimiento en la cadena principal y esto ha mostrado algunas mejoras en los resultados (Loffler et al.,

2017). Esperamos que el desarrollo del disefio in silico vaya de la mano con el aumento en nuestra
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capacidad de computo y el progreso de modelos que aceleren los calculos mientras realizan
predicciones veraces. Todavia estamos lejos de alcanzar los resultados deseados usando el disefio in
silico, pero usar los programas disponibles nos permite examinar su eficacia y buscar areas de

oportunidad para la mejora.

Ya que los resultados del disefio in silico no siempre son tan eficientes como nos gustaria, usualmente se
complementan con estrategias que introducen informacién alternativa (Giger et al., 2013). La evolucién
dirigida (que consiste en realizar cambios al azar en la secuencia y después seleccionar entre las
variantes generadas aquellas que cumplan con nuestros criterios) podria considerarse como la
estrategia conocida mas efectiva para aumentar la actividad en una proteina (Kuchner & Arnold, 1997).
Aunque en ocasiones presenta algunos puntos limitantes, debido a que el éxito de esta técnica depende
en gran medida del nimero de variantes que podamos probar. El nUmero de posibles variantes aumenta
exponencialmente con el nimero de residuos en la proteina. Si se cuenta con un sistema de seleccidon
adecuado, entonces es posible probar un gran nimero de variantes y maximizar las probabilidades de
éxito. Pero si no se cuenta con un sistema de seleccidn eficiente, entonces se requiere de una gran
cantidad de tiempo y recursos para tamizar la actividad de las variantes. Entonces, un enfoque que se le
da a este problema es reducir el nimero de variantes por probar, como dirigir los cambios a zonas
particulares de la proteina con conocimiento previo de la estructura; pero aun asi el nimero de posibles
variantes continta siendo muy grande (Flores & Ellington, 2005; Liang et al., 2007). Nosotros
proponemos que usando informacidn disponible en bases de datos, podriamos extender nuestra caja de

herramientas para mejorar la actividad en enzimas, sin requerir tantos recursos.
8.2 Ingenieria de consensos como estrategia complementaria

Decidimos probar el efecto de la mutacion N149D en el contexto de la enzima consenso, porque se ha
observado que en ocasiones las mutaciones consenso aumentan la actividad con sustratos alternativos
(Aerts et al., 2013; Cerdobbel et al., 2011; Flores & Ellington, 2005). Encontramos que la variante

conSDHn149p tienen casi cinco veces mas actividad que EcoSDHn149p

La enzima conSDH difiere en 15 sitios comparada con la enzima EcoSDH; propusimos que las mutaciones
mas cercanas al sitio 2’ del cofactor eran las responsables en el aumento de la actividad. Introdujimos

las mutaciones consenso por cercania al cofactor sobre la variante EcoSDHnua9p: las dos mutaciones mas
cercanas al sitio 2’ recuperaron la actividad de la variante conSDHn149p. La mutacién V152F introduce un

residuo mas voluminoso en el asa beta-2 alfa-2, que posiblemente genera una conformacién favorable
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para la actividad. Los disefios con Rosetta Enzyme Design proponen para esta posicion colocar un
residuo con carga positiva, sin embargo decidimos no probarlo porque: sugeria el cambio tanto en los
disefios con NAD+ como en los disefios con NADP+; este residuo no esta en contacto directo con el
cofactor y durante el disefio la cadena principal se mantuvo fija; ademads se sabe que Rosetta tiende a
colocar residuos polares y cargados en la superficie de las proteinas cuando realiza disefios (Dantas et
al., 2003). Sin embargo, sin realizar las mutantes no podemos concluir nada acerca del efecto sobre la

actividad de las mutaciones que propone Rosetta.

La mutacién S131A apoya a observaciones anteriores en dominios Rossmann que prefieren NAD+, en los
gue las cadenas laterales de la primera hélice alfa que apuntan contra la [dmina beta central son mas
cortas (Bellamacina, 1996; Rao & Rossmann, 1973; Scrutton et al., 1990). En los dominios Rossmann, el
extremo amino de la hélice alfa interactda con enlace di-fosfato del cofactor, ya sea que se trate de NAD
o de NADP (Bellamacina, 1996). El extremo amino en una hélice alfa tiene un dipolo neto equivalente a
casi media carga positiva, debido al arreglo regular de sus puentes de hidrégeno (Hol, van Duijnen, &
Berendsen, 1978). Se propone que en los dominios Rossmann que prefieren NAD+, las cadenas laterales
cortas en la cara interna de la primera hélice alfa permiten un empacamiento cercano contra la ldmina
beta y un arreglo regular en los puentes de hidrégeno de la hélice. Mientras que en dominios Rossmann
que prefieren NADP+, las cadenas laterales mas largas laterales separan a la hélice alfa de la [dmina
beta, y permiten acomodar mejor el espacio extra que necesita el grupo fosfato adicional del NADP+
(Figura anexo 4) (Bellamacina, 1996; Rao & Rossmann, 1973). Al reducir la longitud de la cadena lateral
del residuo L135 por una alanina encontramos un aumento en la actividad con NAD+. Nuestra variante
EcoSDHs13a _135a_n149p_vis2r €S la que mayor actividad presenta con NAD+ y seria interesante contar con la

estructura experimental para ver si esto ocurre realmente.

Nosotros empleamos mutaciones consenso para aumentar la actividad con NAD+ en EcoSDH, pero el
aumento en la actividad no es muy grande. Ademas hacen falta mas estudios relacionados con la
promiscuidad que pueden generar las mutaciones consenso en otras enzimas. La ingenieria de
consensos es un enfoque facil de implementar, ademas, actualmente contamos con grandes bases de
datos de secuencias que podemos aprovechar. Proponemos que si los residuos consenso cercanos al
sitio activo aumentan la actividad con otros sustratos, entonces podemos aprovechar ese aumento de
actividad en el redisefio. La ingenieria de consensos usa residuos que ya han sido probados en la
naturaleza y no requiere modelos moleculares precisos. Desafortunadamente estamos limitados por

espectro de sustratos a los que las mutaciones consenso brinden promiscuidad, si es que la brindan. No
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hay razén alguna para suponer que el espectro de sustratos, donde las mutaciones consenso brinden
promiscuidad, se ajuste a nuestras necesidades en el disefio. Mds bien deberia ser al revés: probar los
sustratos donde haya mas actividad y buscar si podemos aplicar el descubrimiento a alguna aplicacion

que tengamos.

El enfoque de ingenieria de consensos se ha empleado principalmente para aumentar termo-estabilidad
de las proteinas y hay muy poca informacidn acerca del efecto que tiene para ampliar la especificidad
por el sustrato. La ingenieria de consensos en esencia captura la informacién de conservacion,
podriamos pensar que si un residuo en particular es mas frecuente entre otros posibles residuos esto
podria reflejar que dicho residuo es ventajoso. Desde un punto de vista evolutivo la promiscuidad se
puede considerar como una ventaja en el caso de cambios imprevistos en el ambiente. Desde un punto
de vista tecnoldgico, explotar la promiscuidad de las enzimas para desarrollar nuevas funciones ha sido
un enfoque aprovechado en afios recientes (Shao & Arnold, 1996; Tyzack et al., 2017). Aunque no
estamos seguros que los residuos consenso sean sinénimo de promiscuidad, es un efecto que también
se ha encontrado en secuencias ancestrales; cuya construccion se basa en cierta medida en la
conservacién entre secuencias (Eick, Colucci, Harms, Ortlund, & Thornton, 2012; Risso, Gavira, Mejia-

Carmona, Gaucher, & Sanchez-Ruiz, 2013; Risso, Gavira, & Sanchez-Ruiz, 2013).
8.3 Intercambio en la actividad de NADP+ hacia NAD+ y produccién de shikimato

Un tema recurrente en la ingenieria de proteinas es el intercambio de actividad en enzimas que usan
NADP+ para que ahora usen NAD+. Comparando nuestros resultados con otros estudios, nosotros
logramos un aumento considerable en la kcar app CON NAD+, pero en otros estudios usualmente logran
disminuir la Ky _app. Desafortunadamente nuestros valores de Ky app para NAD+ se mantuvieron sin
cambios significativos (Tabla 1). Debido a los valores de la Ku;_app_nap+, NOS preguntamos si la variante
EcoSDHsi3a 1135a_N149D_vis2F Presentaba actividad in vivo. Para responder, probamos la capacidad de la
variante para complementar el crecimiento de la cepa de E. coli carente del gen que codifica para la
SDH, esta variante es incapaz de crecer en medio minimo, ya que no puede sintetizar aminodacidos
aromaticos (Baba et al., 2006). Para crecer, necesita ser suplementada con estos aminoacidos o adquirir
un gen capaz de conferir la actividad shikimato deshidrogenasa. Observamos que mientras la cepa
carente del gen que codifica la SDH no crece, las variantes ECOSDHN1490 Y ECOSDHN149p visor s131a 11358 SI
complementan el crecimiento; lo que nos muestra que son activas in vivo, a pesar de que no pudimos
disminuir los valores de Ku_qpp por NAD+. Los valores de la concentracion intracelular de NAD+ estimados

para E. coli en crecimiento exponencial son de 2.6 mM, si bien son menores que la Kviapp_nap+, S€
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encuentran en un rango cercano (Bennett, Kimball, & Gao, 2009). Cabe ademas mencionar que, la

actividad in vivo ocurre en la direccidn opuesta a la actividad que medimos in vitro.

Este, junto con otros estudios para intercambiar la actividad hacia NAD+ muestran que: 1) los resultados
dependen de cada caso (Banta, Swanson, Wu, Jarnagin, & Anderson, 2002; Bastian et al., 2011; Chen,
Greer, & Dean, 1995; Dambe, Kuhn, Brossette, Giffhorn, & Scheidig, 2006; Eppink, Overkamp,
Schreuder, & Van Berkel, 1999; Kristan, Stojan, Adamski, & LaniSnik Rizner, 2007; Pick, Ott, Howe,
Schmid, & Sieber, 2014; Rane & Calvo, 1997; Rosell et al., 2003; Scrutton et al., 1990; Yaoi, Miyazaki,
Oshima, Komukai, & Go, 1996; R. Zhang, Xu, Sun, Zhang, & Xiao, 2009); 2) nos falta profundizar mas en

nuestro conocimiento en la relacidn entre la secuencia y la funcién de las proteinas.

Nosotros propusimos obtener una enzima SDH que prefiera NAD+ como cofactor, porque podria ser de
utilidad para producir shikimato en condiciones limitantes de oxigeno a partir de glucosa. En esas
condiciones el principal equivalente reductor es NADH, mientras que la enzima silvestre usa NADPH;
esto pudiera generar un desbalance en el uso de cofactores que limite la produccién de shikimato
(Kogure et al., 2016). Estudios previos han mostrado que un desbalance semejante en el uso de
cofactores ocurre en la produccidn de otros metabolitos de interés. Una posible solucidn es construir
una via que sea dependiente de NAD+ (una via fermentativa) mediante el intercambio de la actividad
hacia NAD+ en las enzimas que participan. Esto ha ayudado a generar un mayor titulo y rendimiento en
la produccion del metabolito de interés, porque alivia el desbalance en el uso de cofactores y aprovecha
la fuerza motora para regenerar NAD+ (Bastian et al., 2011; Hasegawa et al., 2012; Shen et al., 2011).
Pero todavia queda la pregunta si la actividad en nuestra variante es suficiente para intentar producir

shikimato a gran escala o haga falta mejorar la actividad de la enzima.

Ademds del nivel de actividad en la variante SDH que prefiere NAD+, existen otros puntos importantes
gue considerar para tratar de producir shikimato usando esta estrategia. El primer punto seria eliminar
las vias naturales para la regeneracidon de NAD+. La propuesta seria eliminar las enzimas alcohol
deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa, como se mostré en anteriormente
(Shen et al., 2011). El segundo punto es incluir las estrategias previas que se han usado en la ingenieria
de vias metabdlicas para la produccién de shikimato en condiciones aerobias, las cuales incluyen:
eliminar vias metabdlicas que compitan con la formacidn del producto, incrementar la disponibilidad de
los precursores PEP y E4P, y remover la regulaciéon transcripcional o la regulacidn alostérica. Podemos
resaltar los siguientes ejemplos: eliminar el sistema PTS que consume gran cantidad de PEP para

introducir glucosa en la célula; aumentar la expresion de las enzimas que participan en la via no
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oxidativa de las pentosas fosfato para producir E4P; o remover el control alostérico de la enzima que
cataliza la sintesis de DAHP (Escalante et al., 2010; Knop et al., 2001; Liao, Lin, Chien, & Hsu, 2001;
Martinez et al., 2015; Rodriguez et al., 2014). Para abordar el problema de contar con ATP suficiente
para producir los precursores del shikimato, la propuesta seria considerar el uso de condiciones micro-
aerobias, donde una pequefia parte del NADH sea reducido a NAD+ produciendo el ATP necesario. Por
ultimo habria que considerar usar una cepa productora sin genes que codifiquen para enzimas QSDH

(Martinez et al., 2015; Rodriguez et al., 2014).
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9 Conclusiones

Intercambiamos la actividad en la enzima EcoSDH de NADP+ hacia NAD+ con ayuda de la aplicacion de
Rosetta Enzyme Design y la ingenieria de consensos. El intercambio de la actividad se debe
principalmente a la disminucién de la actividad con NADP+, mientras que la ingenieria de consenso nos

ayudo a incrementar ligeramente la actividad en nuestro disefo.

El disefio in silico con Rosetta Enzyme Design nos permitio reducir selectivamente la actividad con
NADP+, sin afectar la actividad con NAD+. La herramienta logré recuperar informacidn de soluciones
presentes en la naturaleza, aunque todavia presenta limitaciones lo cual se hizo evidente con los

resultados obtenidos.

Encontramos que los residuos consensos mas cercanos al sito 2’ de la adenosina del cofactor nos
permitieron incrementar ligeramente la actividad de la enzima. La ingenieria de consensos es un
enfoque relativamente sencillo, proponemos que podriamos estudiar con mas profundidad su potencial
como estrategia complementaria en el disefio de proteinas, para ampliar la actividad con sustratos

distintos.

En el cambio de especificidad por los cofactores, observamos generalidades previamente reportadas:
normalmente existen cargas positivas rodeando al grupo fosfato del NADP+; y para que se prefiera al
NAD+, se introducen cargas negativas que repelen al NADP+ y pueden formar puentes de hidrégeno con

hidroxilo 2’. Pero las mutaciones requeridas y su efectividad dependen de cada caso.

Logramos un incremento en la kcarapp_nap+ PErO 1a Kiviapp_nap+ €N NUestras variantes permanecio sin
cambios, a pesar de esto si encontramos actividad in vivo. Podriamos intentar usar nuestras variantes
para estudiar la produccién de shikimato, aunque tal vez todavia sea necesario incrementar su actividad

con NAD+.

40



10 Perspectivas

Dentro de nuestras perspectivas esta encontrar la estructura tridimensional de la enzima conSDH y de
nuestras mutantes. Nos llaman particularmente la atencion la variante ECOSDHs131a_1135a_N149p_vis2F, QqUE
acorta la longitud de las cadenas laterales de los residuos internos en la primera hélice alfa en el

dominio Rossmann. Seria interesante observar si en realidad existe un giro en el angulo de dicha hélice

alfa cuando introducimos esas mutaciones.

Otro tema interesante de explorar es el efecto de las mutaciones consenso sobre la promiscuidad en la
actividad. Encontramos que las mutaciones consenso cercanas al sitio de unién 2’ del cofactor aumentan
la promiscuidad de la enzima SDH de E. coli usando el cofactor NAD+. Nos preguntamos si esto ocurre
también con el dominio catalitico. Proponemos construir una secuencia consenso del dominio catalitico
de la SDH, con el mismo conjunto de secuencias que usamos para el dominio Rossmann consenso. Para
después probar su actividad y estabilidad térmica con sustratos andlogos al shikimato, como quinato,
gue es un sustrato andlogo que usan otros miembros de la familia. Esperamos que la enzima consenso
sea mas termoestable que la enzima de E. coli y que las mutaciones-consenso cercanas al sitio de unién

del shikimato aumenten la promiscuidad con sustratos andlogos.

Para estudiar el efecto de usar una enzima asi en la produccion de shikimato, es posible usar las
variantes que obtuvimos, pero tal vez convenga primero mejorar la actividad con NAD+. Nuestra enzima
tiene actividad in vivo, pero los pardmetros cinéticos que estimamos nos sugieren que aun podemos
mejorar la Kygqpp. Para tratar de mejorar la actividad con NAD+ proponemos abordar el problema usando
evolucién dirigida, tratando de usar una estrategia reciente que consiste en construir bibliotecas
mutantes en asa beta 4 alfa 4, que une la cara A de la fraccion de adenina. Nosotros ya introdujimos
algunas variantes en esa zona, pero no encontramos mejoras. Lo que se propone es que aumentando el
numero de variantes hay mayores probabilidades de encontrar alguna con mayor actividad.
Proponemos estudiar la produccién de shikimato en condiciones limitantes de oxigeno, para la
produccién ademas requerimos considerar otros aspectos en la cepa que usemos: aumentar la
disponibilidad de los precursores del shikimato, eliminar las vias que normalmente regeneran el NAD+
necesario en la via de glicdlisis y asegurar la expresion de las enzimas que participan en la sintesis de

shikimato.
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Figura anexo 1. Purificacion de proteina de las variantes reportadas. La imagen de arriba fue obtenida a partir de
geles PAGE-SDS tefiidos con tricloroetanol. Para la purificacidn de la proteina utilizamos una columna de
cromatografia por afinidad a niquel His-Trap de 5 mL (GE Healthcare; Uppsala, Suecia). Los carriles A muestran el
extracto total de proteina; los carriles B muestran el extracto total después de pasar por la columna His-Trap; los
carriles C muestran la fraccién después de eluir con buffer con concentracion de 250mM de imidazol. Las proteinas
purificadas presentan una pureza superior al 95% juzgada por al analisis de la imagen con el software del equipo
usado para tomar las fotografias: Gel Doc EZ Imager de BIORAD. En las imagenes 1), 2) y 6) el marcador de peso
molecular usado fue Unstained Protein MW Marker de Jena Biosciences, catalogo #PS-101; la flecha con negro
sefiala la marca con un peso de 28.5 KDa. En las imagenes 3), 4), 5) y 7) el marcador de peso molecular usado fue
PAGE Ruler unstained protein ladder de Thermo Scientific, catdlogo #26614. Las flechas con rojo sefialan la marca

con un peso de 30 KDa.
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Figura anexo 2. Con 4mM de shikimato alcanzamos condiciones de saturacion del sustrato. En la enzima EcoSDH,
4mM de shikimato es suficiente para alcanzar condiciones de saturacién del sustrato usando NADP+. Nos
preguntamos si esa concentracién sigue siendo suficiente para alcanzar condiciones de saturacion del sustrato
cuando usa NAD+ o en la variante Ecosphs131a_L135A_N149p_vis2F (la que tiene mayor actividad usando NAD+). Si 4mM
todavia no alcanza condiciones de saturacién entonces aumentar la concentracion de shikimato produciria un
aumento en la actividad, en cambio, si ya se encuentra en condiciones de saturacién entonces no esperamos ver
un aumento en la actividad. Encontramos mediciones similares usando 9mM de shikimato indicando que con 4
mM alcanzamos condiciones de saturacidn del sustrato. La figura de la izquierda muestra la velocidad inicial de
EcoSDH a diferentes concentraciones de NAD+ (1, 4, 8, 12 y 20 mM) con shikimato a 4mM (circulos) y 9 mM
(cuadrados). La figura de la derecha muestra la velocidad inicial de ECoOSDHs131a 1135a N149D_vis2r con diferentes
concentraciones del cofactor (1, 4, 8, 12 y 20 mM): usando NAD+ y 4mM de shikimato, circulos; NAD+y 9mM de
shikimato, cuadrados; NADP+y 4mM de shikimato, triangulos hacia arriba; NADP+y 9mM de shikimato, triangulos
hacia abajo. Las barras de error muestran los intervalos de confianza del 95% de la media y las curvas grises

muestran un ajuste de un modelo simple de Michaelis-Menten.
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Figura anexo 3
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Figura anexo 3. Las mutaciones consenso D195E y A243F no aumentan la actividad con NAD+. Medimos la
velocidad inicial a diferentes concentraciones de NAD+ (1, 4, 8, 12 y 20 mM) y una concentracion fija de shikimato
(4mM) en las variantes ECOSDHn149p_vis2F_pigse (cuadrados) y ECOSHDn149p_vis2F_a2436 (tridngulos) y las comparamos
contra el perfil de velocidad inicial medido en la variante EcoSDHn149p_vis2r (circulos). Las mutaciones consenso

D195E y A243F no aumentan la actividad con NAD+.
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Figura anexo 4

Figura anexo 4. Discusion, longitud de la cadena en dominios Rossmann que prefieren NAD+. La figura muestra el
dominio Rossmann de EcoSDH (cadena A, 1nyt) en azul, alineado contra el dominio Rossmann de la enzima Q/SDH
de S. entérica, en amarillo (cadena A, 3t4e). En EcoSDH, que une NADP+, las cadenas laterales S131y L135 separan
la primera hélice alfa de la lamina beta. En la enzima Q/SDH de S. entérica, que une NAD+, los residuos
correspondientes A136 y G140 permiten un empaquetamiento mas cercano de la primera hélice alfa contra la

lamina beta.
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Tabla anexo 1.

Parametros cinéticos aparentes estimados para EcoSDH y conSDH usando shikimato y NADP+

Sustrato Kcatapp Kmapp KcaTapp/ KMapp
(s (mM) (s*M)
EcoSDH Shikimato 190+5 (2379) 0.13+.013 (0.065%) 1.4 x 10° (3.6 x 106 ?)
NADP+ 186 + 4.6 (237?) 0.058+0.007 (0.056?) 3.2x10° (4.2 x 106 ?)
conSDH  Shikimato 183 +5.3 0.061 +.01 3.0x10°
NADP+ 198 +3.8 0.105 +.01 1.8 x 10°

2Valores en (Michel et al., 2003)

Tabla anexo 2.

(kcar/Km) aparentes.

NAD+ (kcar/Km)app NADP+ (kcat/Kt)app

(mintmM1) (min*tmM?)
EcoSDH 85+2 1.92x10°°
conSDH 186+ 4.7 1.08 x10°®
EcoSDHn149p 108 £4.5 19.3+15
EcoSDHnz149p_vis2F 250+9.4 27.4+0.6
EcoSDHnNz149p_vi52F_s131A 753 +18 133+1.8
EcoSDHN149p_vi152F_s131A_L135A 1003 + 20 188 +6.1
conSDHna1a9p 449 + 25 65+1.7

2 Los valores para EcoSDH y conSDH usando NADP+ se calcularon dividiendo los valores de kcatapp_napbp+ and
Kwmapp_napp+ de la tabla anterior y los valores para el restantes se calcularon de acuerdo a lo descrito en la seccidn de

materiales y métodos.
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